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Einleitung

1 Einleitung

1.1 Das Myelin des peripheren Nervensystems

Das Nervensystem der Vertebraten ist unterteilt in das zentrale Nervensystem (ZNS),
bestehend aus Gehirn und Rickenmark und das periphere Nervensystem (PNS),
bestehend aus den sogenannten Nervenknoten oder Ganglien und den peripheren
Nerven, die aul3erhalb von Gehirn und Rickenmark verlaufen. Die beiden Systeme
sind zwar anatomisch getrennt, aber funktionell miteinander verbunden. Gemeinsam
ist beiden eine hohe Nervenleitungsgeschwindigkeit und Informationsverarbeitung.
Diese Effektivitat wird zum einen durch die hohe Verschaltung der Nervenzellen
untereinander erreicht und zum anderen durch eine hohe Geschwindigkeit der
Informationsweiterleitung Uber relativ groRe Distanzen. Letzteres wird durch die
Isolierung von Axonen durch Myelinscheiden bewirkt. Die Isolierung erfolgt dabei im
ZNS durch die Oligodendrozyten und im PNS durch die Schwannzellen. Da in der
vorliegenden Arbeit vornehmlich an Myelinproteinen des PNS gearbeitet wurde, soll
im Folgenden nur auf periphere Myelinproteine eingegangen werden. Zu Beginn der
Myelinogenese nehmen myelinisierende Schwannzellen einen 1:1 Kontakt zu
Axonen auf und umwickeln diese, indem sich Zytoplasmafortsatze der
Schwannzellen spiralenformig um die Axone schieben (Garbay et al., 2000).
Gleichzeitig kommt es durch die Aneinanderlagerung der Innenseiten des
Zytoplasmas und der Aulenseiten der extrazellularen Membranoberflachen zur
Kompaktierung der Myelinscheide und zur Ausbildung der ,Major Dense Lines"
(MDL, Innenseite) und ,Intra Period Lines® (IPL, Aulenseite). Die periphere
Myelinscheide besteht aus etwa 100 Lagen dieser kompaktierten Membranlamellen
(Lemke, 1993). Die Myelinisierung ermdglicht die schnelle saltatorische
Erregungsleitung, welche ausschlieRlich an regelmallig wiederkehrenden
Einschnurungen stattfindet, den sogenannten ,Ranvier'schen Schnurringen®. Den
myelinisierten Abschnitt eines Axons bezeichnet man als Internodium (Garbay et al.,
2000). Molekular setzt sich die Myelinscheide aus Lipiden und einer Reihe

spezialisierter Proteine zusammen (Abb. 1).
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Abbildung1: Schematische Darstellung des Aufbaus der Myelinscheide.

IPL: Intra Period Line, MDL: Major Dense Line, PMP22: Peripheres Myelinprotein 22 kD,
MBP: Myelin Basisches Protein, PO: Myelin Protein Zero und MAG: Myelin Assoziiertes
Glykoprotein. Modifiziert nach Suter et al., 1994.

Ein biochemisches Charakteristikum, das Myelin von anderen biologischen
Membranen unterscheidet, ist das hohe Lipid-zu-Protein-Verhaltnis. Aufgereinigtes
Myelin enthalt 70-80 % Lipide und nur 20-30 % Proteine (Garbay et al., 2000). Dieser
relativ hohe Lipidgehalt der Myelinscheide und die Eigenschaften dieser Lipide
fordern die elektrische Isolierung der Axone, die fur die saltatorische Impulsfortleitung
notwendig ist. Die Hauptkomponente des Lipidanteils bilden die Phospholipide mit
einem Anteil von ca. 50 %, das Cholesterin mit ca. 30 % und Glykosphingolipide, wie
Galaktoceramide und Sulfatide, mit 20 % (Smith und Curtis, 1979). Ein Grol3teil der
Proteine konnte durch die Molekularbiologie identifiziert werden (Lemke und Chao,
1988). Die meisten PNS-Myelinproteine sind Glykoproteine (Shuman et al., 1983),
wie das Protein Zero (PO, Lemke und Axel, 1985), das Periphere Myelinprotein 22kD
(PMP22, Spreyer et al., 1991), das Myelin-assoziierte Glykoprotein (MAG,
Sternberger et al., 1979), das Periaxin (Shuman et al., 1983) und das epitheliale
Cadherin (E-Cadherin, Fannon et al., 1995). Aber auch basische Proteine wie das
Myelin-basische Protein (MBP, Barbarese et al., 1977; Gilbert et al., 1982; Weise et
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al., 1983) und das Fettsaure-Transporterprotein (P2, London, 1971; Trapp et al.,
1984) sind im Myelin angereichert. Weitere Proteine die im PNS-Myelin gefunden
werden, sind das Connexin 32 (CX32, Bergoffen et al., 1993), die 2,3,-zyklische
Nukleotid-3 -phosphodiesterase (CNP, Uyemura et al., 1972) und das Plasmolipin
(Gillen et al., 1996).

1.2 Das Periphere Myelin Protein 22 kD (PMP22)

Die PMP22 mRNA wurde durch differentielle Hybridisierung der cDNA-Bibliotheken
von regenerierenden Ischiasnerven der Ratte gefunden (Spreyer et al.,, 1991;
Welcher et al., 1991). Die Analyse der korrespondierenden cDNA-Klone ergab das
die PMP22-cDNA fur ein 160 Aminosauren langes Glykoprotein von 18 kD GrofRe
kodiert. Die Bindung des L2/HNK1-Zuckerepitos an die extrazellulare N-
Glykosylierungsstelle (Asparagin 41) erhdoht das Molekulargewicht des PMP22-
Proteins auf 22 kD (Pareek et al., 1993). In vitro-Translationsexperimente (Manfioletti
et al., 1990) und Computeranalysen weisen PMP22 als ein Transmembranprotein
aus, dass die Membran vermutlich viermal durchspannt (Spreyer et al., 1991). Die
hypothetische PMP22-Proteinstruktur (Abb. 2) konnte durch Epitopmapping mit
spezifischen Antikorpern in rekombinanten Hela-Zellen bestatigt werden (D Urso
und Muller, 1997). Die PMP22-mRNA ist in verschiedenen Geweben der Ratte
exprimiert; die héchste Konzentration wurde in myelinbildenden Schwannzellen der
Ischiasnerven beobachtet (Spreyer et al., 1991; Welcher et al.,, 1991; Kuhn et al.,
1993). Eine Analyse der PMP22-Expression nach Nervenlasion zeigte eine zeitliche
Assoziation mit Teilschritten der Nervenregeneration (Spreyer et al., 1991; Snipes et
al., 1992). Damit weist PMP22 eine deutliche Ahnlichkeit zu den entsprechenden
Zeitverlaufen der Expression etablierter Myelingene, wie z.B. PO oder das basische
Myelinprotein (MBP) auf (Gupta et al., 1988; Griffiths et al., 1989; Mitchell et al.,
1990).
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Abbildung 2: Topographisches Modell der PMP22-Proteinstruktur in der Myelinmembran.
Die Aminosaureaustausche der beiden Trembler-Mausmutanten sind positionsbezogen
dargestellt. M1-M4: putative Transmembrandomanen 1-4; N: Aminoterminus; C:
Carboxyterminus; CHO: N-Glykosylierungsstelle. Modifiziert nach GLIA 7:268.

Erganzend zu diesen Befunden wurde PMP22 im kompakten Myelin peripherer
Nerven lokalisiert (Snipes et al., 1992; Kuhn et al., 1993; Pareek et al., 1993), wo es
2-5 % der gesamten PNS Myelinproteine (Pareek et al., 1993) reprasentiert. Das
humane PMP22-Gen ist auf Chromosom 17 lokalisiert, dort umspannt es eine
Region von ungefahr 40 Kilobasenpaare und enthalt 6 Exone (Patel et al., 1992;
Suter et al., 1994). Eine ganz ahnliche Organisation weisen das PMP22 Gen in der
Maus und in der Ratte auf, wo es auf Chromosom 11 lokalisiert ist. Die Expression
von PMP22 wird durch zwei alternative Promotoren reguliert, die zwei verschiedene
Transkriptformen, CD25 (Spreyer et al., 1991) und SR13 (Welcher et al., 1991)
kontrollieren. Diese Isoformen unterscheiden sich nur in ihrem 5 -untranslatierten
Bereich, kodieren aber ein identisches Protein (Bosse et al., 1994; Suter et al.,
1994).

Unabhangig von der Bedeutung bei der Regeneration und Myelinisierung peripherer
Nerven wurde PMP22 von Manfioletti (1990) als ein Gen beschrieben, das bei der

Wachstumskontrolle von Zellen eine Rolle spielt. Die mRNA wird verstarkt von



Einleitung

solchen NIH3T3-Fibroblasten exprimiert, die sich durch Serumentzug oder
Kontaktinhibition in der Ruhephase des Zellzyklus (Go-Phase) befinden (Schneider et
al., 1988; Manfioletti et al., 1990). Aus diesem Grund wurde der PMP22-cDNA-Klon
der Maus urspringlich mit gas3 (growth-arrest-specific Klon3) bezeichnet. In vitro-
Untersuchungen an PMP22 (berexprimierenden Schwannzellen unterstitzen die
Hypothese einer mit der Zelldifferenzierung assoziierten Funktion von PMP22.
Weitere Untersuchungen lassen vermuten, dass PMP22 eine Rolle in der Regulation
von anderen zellularen Funktionen, einschliel3lich Apoptose, Proliferation, Zellform
und Zellausdehnung (Bosse et al., 1994; Fabbretti et al., 1995; Zoidl et al., 1995;
Brancolini et al., 1999; Brancolini et al., 2000) spielt.

1.3 Das Myelin Protein Zero (P0)

Die PO-cDNA kodiert fur ein 219 Aminosauren langes Glykoprotein mit einem
Molekulargewicht von 28 kD. Die Bindung des L2/HNK1- oder L3-Zuckerepitops an
die extrazellulare = N-Glykosylierungsstelle  (Asparagin  93) erhoht das
Molekulargewicht des PO-Proteins auf 30 kD (Bollensen und Schachner, 1987;
Voshol et al.,, 1996). Die Computeranalysen der cDNA weisen PO als ein
Transmembranprotein aus, das die Membran einmal durchspannt (Lemke und Axel,
1985) und klassifizieren PO als ein Protein der Immunglobulin-Superfamilie aufgrund
von Sequenzahnlichkeiten zu anderen Mitgliedern dieser Proteinfamilie (Lemke et
al., 1988). Das PO-Protein besitzt ein abspaltbares Signalpeptid von 30 Aminosauren
(As). Durch in vitro-Translationsexperimente und Markierungen mit immunzyto-
chemischen Reagenzien konnte gezeigt werden, dass die 124 As lange N-terminale
Domane von PO extrazellular liegt, und durch ein 26 As langes Membransegment
von der 69 As langen C-terminalen Region getrennt wird, die zytoplasmatisch liegt
(D'Urso et al.,, 1990). Natives PO bildet in der extrazellularen Domane eine
Disulfidbricke zwischen Cystein 21 und Cystein 98, welche zur Stabilisierung der
Immunglobulin-Domane dient. Die topologische Orientierung von PO in der Membran
ist in Abbildung 3 gezeigt. Die PO-mRNA konnte sowohl in Zellen der Neuralleiste

(neural crest), als auch in Schwannzell-Vorlaufern und embryonalen Schwannzellen
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der Ratte detektiert werden (Zhang et al., 1994; Lee et al., 1997; Lee et al., 2001).
Das P0-Gen wird daruber hinaus auch in embryonalen Geweben des Inneren Ohrs
und in ,olfactory ensheating cells” (Lee et al., 2001) exprimiert. Die starkste
Expression von mMRNA wund Protein konnte allerdings in myelinisierenden
Schwannzellen beobachtet werden (Brockes et al., 1980; Trapp et al., 1981; Martini
et al., 1986).

intraperiod line

...... .
extrazellular

SRR R
UUUMUUMUUEER UMY

intrazellular

.......
~ -

major dense line

Abbildung. 3: Topographisches Modell der PO-Proteinstruktur

Das PO-Protein besitzt eine hydrophobe Transmembrandomane mit a-Helix Struktur. Der N-
Terminus, der auch die immunglobulinartige Domane bildet und durch eine Disulfidbriicke
stabilisiert wird, liegt auf der extrazellularen Seite. Der C-Terminus liegt auf der zytosolischen
Seite. CHO: N-Glykosylierungsstelle. Abbildung modifiziert nach Filbin et al. 1993.

Wahrend der Schwannzell-Entwicklung wird PO gleichzeitig mit anderen
Myelinproteinen, wie PMP22 und MBP induziert (Lemke und Chao, 1988). Die
Hochregulation von PO setzt mit dem Beginn der Myelinisierung ein und wird
anscheinend durch Signale, die mit der Oberflache von Axonen assoziiert sind,
gesteuert (Lemke und Chao, 1988). Das PO-Protein ist im kompakten Myelin

lokalisiert, wo es 50-70 % des gesamten Proteinanteils ausmacht und somit das
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dominierende Protein des PNS darstellt (Greenfield et al., 1973; Wiggins et al., 1975;
Smith et al., 1979; Lemke et al., 1988). Das P0-Gen ist bei den Spezies Mensch,
Maus und Ratte auf dem Chromosom 1 lokalisiert und ist ungefahr 7 Kilobasenpaare
grol3 (Kuhn et al., 1990; Hayasaka et al., 1993). Aminosauresequenzvergleiche
zwischen den Spezies Mensch, Huhn und Ratte zeigen eine Homologie von Uber 80
% (Sakamoto et al., 1987). Eine Vielzahl an Experimenten lasst vermuten, dass PO
fur den Erhalt und die sehr dichte Kompaktierung der Myelinstruktur durch
Ausbildung von Interaktionen zwischen der extrazellularen und der
zytoplasmatischen Doméane verantwortlich ist (D Urso et al., 1990; Giese et al., 1992;
Wong und Filbin, 1994).

1.4 Charcot-Marie-Tooth (CMT) Typ 1, verwandte Neuro-
pathien und deren assoziierte Gene PMP22 und PO

Das Charcot-Marie-Tooth-Syndrom beschreibt eine genetisch und klinisch
heterogene Gruppe von hereditdren peripheren Neuropathien, die mit einer
Haufigkeit von 1:2500 auftreten (Skre et al., 1974). Bei der Mehrheit der CMT-
Erkrankungen liegt die demyelinisierende CMT-Form vom Typ 1A vor (Lupski et al.,
1991). Dabei handelt es sich um eine Neuropathie mit autosomal dominantem
Erbgang. Erste klinische Symptome treten innerhalb der ersten beiden
Lebensdekaden mit einer distal an den Beinen beginnenden Muskelatrophie,
nachfolgender Parese und abgeschwachten Eigenreflexen auf. Deutlich
verlangsamte Nervenleitgeschwindigkeiten und tastbare Verdickungen an den
Nervenbahnen sind Anzeichen einer hypotrophen Veranderung der peripheren
Nerven. Histopathologisch beobachtet man eine Erweiterung des endoneuralen
Interstitiums, chronische Demyelinisierung und Remyelinisierung. Vermehrte Bildung
von Schwannzellen und Basalmembran verursachen eine charakteristische
zwiebelschalenartige Struktur (Dyck et al., 1992; Lupski et al., 1992). Der Verlauf
dieser Erkrankung ist nur langsam progredient.

Die meisten CMT1A-Patienten tragen eine ca. 1,5 Mb grof3e Duplikation des

Chromosom 17 im Bereich der Bande p11.2, einer Region, in der das PMP22-Gen
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mit allen seinen regulatorischen Elementen lokalisiert ist. Diese Patienten besitzen
also eine zusatzliche Kopie des PMP22-Gens (Matsunani et al., 1992; Patel et al.,
1992; Timmermann et al., 1992; Valentijn et al., 1992). Es wurden aber auch
sporadische Mutationen im humanen PMP22-Gen gefunden, die zu einem CMT1A-
Phanotyp fuhren (McKusick, 1994).

Eine Deletion des PMP22-Gens auf Chromosom 17 verursacht eine weitere
autosomal dominant vererbte Neuropathie, die ,Hereditare Neuropathie mit Neigung
zu Drucklahmungen“ (HNPP) (Chance et al., 1993). Hierbei handelt es sich um eine
episodisch wiederkehrende Neuropathie (Windebank, 1992), die aufgrund einer
druckinduzierten segmentalen Demyelinisierung der Nerven zu Schwache, Taubheit
und Muskelatrophie in den distalen Extremitaten fuhrt.

Als Tiermodell fir die CMT-Erkrankung galt bereits langere Zeit die natirliche
Mausmutante Trembler, deren neurologischer Defekt zu einem ahnlichen Phanotyp
fuhrt. Die Trembler-Mutation wird in diesen Mausen dominant vererbt und zeichnet
sich durch eine Hypomyelinisierung des peripheren Nervensystems und einen
generalisierten Tremor aus. Suter und Mitarbeiter konnten in diesen Mausen eine
Punktmutation nachweisen, die zu einem Aminosaureaustausch in einer
Transmembranregion des PMP22-Genproduktes (Glycin150=>Asparagin; Abb.2)
fuhrt (Suter et al., 1992b). Auch in Trembler’-Mausen konnte eine Punktmutation in
einer Transmembran-domane des PMP22-Gens (Leucin=Prolin; Abb.2)
nachgewiesen werden (Suter et al., 1992a). Diese Mutante zeichnet sich durch De-
und Remyelinisierung, sehr dunn myelinisierte Axone und veranderte
Schwannzellproliferation aus (Notterpek et al., 1997). Die Trembler-Mutation wurde
auch in zwei Patienten gefunden, deren Phanotyp dem Dejerine-Sottas-Syndrom
(DSS) gleicht (lonasescu et al., 1997). Bei der DSS und der Congenitalen
Hypomyelinisierung (CH) handelt es sich um verwandte demyelinisierende
Neuropathien. Die klinischen und pathologischen Symptome der DSS und CH
stimmen weitgehend mit denen der CMT1-Neuropathie Uberein, allerdings setzt die
Erkrankung friher ein und hat einen schwerwiegenderen Verlauf (Dyck et al., 1992;
Warner et al., 1996). Es konnten bisher mehrere Mutationen sowohl im PMP22-Gen

(Roa et al., 1993a; lonasescu et al., 1995; Valentijn et al., 1995), als auch im P0-Gen
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(Hayasaka et al., 1993b; Rautenstraul} et al., 1994) gefunden werden, die zu einer
Erkrankung an DSS oder CH fuhren. Die meisten Mutationen im P0-Gen fuhren
gewohnlich aber zu einem typischen CMT1A-Phanotyp wie er fur PMP22-Mutationen
beschrieben wurde (De Jonghe et al.,, 1997), werden aber als CMT1B klassifiziert
(Bird et al., 1982; Patel und Lupski, 1994). Aufgrund der Assoziation des PMP22-
Gens und des PO0-Gens mit diesen Erkrankungen wurden zahlreiche Transgene
Tiermodelle generiert. Die Ischiasnerven von vier Tage alten PMP22-Knock-out-
(PMP22") Mausen (Aldkofer et al., 1995) zeichnen sich durch fokale
Hypomyelinisierung (zu stark myelinisierte Axone) aus. Diese Strukturen werden als
Tomacullae bezeichnet. In &lteren (10 Wochen) Nerven werden dagegen keine
Tomacullae-Strukturen mehr gefunden, jedoch Anzeichen einer starken
Demyelinisierung (Aldkofer et al., 1995). Heterozygote PMP22-Knock-out-(PMP22*")
Mause zeigen interessanterweise einen ahnlichen aber milderen Phanotyp, mit
fokaler Hypomyelinisierung und nachfolgender Demyelinisierung (Aldkofer et al.,
1995, 1997). Die Analyse von Transgenen Mausen (Magyar et al., 1996; Huxley et
al., 1996; Sancho et al., 2001; Norreel et al., 2001) und Ratten (Sereda et al., 1996;
Niemann et al., 2000) die PMP22 unter der Kontrolle des eigenen Promotors
Uberexprimieren, zeigen bei einer moderaten Uberexpression des PMP22-Gens
einen &hnlichen Phanotyp wie bei der humanen CMT1A. Starke Uberexpression fiihrt
dagegen zu einer fast kompletten Demyelinisierung der peripheren Nerven und
ahnelt somit den seltenen Fallen einer homozygoten Duplikation des PMP22-Gens
im Menschen (LeGuern et al., 1997). Weiterhin wurden in vitro-Modelle, basierend
auf der Kultivierung von dorsalen Spinalganglien aus Transgenen PMP22-Tieren
etabliert, die der humanen CMT1A ahnliche Myelin-Abnormalitaten zeigen (Nobbio et
al., 2001).

Die Analyse der Myelinscheiden von PO-Knock-out-(P0”") Mausen zeigte, dass die
Intra-Period-Lines (IPL, extrazellulare Grenzschicht zwischen zwei Membranen) nicht
ausgebildet werden und stattdessen eine starke Aufweitung des extrazellularen
Raums zwischen den |IPLs (Giese et al., 1992) zu beobachten ist. Weiterhin konnte
eine starke Hypomyelinisierung der Axone sowie axonale Degeneration beobachtet
werden (Giese et al., 1992; Martini et al., 1995a). Heterozygote P0-Knock-out-(P0*")
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Mause zeigen zu diunn myelinisierte Axone, aufgeweitetes Myelin und verlangsamte
Nervenleitungsgeschwindigkeiten, ein Kennzeichen auch einiger humaner PO-
Mutationen (Martini et al.,, 1995a; Gabreels-Festen et al., 1996; Samsam et al.,
2002).

Die hier aufgezeigten Genotyp-Phanotyp-Korrelationen von Mensch und transgenen
Tieren zeigen zum einen, dass Mutationen in unterschiedlichen Genen zu gleichen
Phanotypen fuhren konnen, wahrend Mutationen im gleichen Gen zu
unterschiedlichen Phanotypen fuhren kénnen. Zum anderen zeigen sie, dass alle
aufgeflihrten Erkrankungen ein gemeinsames Charakteristikum aufweisen, die starke
Beeintrachtigung der Myelinscheide. Diese Befunde unterstitzen damit die
Vermutung von spezifischen Funktionen der PMP22- und PO-Genprodukte bei der
Myelinisierung, aber auch bei dem Erhalt und der Stabilisierung des Myelins.
Daruber hinaus wird aus den geschilderten Untersuchungen deutlich, dass sowohl
Mutationen in diesen Genprodukten als auch eine veranderte Gendosis eine

pathologische Veranderung des peripheren Myelins bewirken.

1.5 Ziele

Ziel dieser Arbeit ist die weitgehende Charakterisierung der Interaktionen der
peripheren Myelinproteine PMP22 und PO unter besonderer Berucksichtung a) der
biologischen Funktion dieser Interaktionen im normalen und pathologischen Zustand
und b) des Transports dieser Proteine und des Aufbaues der Myelinmembran.

Fir die Charakterisierung der vermuteten Interaktionen der peripheren
Myelinproteine PMP22 und PO sollten, mit Hilfe eines neu etablierten Zell-
Adhasionstests retroviral transduzierte Hela-Zellpopulationen, die diese Proteine
stabil Uberexprimierten, auf ihre Fahigkeit hin analysiert werden sowohl homophile
als auch heterophile adhasive trans-Interaktionen zu vermitteln. Zur naheren
Charakterisierung dieser Interaktionen sollten mogliche Bindungsdomanen dieser
Proteine an GST fusioniert, aufgereinigt und auf ihre Adhasionskapazitat hin
untersucht werden. Anschlieend sollten die beobachteten Interaktionen durch

direkte Protein-Protein-Wechselwirkungen in  GST-Bindungsstudien verifiziert
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werden. In einem weiteren Schritt sollten mogliche Auswirkungen von Krankheits-
assoziierten Punktmutationen auf die homo- und heterophilen Bindungen von PO
bzw. PO mit PMP22 getestet werden. Um neue Erkenntnisse uber bestehende
Transportmechanismen und den Aufbau der Myelinmembran zu erhalten, sollten
zum einen Myelinpraparationen aus den Ischiasnerven von Ratten und zum anderen
Protein-Homogenate aus transient transfizierten HelLa-Zellen hergestellt und auf ihre

Assoziation mit Lipid Rafts hin untersucht werden.
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2 Material und Methoden

2.1 Material

2.1.1 Zentrifugen

Sorvall RC-5B (Dupont, Bad Homburg)
L8-70M und TL-100 (Beckmann, Minchen)
EBA 12R (Eppendorf, Hamburg)

Rotana/R (Hettich, Tuttlingen)

2.1.2 Haufig verwendete Puffer und Losungen

Phosphat gepufferte Saline (PBS) 50 mM Phosphat pH 7,4

150 mM NaCl
Tris-(hydroxymethyl-)aminomethan 20 mM Tris pH 7,4
gepufferte Saline (TBS) 150 mM NaCl
Tris-(hydroxymethyl-)aminomethan 25 mM Tris pH 7,5
gepufferte Saline (TNE) 150mM NaCl

5mM EDTA
Proteaseinhibitormix 100ug/ml Pefabloc

1ug/ml Pepstatin
1ug/ml Leupeptin
1ug/ml Aprotenin

5 mM EDTA

Alle verwendeten Chemikalien wurden, sofern nicht gesondert erwahnt, von Sigma

(Deisenhofen) oder Merck (Darmstadt) bezogen.
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2.1.3 Tiere

Ischiasnerven wurden aus Wistar-Ratten isoliert, die von der Zentralen
Tierversuchsanlage (TVA) der Heinrich-Heine-Universitat bezogen wurden.

Die Totung der Tiere erfolgte gemal dem geltenden Tierschutzgesetz.

2.2 Methoden

2.2.1 Primersequenzen fur Polymerasekettenreaktion (PCR) und

Nukleinsauresequenzierungen
In den molekularbiologischen Arbeiten wurden fur die Amplifikation der cDNAs, der
Nukleinsaurefragmente und flr die Sequenzierungen der erzeugten Vektorkonstrukte
Oligonukleotidprimer (alle von MWG, Biotech) eingesetzt. Eine Ubersicht der

Primersequenzen findet sich in Tabelle 1.

Tab. 1: Primer
Aufgelistet sind die verwendeten Primer, ihre Sequenzen und die Experimente, bei denen sie
eingesetzt wurden.

Anwendung Primername Sequenz von 5 nach 3

Amplifizierung der kodieren- | Nhe-PMP-sense ACGTGCTAGCCAGCCACCATGCTTCTA

den Region von PMP22, PO | Kpn-PMP-antisense ACGTGGTACCGCCTCATTCGCGTTTC

und Plasmolipin aus cDNA | Nhe-P0O-sense ACGTGCTAGCCCCAGCTATGGCTCCTG

der Ratte fir die Klonierung | Kpn-PO-antisense ACGTGGTACCGCTATTTCTTATCCTTGCGA

in den plIRES2-EGFP- | Xho1-Plapi-sense TCGTAGGCTCGAGATCGCTATGGCGGAGTT
Vektor. EcoR1-Plapi-antisense AGCATAGAATTCTTAAGAGTAGCCCCCAGCCA
Sequenzierung der PMP22, | T7 Promotor AATACGACTCACTATAGGG

PO und Plasmolipin pIRES2- | M13 Reverse CAGGAAACAGCTATGAC

EGFP-Vektorkonstrukte.

Amplifizierung von  Nuk- | rPMPex1-for/EcoRI CCAGGAATTCGTAATGGACACAGGACTGAT
leinsaurefragmenten aus | rPMPex1-rev/Sall GCATGTCGACCTAAGACTGAAGCCATTCGCT
cDNAs von PMP22, PO und | rPMPex2-for/EoRI CCAGGAATTCGTAGACACAGTGAGTGGCATGTC
Plasmolipin far die | rPMPex2-rev/Sall GCATGTCGACCTAAAAGCCATAGGAGTAGTC
Klonierung in den pGEX- | rPOex-for/EcoRI CCAGGAATTCGTATTGTGGTTTACACGGAC
4T2-Vektor (GST-Fusions- | rPOex-rev/Sall GCATGTCGACCTAATACCTAGTGGGCAC
Vektor). rPLAex-for/EcoRl CCAGGAATTCGTGCCTGGCGGCGGCGGTC
rPLAex-rev/Sall GCATGTCGACCTACGAGCGCTGGTTGTACGG
Sequenzierung der PMP22, | pGEX 5‘Sequencing | GGGCTGGCAAGCCACGTTTGGTG
PO und Plasmolipin pGEX- | Primer
4T2-Vektorkonstrukte. pGEX 3‘Sequencing | CCGGGAGCTGCATGTGTGTCAGAGG
Primer
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2.2.2 Mutagenese von DNA mittels Polymerasekettenreaktion (PCR)

Die Amplifikation und Generierung der cDNAs mit gezielt mutierter extrazellularer
Domane des PO-Proteins erfolgte mittels PCR-Mutagenese. Die folgenden drei
verschiedenen Aminosaureaustausche wurden an der extrazelluldren Doméne von
PO vorgenommen: Val32Phe (POmut1), Tyr68Cys (POmut2) und Cys128Tyr
(POmut3). Eine Ubersicht Uber die Sequenzen der verwendeten Oligonukleotidprimer
zur Herstellung, Anwendung und Sequenzierung der mutierten Vektorkonstrukte
findet sich in Tabelle 2. Die gegenuber der Wt-Sequenz substituierten Nukleotide

sind unterstrichen.

Tab. 2 Primer zur Mutagenese der PO cDNA
Aufgelistet sind die verwendeten Primer und ihre Sequenzen, die zur Herstellung und
Sequenzierung der mutierten PO-Vektorkonstrukte eingesetzt wurden.

Anwendung Primername Sequenz 5" nach 3’

Amplifizierung von sense CCAGGAATTCGTATTGTGITTTACACGGAC
POmut1 aus PO- POmut1/EcoRlI

cDNA der Ratte fur | antisense GCATGTCGACCTAATACCTAGTGGGCAC

die Klonierung in den | POmut1/Sall
pGEX-4T2-Vektor

Amplifizierung von sense POmut2- CCAGGAATTCGTATGTGGTTTACACGGAC
POmut2 aus PO- 1/EcoRl
cDNA der Ratte fir antisense POmut2-2 | AGGCTGGCAGCGCCAGGT

die Klonierung in den | sense POmut2-3 TCTTTTACCTGGCGCTGCCAGCCT
pGEX-4T2-Vektor antisense POmut2- | GCATGTCGACCTAATACCTAGTGGGCAC

4/Sall
Amplifizierung von sense POmut3- CCAGGAATTCGTATGTGGTTTACACGGAC
POmut3 aus PO- 1/EcoRl

cDNA der Ratte flir | antisense POmut3-2 | GACATCATATGTGAAAGTGCCG

die Klonierung in den | sense POmut3-3 CAACGGCACTTTCACATATGATGTC
pGEX-4T2-Vektor antisense POmut3- | GCATGTCGACCTAATACCTAGTGGGCAC
4/Sall

Sequenzierung der pGEX GGGCTGGCAAGCCACGTTTGGTG
POmut1, POmut2 und | 5'Sequencing
POmut3 pGEX-4T2- |Primer
Vektorkonstrukte pGEX CCGGGAGCTGCATGTGTGTCAGAGG
3'Sequencing
Primer
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2.2.3 Polymerasekettenreaktion (PCR)

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

Biosystems) nach folgendem Schema durchgefuhrt.

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

4 ul dNTP (2,5 mM je) 25 bis 45 Zyklen

3 ul MgCl; (25 mM) Denaturierung 30s 92 °C

20yl ddH20 Annealing 30s 48°Cbis 60°C
5 ul Primer 1 (20pmol/ul)  Elongation 45 bis 120s 72 °C

5 ul Primer 2 (20 pmol/ul) terminale Elongation 10 min 72 °C

5l DMSO

0,5l Taq (5 U/ul)
20 ng zu amplifizierende DNA

Die PCR-Amplifikationsprodukte wurden gelelektrophoretisch in 0,8 bis 2,0 %igen
Agarosegelen aufgetrennt, fotografiert und gegebenenfalls ausgeschnitten. Eine
Aufreinigung erfolgte mittels des Qiaexll Kits (Qiagen) oder der Ultrafree-DA
Saulchen (Millipore). PCR-Produkte, die zur Klonierung verwendet wurden, wurden
anstatt mit AmpliTag mit vergleichbaren Aktivitdtseinheiten an Pfu-Polymerase

(Invitrogen) mit Exonukleaseaktivitat amplifiziert.

2.2.4 Dephosphorylierung

Mittels Restriktionsenzymen geschnittene Vektoren wurden mit einer Alkalischen
Phosphatase (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 pg/kb DNA x 3,04 ermittelt wurde. Die SAP wurde nach Ablauf der

Reaktion durch Erwarmen auf 65 °C fiir 15 min irreversibel denaturiert.
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2.2.5 Ligation

PCR-Produkte, die mit einer TA-Uberhinge produzierenden DNA-Polymerase
erzeugt wurden, wurden nach Herstellerangaben mit Hilfe des TOPO
Klonierungssystems (Invitrogen) in den pCR-Vektor kloniert. Solche, die mit einer
nicht TA-Uberhange produzierenden DNA-Polymerase generiert wurden, wurden in
den pZero-Vektor (Invitrogen) kloniert. Restriktionsfragmente wurden in
entsprechend geschnittene und dephosphorylierte Vektoren Uber den T4 Rapid DNA
Ligation Kit (Roche) kloniert. Dabei wurden 400 bis 800 ng DNA-Fragment und 20 bis

40 ng Vektor verwendet.

2.2.6 Transformation durch Hitzeschock und Kalteschock

TOP 10 (Invitrogen) E.coli Kulturen wurden auf Eis aufgetaut; 1 bis 4 pl
Ligationsansatz wurden hinzugegeben und fir 30 min bei 4 °C inkubiert. Der
Reaktionsansatz wurde fur 45 s auf 42 °C erwarmt, fir 2 min auf Eis abgekuhlt und
mit vorgewarmten 200 pl SOC aufgefullt. Nach einer Inkubation bei 37 °C fur 1 h
wurden die Ansatze auf LB-Platten mit einem entsprechenden Antibiotikum
ausplattiert und Uber Nacht bei 37 °C inkubiert.

BL21 E.coli Kulturen (Amersham Pharmacia) wurden aufgetaut und in 5 ml LB-
Medium fur 3 h bei 37 °C geschuttelt. AnschlieRend wurden je 1ml
Bakteriensuspension pro Transformationsansatz abzentrifugiert. Die Bakterien-
Pellets wurden in 100 ul CaCl, (50 mM) resuspendiert und mit 1-10 ng DNA fur 30
min bei 4 °C inkubiert. Der Ansatz wurde mit fliissigem Stickstoff schockgefroren und
bei 37 °C aufgetaut. Nach Zugabe von 900 pl vorgewarmtem SOC wurde der Ansatz
1 h bei 37 °C geschuttelt und anschlielend auf entsprechenden LB-Platten
ausplattiert und Uber Nacht bei 37 °C gelagert.

Einzelne Kolonien wurden mit einem Zahnstocher in 5 ml LB-Medium, versetzt mit
geeignetem Antibiotikum, Uberflihrt und Uber Nacht bei 37 °C schuttelnd inkubiert.
Ein Teil der Bakteriensuspension wurde mit einem Volumen Glyzerin versetzt und bei
—80 °C eingefroren. Der restliche Teil wurde zur Gewinnung von Plasmid-DNA

verwendet.
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2.2.7 DNA-Isolierung aus Bakteriensuspension

Plasmid-DNA wurde mit Hilfe des QlAprep Spin Miniprep Kits (Qiagen) nach den

Angaben des Herstellers isoliert und in 30 ul LiCrosolv-Wasser (Merck) geldst.

2.2.8 DNA-Sequenzierung

Zur Sequenzierung wurde der ABI 310 Genetic Analyzer in Kombination mit dem
BigDye Terminator System (Applied Biosystems) verwendet. Die zu sequenzierende
DNA wurde, zusatzlich zur gewdhnlichen Aufreinigung, durch Zugabe von 1/10
Volumen Natriumacetat und einem Volumen absolutem Ethanol gefallt, fir 25 min bei
14.000 Upm in einer Eppendorff 5417C Tischzentrifuge bei Raumtemperatur
abzentrifugiert, mit 70 %igem Ethanol gewaschen, luftgetrocknet und in einem

adaquaten Volumen Wasser geldst. Die Sequenzierungsreaktion erfolgte nach dem

Schema:

1,5 ul Primer (5 pmol/ul) Initiale Denaturierung 2 min 95°C
1 ul DMSO 24 Zyklen

7 ul Sequenzier-Mix Denaturierung 30s 92°C
1 ug DNA Annealing 30s 54°C
ad 20 pl H20 Elongation 4 min 60°C

Nicht eingebaute Nukleotide wurden Uber DyeEx-Saulchen (Qiagen) entfernt.
Flnfzehn pl des Sequenzieransatzes wurden mit 15 pyl TSR (Template Suppression
Reagent, Applied Biosystems) vermischt, fur 2 min bei 92 °C denaturiert und im ABI
310 elektrophoretisch in POP6 Polymer (Applied Biosystems) aufgetrennt und
detektiert. Die Auswertung der Sequenzen erfolgte mit Hilfe der Software-
Programme Sequencing Analysis 2.1.2 (Applied Biosystems), Sequencher (Gene

Codes) sowie den BLASTN Suchdiensten im Internet.
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2.2.9 Reverse Transkription

Die RNA aus Ischiasnerven adulter Ratten zur Gewinnung der cDNAs von PMP22,
PO und Plasmolipin wurde von Dr. Patrick Kury (Arbeitsgruppe Molekulare
Neurobiologie, Heinrich-Heine-Universitat) zu Verfligung gestellt. Die RNA muss vor
einer PCR in einer reversen Transkription in cDNA umgeschrieben werden. Die

reverse Transkription erfolgte nach dem Schema:

1ug RNA 10 min Raumtemperatur
3ul dNTP (2,5 mM je) 1h 42 °C

1l Oligo(dT) (50 pM) 5 min 99 °C

2 ul DTT

10U RNAsin

1U Superscript Il

ad 19 |J| ddH20 pepc

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

2210 Aufreinigung von Myelin aus Ischiasnerven der Ratte

Die Ischiasnerven adulter Wistar-Ratten wurden entnommen, in ca. 1 cm lange
Stlcke geschnitten und in flissigem Stickstoff schockgefroren. Alle weiteren Schritte
wurden bei 4 °C durchgeflhrt. Nach Aufnahme in 0,9 M Saccharosel6ésung wurde
das Gewebe in einem Ultra-Turrax T25 homogenisiert. Das Homogenat wurde 15
min bei 10.000 x g zentrifugiert und der postnukleare Uberstund abgenommen.
Dieser postnukleare Uberstund wurde mit 0,25 M Saccharoselésung Uberschichtet,
um einen einstufigen Dichtegradienten zu erhalten und mit 100.000 x g, 3 h bei 4°C
zentrifugiert. Das Myelin wurde von der Interphase der 0,9 M und 0,25 M
Saccharoselosungen entnommen und zweimal einem hypoosmotischem Schock
unterzogen. Hierzu wurde das Myelin zweimal in 9fachem Volumen eiskalten

Wassers resuspendiert und mit einem Douncer-Homogenisator aufgeschlossen und
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anschliellend mit 8.000 x g abzentrifugiert. AnschlieRend wurde das Myelin erneut in
0,9 M Saccharoseldosung aufgenommen und mit 0,25 M Saccharosel6sung
uberschichtet und 1 h mit 100.000 x g zentrifugiert. Das aufgereinigte Myelin wurde
entnommen, erneut zweimal mit eiskaltem Wasser gewaschen, abzentrifugiert,

schlief3lich in wenig Wasser resuspendiert und in Aliquots bei —20 °C weggefroren.

221 Protein-Extraktion aus Myelin und transient transfizierten

HelLa-Zellen mit Detergenz

Aufgereinigtes Myelin wurde in 1 ml TNE Puffer + 2 % Triton-X-100 (Merck) und
Proteaseinhibitormix aufgenommen und bei 4 °C oder 37 °C fur 30 min auf einem
Uber-Kopf-Schuttler inkubiert.

Transient Transfizierte Hela-Zellen wurden dreimal mit PBS gewaschen und
anschlieend mit 1 ml TNE-Puffer + 1 % Triton-X-100 + Proteaseinhibitormix versetzt
und bei 4 °C und 37 °C fur 30 min inkubiert. Die Zellen wurden mit einem Schaber
von den Kulturplatten geschabt und durch mehrfaches Aufziehen der Lysate in einer

Spritze mit einer 0,6 x 22 mm Nadel bei 4 °C homogenisiert.

2.2.12 Cholesterin-Extraktion aus Myelin und transient

transfizierten HeLa-Zellen
Fir den Cholesterinentzug aus aufgereinigtem Myelin und den Zellmembranen von
Transient Transfizierten HeLa-Zellen wurden diese mit 10 mM Methyl-R-Cyclodextrin
(B-CD, Sigma) in PBS bei 4 °C fur 30 min inkubiert. Nach dieser Vorbehandlung
wurde das Myelin und die Zellen mit 13.000 x g fur 10 min abzentrifugiert und die
Pellets anschliefend wie unter 2.3.2 beschrieben der Triton X-100-Extraktion

unterzogen.

2213 Dichte-Gradienten-Zentrifugation mit Saccharose

Alle unter 2.3.2 und 2.3.3 beschriebenen Detergenz-Extrakte wurden durch Zugabe

von 1 ml 80 %iger Saccharose in TNE-Puffer auf ein Endvolumen von 2 ml 40 %iger
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Saccharose eingestellt und in ein Ultrazentrifugenréhrchen (Beckmann, Palo Alto)
uberfuhrt. Fur den Stufengradienten wurde die 40 %ige Saccharose mit 5 ml 30
%iger Saccharose in TNE vorsichtig Uberschichtet und mit weiteren 5 ml einer 5
%igen Saccharoseldsung in TNE beschickt. Die Stufengradienten fur die HeLa-Zell-
Extrakte bestanden aus 2 ml 40 %, 8 ml 30 % und 2 ml 5 %iger Saccharose in TNE.
Die Stufengradienten wurden mit 160.000 x g, 18 h bei 4 °C zentrifugiert.
Anschlie®end wurden 1 ml Fraktionen von oben nach unten enthommen und mittels
SDS-PAGE und Westernblot analysiert.

2.2.14 Immunprazipitation

Alle Inkubationen fanden bei 4°C auf einem Uber-Kopf-Schiittler statt. Die
verwendeten Proteinldsungen wurden mit 20 ul Protein-A-Sepharose pro 100 pl fur 1
h praadsobiert. Um unspezifisch an die Sepharose gebundenes Proteinmaterial
abzutrennen, wurde 5 min mit 10.000 x g zentrifugiert, der Uberstund abgenommen
und die Sepharose verworfen. 200 pl-Aliquots dieser Uberstande wurden mit je 10 pl
Serum oder aufgereinigtem Antikdrper kovalent an Protein-A-Sepharose gebunden
und Uber Nacht bei 4 °C inkubiert. Die kovalente Bindung von Antikdrpern an
Sepharose erfolgte mittels Vernetzermolekilen, um Signale der leichten und
schweren Ketten von Antikorpern zu verhindern. Die gebundenen Immunkomplexe
wurden durch einminitige Zentrifugation bei 10.000 x g pelletiert, die Uberstande
verworfen und dreimal fir 5 min mit eiskaltem PBS gewaschen. Anschliel3end
wurden die Pellets in 40 ul 2 x SDS-Probenpuffer aufgenommen und fir 10 min bei
100 °C denaturiert. Die Uberstande wurden mittels SDS-PAGE und Westernblot

analysiert

2.2.15 Proteinbestimmung und Natriumdodecylsulfat-
Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE)

Proteinkonzentrationen wurden mit dem Detergenz-vertraglichen DC Protein-Assay
von Biorad (Munchen) gemessen. Als Standard wurde Rinder-Immunglobulin

verwendet.
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Die SDS-PAGE erfolgte, wenn nicht anders erwahnt, in linearen Gradientengelen (5-
20 %) nach der Methode von Laemmli (1970) in einer Protean |l Gelapparatur
(Biorad, 18 x 16 cm Gelformat) oder in einer SE 250 Mighty Small Gelapparatur
(Hoefer, 10 x 8 cm Gelformat). Die aufgetrennten Proteine wurden mit der
Silberfarbungsmethode nach Ansorge (1985) oder durch Farbung mit Coomassie
Brilliant Blue (SERVA, Heidelberg) sichtbar gemacht.

2.2.16 Westernblot

Fir die Westernblot-Studien wurden die Proteine in SDS-Probenpuffer
aufgenommen, mittels SDS-PAGE aufgetrennt und in einer Semidry-Blot-Apparatur
(2117 Multiphor, LKB-Pharmacia, Freiburg) mit 0,8A/cm? auf Nitrocellulose-
Membranen (NC, Amersham Pharmacia, Freiburg) transferiert. Als Puffersystem
diente das diskontinuierliche System nach Khyse-Andersen (1984) oder das
kontinuierliche nach Towbin et al. (1979). Zur Absattigung freier Bindungsstellen
wurde die NC in TBS + 1,5 % Magermilchpulver/1,5 % BSA lber Nacht (UN) bei 4 °C
schittelnd inkubiert. Nach dreimaligem Waschen mit 0,05 % Tween/TBS wurden die
Membranen 1 h mit Erstantikdrper bei RT inkubiert. Anschliel’iend wurde dreimal 5
min mit 0,05 % Tween/TBS gewaschen und 1 h bei RT mit einem Peroxidase (HRP)
gekoppelten ZweitantikOrper inkubiert. Nach erneutem Waschen erfolgte die
Detektion der gebildeten Immunkomplexe mit dem System der verstarkten
Chemilumineszenz (ECL, Amersham Pharmacia). Folgende Antikérper wurden
eingesetzt:

rabbit anti-PMP22 polyklonal (1:300, D"Urso und Mdiller., 1997)

rabbit anti-PO polyklonal (1:500, Hasse et al., 2002)

rabbit anti-Plasmolipin (1:200, Hamacher et al., 2001)

rabbit anti-PMP22 polyklonal (1:300; Antikorper-Service, Dr.Pineda, Berlin)
mouse anti-MBP monoklonal (1:3.000, Chemicon, Hofheim, Germany)
mouse anti-EGFP monoklonal (1:500, Clontech, Heidelberg, Germany)
mouse anti-PO monoklonal (1:10.000, Archelos et al., 1993)

goat anti-GST monoklonal (1:2.000, Amersham Pharmacia, Freiburg, Germany)
goat anti-mouse-HRP (1:2.500, Dako, Hamburg, Germany)

goat anti-rabbit-HRP (1:2.500, Cappel, Turnhout, Belgien)

rabbit anti-goat-HRP (1:20.000, Jackson Immunresearch, Westgrove, USA)
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2.217 Uberexpression und Aufreinigung von GST-
Fusionspeptiden

Zur Uberexpression der extrazellularen Domanen von PO, PMP22 und Plasmolipin in
den proteasedefizienten E.coli Stamm BL21 wurde das Glutathion-S-Transferase
(GST) Genfusionssystem von Amersham Pharmacia gewahlt. Hierzu wurden die
cDNAs, die die entsprechenden Regionen kodieren in den pGEX-4T2-Vektor kloniert
und in den E.coli Stamm BL21 transformiert. Der pGEX-4T2-Vektor tragt einen
induzierbaren tac-Promotor, dessen Aktivitat durch Zugabe von Isopropyl-f3-D-
thiogalactopyranosid (IPTG) gesteuert werden kann. Zur Selektion enthalt der Vektor
das B-Laktamase-Gen, das fur Ampicillin-Resistenz (Amp) kodiert.

Zur Expression der GST-Fusionspeptide wurden je Klon 50 ml LB-Medium + Amp mit
200 pl Bakteriensuspension angeimpft und Uber Nacht bei 37 °C geschuttelt. Am
nachsten Tag wurden 250 ml LB-Medium mit 5 ml dieser Uber-Nacht-Kultur
angeimpft und solange geschuttelt bis die ODggo 1,0 erreicht war. Anschliel3end
wurde mit IPTG (Endkonzentration 0,5 mM) die Expression der GST-Fusionspeptide
fur 2 h bei 37 °C induziert. Fir die Aufreinigung der Wildtyp und mutierten
extrazellularen Domanen von PO erfolgte die Induktion bei 25 °C, um den Einbau der
Uberexprimierten Fusionspeptide in zellulare Einschlisse (Inclusion Bodies) zu
verringern bzw. zu verhindern. Die Bakterien wurden anschlief3end bei 4.700 U/min
fur 10 min pelletiert und in 10 ml eiskaltem PBS resuspendiert. Der Aufschluss der
Bakterien erfolgte durch dreimaliges sonifizieren (Stufe 4; Sonifier Cell Disruptor B15,
Fa. Branson) je 15 s auf Eis. Um eine bessere Solubilisierung der GST-
Fusionspeptide zu erreichen wurden die Bakterienldsungen mit Triton-X-100 (1 %
des Endvolumens) versetzt und 30 min bei 4 °C geschuttelt. AnschlieRend wurden
die Lésungen bei 8.000 U/min abzentrifugiert und der Uberstand mittels Affinitats-
Chromatographie aufgereinigt. Hierzu wurde der Uberstand 1 h mit 500 pl einer
Losung aus 50 % Glutathion-Sepharose 4B (Amersham Pharmacia) und 50 % PBS
bei 4 °C auf einem Uber-Kopf-Schiittler inkubiert. Die Sepharose wurde durch
Zentrifugation mit 1.500 U/min vom Uberstand getrennt und dreimal mit eiskaltem

PBS gewaschen. Die Elution der GST-Fusionspeptide erfolgte durch je 20-mintige
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Inkubation mit 1 ml reduziertem Glutathion (10 mM) in drei Elutions-Schritten. Der
Verlauf der Aufreinigung wurde durch SDS-PAGE und Coomassie Blue Farbung
dokumentiert und die aufgereinigten GST-Fusionspeptide mittels GST-Antikorper im

Westernblot nachgewiesen.

2.2.18 Prazipitation mit GST-Fusionspeptiden

Proteinlésungen von transduzierten PO- oder PMP22-HelLa-Zellpopulationen wurden
mit 100 pl Glutathion-Sepharose fur 1 h praadsobiert. Um unspezifisch an die
Sepharose gebundenes Proteinmaterial abzutrennen, wurde 5 min mit 10.000 x g
zentrifugiert, die Uberstdnde abgenommen und die Sepharose verworfen.
Gleichzeitig wurden frisch praparierte Bakterien-Zelllysate der GST-Fusionspeptide
(GST-POex, GST-PMPex1, GST-PMPex2 und GST-PLAex) 1 h mit 200 ul
Glutathion-Sepharose inkubiert, dreimal mit eiskaltem Lysispuffer (Pierce, Rockford,
IL, USA) gewaschen und anschlieRend mit den praadsorbierten HelLa-Zelllysaten
uber Nacht bei 4 °C schuttelnd inkubiert. Die gebundenen Proteine wurden durch
einminitige Zentrifugation bei 1.500 x g pelletiert, die Uberstande verworfen und
funfmal flr 10 min mit 500 pl eiskaltem Lysispuffer gewaschen.

Zur Auswertung wurden die Pellets in 40 pl 2 x SDS-Probenpuffer aufgenommen und
fur 10 min bei 100 °C denaturiert. Nach Zentrifugation in einer Picofuge (6.400 U/min,
Stratagene) wurden die Uberstéande auf 10 %- oder 15 %-SDS-Gele aufgetragen und

im Westernblot analysiert.

2219 Biotinylierung von Zelloberflachenproteinen

Konfluente, stabil transduzierte PO-, PMP22- und Plasmolipin-HelLa-Zellkulturen
wurden dreimal mit eiskaltem PBS (pH 8,0 oder 7,0) gewaschen und anschliel3end
mit einer Losung aus Sulfo-Succinimidyl-6-(biotinamido)-hexanoat oder aktiviertem
{(+)-Biotinyl-3-maleimidopropionamidyl-3,6-dioxaoctanediamin} in PBS (Endkonzen-
tration 0,5 mg/ml) fur 30 min bei Raumtemperatur inkubiert. Zur Abtrennung von
uberschussigem Biotinylierungsreagenz wurden die Zellen initial mit 50 mM Tris (pH

8,0) und zweimal mit eiskaltem PBS gewaschen. Die Zellen wurden in 1,5 ml
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Lysispuffer (Pierce) mit Proteaseinhibitormix fiir 30min bei 4 °C auf einem Uber-Kopf-
Schuttler lysiert und anschlielend mit 10.000 x g zentrifugiert. Der resultierende
Uberstand mit den solubilisierten und biotinylierten Oberflachenproteinen wurde mit
50 pl Neutravidin gekoppelter Sepharose fur 1 h bei 4 °C inkubiert. Die gebundenen
biotinylierten Proteine wurden durch einmindtige Zentrifugation bei 10.000 x g
pelletiert, die Uberstande verworfen und die Pellets dreimal mit 500 pl eiskaltem
Lysispuffer gewaschen. Zur Auswertung wurden die Pellets in 40 pl 2 x SDS-
Probenpuffer resuspendiert und fur 10 min bei 100 °C denaturiert. Nach
Zentrifugation in einer Picofuge (6.400 U/min) wurden die Ubersténde auf 15 %-SDS-
Gelen aufgetragen und im Westernblot analysiert. Als Kontrollen wurden nicht-

biotinylierte Proteine der Zellen mitgefuhrt.

2.3 Zellkultur-Methoden

2.3.1 Zellkultur von HeLa-Zellen

HelLa-Zellen wurden von der European Collection Of Cell Cultures (ECACC, GB)
bezogen und auf unbeschichteten Kultur-Flaschen in Medium, bestehend aus DMEM
+10 % FCS, 2 mM L-Glutamin, 1 % Penicillin und Streptomycin (10° U/ml), gehalten.

2.3.2 Transiente Transfektion von HelLa-Zellen

Die cDNAs der kodierenden Regionen von PMP22, PO und Plasmolipin aus der
Ratte wurden jeweils in den pIRES2-EGFP-Vektor (BD Bioscience/Clontech) kloniert.
Zur Transfektion der pIRES-Konstrukte wurden 24 h vor der Transfektion 3 Millionen
HelLa-Zellen auf Kultur-Platten (Durchmesser: 17 cm) ausplattiert. Je 15 ug DNA der
pIRES-Konstrukte wurden mit 200 yl HEPES-DMEM verdunnt und in einem weiteren
Reaktionsgefa® mit 54 pl Fugene (Roche) in 1,8 ml HEPES-DMEM vorsichtig
gemischt, 10 min inkubiert, vereinigt und weitere 10 min inkubiert, bevor die
Suspension zu den Zellen hinzugegeben wurde. Die Zellen wurden 48 h nach der

Transfektion zur Extraktion mit Detergenz (s. 2.3.2) verwendet.
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2.3.3 Retrovirale Transduktion von HeLa-Zellen

Die retroviral stabil transduzierten HeLa-Zellpopulationn wurden von Dr. Frank Bosse
(AG Molekulare Neurobiologie, Neurologie, Heinrich-Heine-Universitat) in
Kooperation mit Dr. Helmut Hanenberg (Padiatrische Hamatologie/Onkologie, H.-H.-
Universitat) generiert.

Hierzu wurden die kodierenden cDNAs von PMP22, PO und Plasmolipin in den
retroviralen Vektor S11IEG3 kloniert. Zur Produktion von Virusuberstdnden, mit
denen die Hela-Zellen infiziert wurden (GALV-Uberstdnde), wurden 10 cm
Kulturplatten mit subkonfluenten ecotrophen Phonix-Verpackungszellen (Schulze et
al., 2002) mit 15 pg der Vektor-DNA und 45 pl Fugene (Roche) transfiziert. Nach 16
h wurde das Medium gewechselt. Zwei Tage nach erfolgter Transfektion wurde das
virushaltige Medium abgenommen und durch einen 0,45 pm Filter filtriert, um
zellfreie Virusiiberstdnde zu praparieren. Mit diesen Uberstanden wurden PG13-
Verpackungszellen (Miller et al., 1991) an drei aufeinanderfolgenden Tagen mit je 1,5
ml Virusuberstand und 7,5 pg Protaminsulfat/ml Medium (Hanenberg et al., 1997)
infiziert, um stabile GALV-pseudotyp. Viren zu erhalten. Die GALV-Uberstande von
konfluenten transduzierten PG13-Verpackungzellen wurden alle 24 h fir insgesamt 4
Tage gesammelt und durch Filtration aufgereinigt. Die retrovirale Transduktion von
subkonfluenten HelLa-Zellen (40-60 %) erfolgte zweimal nach je 24 h durch Zugabe
von infektiéssem PG13-Uberstund und 7,5 pg Protaminsulfat/ml Medium. Am
nachsten Tag wurden die HelLa-Zellen umplattiert und in Gegenwart von 0,8 mg
Geneticin (Neomycin, Sigma) pro ml Medium flr mindestens 10 Tage kultiviert, um

nicht infizierte Zellen zu eliminieren und stabile Zellpopulationen zu erhalten.

2.4 Bestimmung der Zell-Adhasion

Zur Bestimmung der Zell-Zell-Adhasion wurden je 15 Vertiefungen einer sterilen
Mikrotiterplatte (mit 96 Vertiefungen) mit 5000 Zellen der transduzierten PMP22-, PO-
oder Plasmolipin-Zellpopulationen verdunnt in 200 ul Medium versehen. Zur
Kontrolle wurden in 15 Vertiefungen nicht-transduzierte HelLa-Zellen ausgesat und

die Platten Uber Nacht bei 37 °C im Brutschrank gelagert. Am nachsten Tag wurden
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die Mono-Zellrasen dreimal mit PBS gewaschen und anschlieRend wurden weitere
5000 Zellen jeder Zellpopulation verdiunnt in 100 yl Medium + 20 mM EDTA zu den
Zellrasen gegeben und fur 2 h im Brutschrank inkubiert. Jeweils drei Vertiefungen
pro Zellpopulation wurden als Kontrolle nur mit Medium beflllt. Um nicht
adharierende Zellen abzuldsen, wurden die Platten 10 min bei 200 Upm geschuttelt
und nach dreimaligem Waschen mit PBS das Medium durch 100 pl frisches ersetzt.
Zur Bestimmung der Anzahl der adhéarierten Zellen wurde der CellTiter 96 Aqueous
Proliferation Assay (Promega, Bochum) verwendet. Hierzu wurden PMS-
Stammldsung (Phenazinmethosulfat, Elektronenkoppler, 920 ug/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 Verhaltnis 1:20 vermischt und je 20
Ml Aliquots wurden in das Medium gegeben. Das membrangangige MTS wird durch
Dehydrogenasen lebender, metabolisch aktiver Zellen zu einem l6slichen Formzan-
Produkt reduziert und ins Medium abgegeben. Die Menge an Formazansalz ist direkt
proportional zur Anzahl lebender Zellen und kann bei einer Absorption von 490 nm in
einem Plattenlesegerat gemessen werden. Die Auswertung der Mikrotiterplatten
erfolgte nach dreistindiger Inkubation der Zellen mit MTS. Um nur adharierende
Zellen zu bestimmen wurde die Aktivitdt der vorgelegten Mono-Zellrasen jeder
Zellpopulation in jedem Experiment mitgemessen und als Hintergrund abgezogen.
Es wurde somit zusatzlich Uberprift, ob die vorgelegten Mono-Zellrasen jeder
Zellpopulation die gleiche Proliferation zeigen, was Voraussetzung ist, um reine
Adhasionseffekte der Zellen an diesen Zellrasen zu bestimmen. Des weiteren wurde
durch Vermessen von unterschiedlichen Zellverdunnungen Uberprift, ob dieser Test
als Adhasionstest verwendet werden kann und ob die Umsetzung von MTS in das
|6sliche Formazansalz proportional zur Anzahl der adharierten Zellen ist und somit
auch Aussagen Uber die Linearitat und die Sensitivitat des verwendeten MTS-Tests
liefert.

2.5 Bestimmung der Zell-Adhasion an GST-Fusionspeptide

Zur Bestimmung der Zell-Adhasion an den aufgereinigten GST-Fusionspeptiden der

extrazellularen Domanen von PO, PMP22 und Plasmolipin, wurden mit GST-
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Antikérper gekoppelte sterile Mikrotiterplatten (Amersham Pharmacia Biotech,
Buckinghamsire, UK) verwendet. Je 15 Vertiefungen der Mikrotiterplatten wurden mit
jeweils 500 ng des GST-Fusionspeptides in 200 ul PBS versehen und Uber Nacht bei
4 °C inkubiert. Zur Kontrolle wurden zusatzlich 15 Vertiefungen mit 500 ng
rekombinanten GST (rGST) versehen. Am nachsten Tag wurden die Platten dreimal
mit PBS gewaschen und anschlieliend wurde von jedem transduzierten Zellpool
(PMP22, PO und Plasmolipin) je 15.000 Zellen auf drei Vertiefungen pro
Fusionspeptid ausplattiert und fir 2 h inkubiert. Zur Kontrolle wurden zusatzlich nicht-
transduzierte Hela-Zellen in der gleichen Zelldichte auf jedes Fusionspeptid
gegeben. Nach zweistindiger Inkubation wurden die Platten dreimal vorsichtig mit
PBS gewaschen, um nicht adharierte Zellen zu entfernen. Die Auswertung der
Adhasion erfolgte wie unter 2.5 beschrieben.

Die Versuchsdurchfiuihrung zur Untersuchung der Adhasion von stabil transduzierten
PMP22- und PO-Zellen an nicht-mutierten und mutierten GST-Fusionspeptiden der

extrazellularen Doméane von PO erfolgte auf identische Weise.
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3 Ergebnisse
3.1 Die peripheren Myelinproteine PMP22, PO und

Plasmolipin sind lokalisiert in Lipid Rafts

Die Beobachtung, dass sich apikale und basolaterale Membrankompartimente
charakteristisch in ihrer Lipid- und Protein-Zusammensetzung unterscheiden, fuhrte
zur sogenannten Lipid Rafts Hypothese. Diese besagt, dass bestimmte Proteine der
apikalen Membran im Trans-Golgi-Netzwerk in Cholesterin- und Glykosphingolipid-
angereicherte Mikrodomanen (Lipid Rafts) verpackt werden, bevor sie zur apikalen
Plasmamembran transportiert werden (Simons und van Meer 1988; Simons und
Ikonen 1997; Rothberg et al., 1990). Ein charakteristisches Merkmal des
Nervensystems von Vertebraten ist die Ummantelung von Axonen durch Myelin. Das
Myelin des PNS wird von Schwannzellen gebildet, die fur diesen Vorgang ihre
Plasmamembran in biochemisch unterschiedliche, aber diskrete Regionen
polarisieren. Da die Myelinmembran sehr reichhaltig an Cholesterin und
Sphingolipiden, z.B. Galaktoceramide und Sulfatide, ist und die Bildung bzw. der
Erhalt des Myelins eine spezielle Sortierung und einen speziellen Transport von
Myelinkomponenten erfordert, sollte Uberpruft werden, ob die peripheren
Myelinproteine PMP22, PO, Plasmolipin und MBP mit Lipid Rafts assoziiert sind. Die
Resistenz von Lipid Rafts gegenliber Solubilisierung mit nicht-ionischen
Detergenzien wie Triton-X-100 bei niedrigen Temperaturen erlaubt es, diese durch
Zentrifugation in einem Saccharosegradienten bei niedriger Dichte anzureichern,

aufzureinigen und assoziierte Proteine zu identifizieren.

3.1.1 Detergenzioslichkeit bei 4 °C

Um eine Assoziation der peripheren Myelinproteine PMP22, PO, Plasmolipin und
MBP mit Lipid Rafts zu untersuchen, wurde aufgereinigtes Myelin aus den
Ischiasnerven adulter Ratten mit Triton-X-100 (TX-100) bei 4 °C extrahiert. Das
extrahierte Material wurde durch Zentrifugation in einem Saccharosegradienten in

nicht-l0sliche (niedrige Dichte) und I6sliche (hohe Dichte) Fraktionen getrennt. Die
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Fraktionen wurden mittels SDS-PAGE und Westernblot analysiert. Hierbei zeigte sich
das die zwei Isoformen von MBP (18,5 und 21,5 kD) nur in den I8slichen Fraktionen
10-12 lokalisiert sind. Wahrend Plasmolipin ausschliel3lich in den nicht-I6slichen
Fraktionen 5-7 detektiert wurde, ergab sich bei den Westernblot-Analysen flur die
beiden Proteine PMP22 und PO der Befund, dass diese nicht exklusiv der I6slichen
oder nicht-Iéslichen Fraktion zuzuordnen waren. Nahezu der grof3te Anteil an PMP22
wurde in den Triton-X-100 unléslichen Fraktionen 5-7 gefunden. Allerdings wurde ein
geringer Anteil des Proteins zusatzlich in allen anderen Fraktionen detektiert. Im
Gegensatz dazu wurde von PO ungefahr die Halfte des Proteins in den Fraktionen
niedriger Dichte 5-7 detektiert, wahrend die andere Halfte des Proteins in den

Fraktionen hoherer Dichte 10-12 lokalisiert war.

5% Interphase  30% 40%

Fraktonen 1 2 3 4 5 6 7 8 910 11 12

MEBP —21,5kD
—18,5 kD
PLA
20 kD
PMP

Abbildung 4: Westernblot-Analyse der Triton-X-100 (TX-100) extrahierten Proteine aus
Myelin von Ischiasnerven der Ratte. Aufgereinigtes Myelin wurde nach Extraktion mit TX-100
bei 4 °C in Saccharosestufengradienten flotiert. 1 ml Fraktionen wurden von oben (5%
Saccharose, Fraktionen 1-4) nach unten (40% Saccharose, Fraktionen 11-12) entnommen.
Lipid Rafts wurden an der 5-30%igen Interphase gefunden (Fraktionen 5-7). Proteine wurden
mit den angegebenen Antikdrpern detektiert (s. 2.3.7). MBP: Myelin-basische Proteine; PLA:
Plasmolipin; PMP: Peripheres Myelin Protein 22 und PO: Protein Zero. Die Markierungen
rechts geben die Mobilitat der Proteine in Kilo Dalton (kD) wieder.
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3.1.2 Detergenzloslichkeit bei 37 °C

Ein etabliertes Kriterium zur Untersuchung von Protein-Assoziationen mit Lipid Rafts
ist die Extraktion mit Triton-X-100 bei 37 °C. Eine Extraktion bei 37 °C fuhrt zur
Dissoziation der Lipid Rafts und somit zur Solubilisierung von Rafts-assoziierten
Proteinen (Brown und Rose, 1992). Die Analyse von entsprechend behandeltem
Myelin zeigte, dass wie erwartet die MBP-Isoformen in den Fraktionen hoher Dichte
lokalisiert blieben. Dagegen fuhrte die Extraktion bei 37 °C im Falle von Plasmolipin
zu einer kompletten Verschiebung der Proteinlokalisierung von den Fraktionen
niedriger Dichte (5-7) zu denen von hoherer Dichte (11-12). Eine ahnliche
Verschiebung zu Fraktionen mit hoher Dichte (10-12) konnte auch flir die beiden
Proteine PMP22 und PO gezeigt werden. Allerdings lieRen sich diese Proteine mit
einem geringen Anteil weiterhin in den nicht-I6slichen Fraktionen 5 und 6

nachweisen.

5% Interphase  30% 40%

Fraktionen 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

—21,5kD
— 18,5 kD

MBP

PLA , . :

PO v
-

20 kD

22 kD

Abbildung 5: Westernblot-Analyse der Triton-X-100 (TX-100) extrahierten Proteine aus
Myelin von Ischiasnerven der Ratte. Aufgereinigtes Myelin wurde nach Extraktion mit TX-100
bei 37 °C in Saccharosestufengradienten flotiert. 1 ml Fraktionen wurden von oben (5%
Saccharose, Fraktionen 1-4) nach unten (40% Saccharose, Fraktionen 11-12) entnommen.
Lipid Rafts wurden an der 5-30%igen Interphase gefunden (Fraktionen 5-7). Proteine wurden
mit den angegebenen Antikérpern detektiert (s. 2.3.7). MBP: Myelin-basische Proteine; PLA:
Plasmolipin; PMP: Peripheres Myelin Protein 22 und PO: Protein Zero. Die Markierungen
rechts geben die Mobilitét der Proteine in Kilo Dalton (kD) wieder.
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3.1.3 Entzug von Cholesterin

Es wird postuliert, dass Cholesterin eine strukturell entscheidende, aber auch eine
sehr stark angereicherte Komponente von Lipid Rafts ist (Brown und Rose, 1992;
Simons und Ikonen, 1997). Methyl-R-Cyclodextrin (3-CD) ist ein Einschluss-Molekiil
fur Lipide, welches bevorzugt Cholesterin aus biologischen Membranen entzieht
(Klein et al., 1995; Yancey et al., 1996). Um den Einfluss des Cholesterin-Entzugs
auf die Assoziation von Proteinen mit Lipid Rafts zu untersuchen, wurde peripheres
Myelin mit R-CD vorbehandelt und anschlieBend der Extraktion mit TX-100
unterzogen. Nachfolgende Westernblot-Analysen zeigen, dass auch hierbei die zwei
MBP-Isoformen in den I6slichen Fraktionen bleiben. Aber auch der gesamte Protein-
Gehalt an Plasmolipin, PMP22 und PO wurde nach Behandlung mit R-CD in den
|6slichen Fraktionen 10-12 detektiert.

5% Interphase 30% 40%

Fraktonen 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

Abbildung 6: Westernblot-Analyse der Triton-X-100 (TX-100) extrahierten Proteine aus
Myelin von Ischiasnerven der Ratte. Aufgereinigtes Myelin wurde mit 3-Methyl-Cyclodextrin
(R-CD) vorbehandelt, anschliefiend mit TX-100 bei 4 °C extrahiert und in Saccharosestufen-
gradienten flotiert. 1 ml Fraktionen wurden von oben (5% Saccharose, Fraktionen 1-4) nach
unten (40% Saccharose, Fraktionen 11-12) entnommen. Lipid Rafts wurden an der 5-
30%igen Interphase gefunden (Fraktionen 5-7). Proteine wurden mit den angegebenen
Antikdrpern detektiert (s. 2.3.7). MBP: Myelin-basische Proteine; PLA: Plasmolipin; PMP:
Peripheres Myelin Protein 22 und PO: Protein Zero. Die Markierungen rechts geben die
Mobilitat der Proteine in Kilo Dalton (kD) wieder.



Ergebnisse

3.1.4 Detergenzioslichkeit und Entzug von Cholesterin in transient
transfizierten HelLa-Zellen

Um festzustellen, ob die beobachtete Assoziation von Plasmolipin, PMP22 und PO
mit Lipid Rafts ein charakteristisches Merkmal von myelinisierenden Schwannzellen
ist, wurde die Verteilung dieser Proteine in Transient Transfizierten HelLa-Zellen
untersucht. Hierzu wurden die cDNAs von PMP22, PO und Plasmolipin aus Ratte in
den plIRES2-EGFP-Expressionsvektor kloniert und in HelLa-Zellen transfiziert. Die
Transfizierten Zellen wurden mit Triton-X-100 bei 4 °C und 37 °C extrahiert und das
Material durch Saccharose-Gradienten-Zentrifugation in nicht-16sliche und 16sliche
Fraktionen getrennt. Die Analyse der Proteine erfolgte Uber SDS-PAGE und
Westernblot mit spezifischen Antikérpern.

5% Interphase 30% 40%
Fraktionen 1 2 3 45 678910 11 12
kP | * |

PLA

PMP

PO

Abbildung 7: Westernblot-Analyse der Triton-X-100 (TX-100) extrahierten Proteine aus
transient Transfizierten Hela-Zellen. Zellen wurden mit Plasmolipin, PMP22 und PO
transfiziert und nach 48 h mit TX-100 bei 4 °C extrahiert. Zellextrakte wurden in
Saccharosestufengradienten flotiert. Ein Milliliter Fraktionen wurden von oben (5%
Saccharose, Fraktionen 1-2) nach unten (40% Saccharose, Fraktionen 11-12) enthommen.
Lipid Rafts wurden an der 5-30%igen Interphase gefunden (Fraktionen 2-5). Proteine wurden
mit den angegebenen Antikérpern detektiert (s. 2.3.7). EGFP: Enhanced Green
Fluorescence Protein, EGFP wurde aus den Fraktionen von PMP22 transfizierten Zellen
nachgewiesen; PLA: Plasmolipin; PMP: Peripheres Myelin Protein 22 und PO: Protein Zero.
Die Markierungen rechts geben die Mobilitat der Proteine in Kilo Dalton (kD) wieder.
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Nach der Behandlung mit TX-100 bei 4 °C konnte Plasmolipin, PO und nahezu alles
PMP22-Protein in den nicht-I6slichen Fraktionen 3-5 detektiert werden, wahrend das
koexprimierte Kontroll-Protein EGFP (Enhanced Green Fluorescence Protein) nur in
den léslichen Fraktionen 11 und 12 gefunden wurde.

Extraktion bei 37 °C fuhrte bei allen untersuchten Proteinen zu einer Verschiebung

von Fraktionen niedriger Dichte zu Fraktionen hoher Dichte (10-12).

5% Interphase 30% 40%

Fraktonen 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

EGFP . —29 kD

PLA - —20kD

PMP

PO

Abbildung 8: Westernblot-Analyse der Triton-X-100 (TX-100) extrahierten Proteine aus
transient transfizierten Hela-Zellen. Zellen wurden mit Plasmolipin, PMP22 und PO
transfiziert und nach 48 h mit TX-100 bei 37 °C extrahiert. Zellextrakte wurden in
Saccharosestufen-gradienten flotiert. 1 ml Fraktionen wurden von oben (5% Saccharose,
Fraktionen 1-2) nach unten (40% Saccharose, Fraktionen 11-12) entnommen. Lipid Rafts
wurden an der 5-30%igen Interphase gefunden (Fraktionen 2-5). Proteine wurden mit den
angegebenen Antikdrpern detektiert (s. 2.3.7). EGFP: Enhanced Green Fluorescence
Protein, EGFP wurde aus den Fraktionen von PMP22 transfizierten Zellen nachgewiesen;
PLA: Plasmolipin; PMP: Peripheres Myelin Protein 22 und PO: Protein Zero. Die
Markierungen rechts geben die Mobilitat der Proteine in Kilo Dalton (kD) wieder.

Um zu testen, ob der Verlust der Rafts Assoziation von Plasmolipin, PMP22 und PO
nur bei einem Cholesterin-Entzug aus Myelin stattfindet, wurde die L&slichkeit der
Proteine aus transfizierten Zellen nach der Inkubation mit 3-CD analysiert. Wahrend

die untersuchten Proteine in unbehandelten Zellen grofRtenteils oder absolut
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unléslich waren, zeigte sich nach dem Cholesterin-Entzug, dass alle Proteine nur in
den |I6slichen Fraktionen detektiert werden konnten. Unter allen getesteten
Bedingungen wurde das koexprimierte Kontroll-Protein EGFP ausschlie3lich in den

|6slichen Fraktionen mit hoher Dichte gefunden.

5% Interphase 30% 40%

Fraktonen 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

EGFP —29kD
PLA —20kD
PMP —22kD
PO —30 kD

Abbildung 9: Westernblot-Analyse der Triton-X-100 (TX-100) extrahierten Proteine aus
transient transfizierten HelLa-Zellen. Zellen wurden mit Plasmolipin, PMP22 und PO
transfiziert und nach 48 h mit 3-Methyl-Cyclodextrin vorbehandelt und anschlieRend mit TX-
100 bei 4 °C extrahiert. Zellextrakte wurden in Saccharosestufengradienten flotiert. 1 ml
Fraktionen wurden von oben (5% Saccharose, Fraktionen 1-2) nach unten (40%
Saccharose, Fraktionen 11-12) entnommen. Lipid Rafts wurden an der 5-30%igen
Interphase gefunden (Fraktionen 2-5). Proteine wurden mit den angegebenen Antikérpern
detektiert (s. 2.3.7). EGFP: Enhanced Green Fluorescence Protein, EGFP wurde aus den
Fraktionen von PMP22 transfizierten Zellen nachgewiesen; PLA: Plasmolipin; PMP:
Peripheres Myelin Protein 22 und PO: Protein Zero. Die Markierungen rechts geben die
Mobilitat der Proteine in Kilo Dalton (kD) wieder.

3.2 PMP22 und PO bilden Komplexe in Lipid Rafts

Um zu Uberpriifen, ob PMP22 und PO auch in Lipid Rafts miteinander interagieren,
wurden Immunprazipitationsprotokolle etabliert. Bei den Protokollen wurde darauf

geachtet, das Antigen moglichst nativ zu belassen, da eine Denaturierung des
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Antigens der experimentellen Fragestellung nach Interaktion dieser Proteine
entgegenstehen wirde. Um die Existenz solcher Interaktionen in Lipid Rafts zu
Uberpriufen, wurden die mit den aPMP22- oder aPO-Serum prazipitierten Proteine im
Westernblot getestet. Abbildung 10 bestatigt, dass mit aPMP22 PO koprazipitiert
(Abb. 10B) und in dem reversen Experiment aP0O auch PMP22 koprazipitiert
(Abb.10A). Diese Beobachtung gilt zum grofdtenteils fir Immunprazipitationen aus
der Lipid-Rafts-haltigen Fraktion 6. Eine Koprazipitation von PMP22 mit o PO ist auch
in Fraktion 12 zu erkennen. Es wurden keine Signale in den Koprazipitationen mit

den Praimmunseren dieser Antikdrper gefunden.

A) Fr.12 Fr.6 Pra

IP: aPO

B)

IP: aPMP22

Abbildung 10: Immunprazipitationen von PMP22 und PO

Myelin aus Ischiasnerven adulter Ratten wurde wie unter 2.3.1 beschrieben prapariert und in
Saccharosegradienten flotiert um I6sliche und nicht-16sliche Fraktionen zu erhalten. Proteine
aus Fraktion 12 (Fr.12, l6sliche Proteine) und Fraktion 6 (Fr.6, nicht-l6sliche Proteine)
wurden mit den Antiseren inkubiert. Die Antigen/Antikérper-Komplexe wurden durch Protein-
A-Sepharose prazipitiert. Die Abbildung zeigt in A) die Westernblot-Analyse mit aPMP22
nach Immunprazipitation (IP) mit PO und in B) die Analyse mit PO nach Prazipitation mit
aPMP22. Zur Kontrolle wurden Proteine aus Fraktion 6 auch mit den Praimmunseren (Pra)
von PMP22 und PO prazipitiert.

35



Ergebnisse

3.3 Produktion von stabil transduzierten HeLa-Zellen

Um die Interaktion zwischen PMP22 und PO naher zu definieren wurden HelLa-Zellen
mit retroviralen Konstrukten der kodierenden cDNAs von PMP22, PO und Plasmolipin
stabil infiziert. Die Expression der Konstrukte und die Stabilitat der Expression wurde
in regelmafigen Zeitabstanden durch RT-PCR (Daten wurden von Dr. Frank Bosse
generiert) mit Konstrukt-spezifischen Primern bestatigt. Um sicher zu gehen, dass
jedes Protein exprimiert und in die Zell-Plasmamembran inseriert wird, wurden
intakte Zellen jeder Zellpopulation mit nicht-membrangangigen
Biotinylierungsreagenz markiert und mit Neutravidin gekoppelter Sepharose
prazipitiert. Das prazipitierte Material wurde Uber SDS-PAGE fraktioniert, auf
Nitrocellulose-Membranen transferiert und in Westernblots mit den spezifischen
Antikérpern gegen PMP22, PO und Plasmolipin Uberpruft. Zur Kontrolle wurden von
jeder transduzierten Zellgruppe (PO, PMP22 und Plasmolipin) nicht-markierte Zellen
mitgefuhrt. Abbildung 11 zeigt, dass alle drei Proteine exprimiert und in die

Zelloberflache der Zellen inseriert werden.

A)PO B)PMP22 C)Plasmolipin

+ - + - + -

Abbildung 11: Westernblot-Analyse der biotinylierten Zelloberflachenproteine aus stabil
transduzierten HelLa-Zellpopulationen. Zellen wurden mit cDNAs von PO, PMP22 und
Plasmolipin retroviral transduziert und mit Geneticin selektioniert. Die
Zelloberflachenproteine jeder Zellpopulation wurden mit einem Biotinylierungsreagenz
markiert und mit Neutravidin-Sepharose prazipitiert. Prazipitate wurden mittels SDS-PAGE
fraktioniert, auf Nitrocellulose-membranen transferiert und mit Antikérpern gegen PO, PMP22
und Plasmolipin getestet. (A) PO, (B) PMP22 und (C) Plasmolipin sind in der
Zellplasmamembran lokalisiert und werden von den stabil transduzierten Hela-Zellen
exprimiert (+ mit Biotin markiert). Es konnten keine Signale in den Prazipitaten von nicht-
biotinylierten Kontrollzellen, die diese Proteine exprimieren, detektiert werden (- keine
Biotinmarkierung).
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3.4 Zell-Adhasionstest

Im Verlauf dieser Promotion sollte ein funktioneller Test entwickelt werden, der es
ermdglicht, die Interaktion zwischen PMP22 und PO aufzuklaren. Zu diesem Zweck
wurde ein Proliferationstest (im Folgenden als MTS-Test bezeichnet) zur Messung
der Adhasion von Zellen verwendet. Zum Nachweis der Linearitat und Sensitivitat
des verwendeten MTS-Tests wurden verschiedene Verdlinnungen von stabil
transduzierten Hela-Zellen angefertigt und auf Mikrotiterplatten ausplattiert. Die
Zellen wurden nach drei Stunden Adhasion mit PBS gewaschen und mit 100 pl
frischem Medium und dem MTS-Reagenz inkubiert. Nach dreistlindiger Farbreaktion
wurde die optische Dichte (OD) bei 490 nm gemessen. Abbildung 12 zeigt die
gemessene OD4go in Abhangigkeit zur Zellzahl aufgetragen. Der verwendete MTS-
Test ist in weiten Bereichen linear und die ODggg ist proportional zur Zellzahl, und
kann somit zur geplanten Messung der Adhasion verwendet werden. Allerdings liegt
der Startpunkt der OD4gp hier nicht bei 0, sondern bei 0,25 dem Absorptionswert des
zellfreien Mediums (Abb.12). Des Weiteren ermodglicht dieser Test bzw. die
Messdaten einen Unterschied von 500 Zellen, in den Bereichen hdherer Zelldichten
festzustellen. Dies wirde der Zelladhasion auf einen bereits vorgelegten Zellrasen
entsprechen. In den Bereichen niedriger Zelldichte kann dieser Test bereits einen
Unterschied von 100 Zellen detektieren. Dies wurde der Zell-Adhasion auf einem
Substrat, wie z.B. GST-Fusionspeptiden, entsprechen. Zur Bestimmung der Zell-Zell-
Adhasion wurden 5.000 Zellen eingesetzt, die auf einen Zellrasen von 10.000 Zellen
(initial wurden 5.000 Zellen ausgesat, die sich Uber Nacht verdoppelten, siehe
nachster Abschnitt) adharieren sollten. Zur Bestimmung der Zelladhasion auf GST-
Fusionspeptide wurden 15.000 Zellen eingesetzt. Bei standardmafig eingesetzten
15.000 Zellen entspricht der detektierbare Unterschied von 500 Zellen mindestens
3,3% der Gesamtzellzahl. Somit kdnnen mit diesem MTS-Test auch schon sehr

geringe Adhasionsvorgange detektiert werden.
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A) Adhasion von HeLa-Zellen
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Abbildung 12: Adhasion von HelLa-Zellen in verschiedenen Zelldichten

HelLa-Zellen wurden in verschiedenen Verdinnungen von 0-20.000 Zellen auf
Mikrotiterplatten gegeben und fur drei Stunden im Brutschrank inkubiert. Die adharierten
Zellen wurden gewaschen und die Proliferation der adharierten Zellen mittels MTS-Test
photometrisch bestimmt. Die gemessene optische Dichte (OD) bei 490 nm ist proportional
zur Zellzahl aufgetragen. A) zeigt die Regressionsgerade des insgesamt vermessenen
Bereichs von 0-20000 Zellen. B) zeigt die Regressionsgerade aus dem Bereich niedriger
Zelldichte von 0-1000 Zellen. Jede Zellverdinnung wurde dreifach gemessen. Punkte
reprasentieren die Ergebnisse + Standardabweichung von zwei verschiedenen
Experimenten.
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Als nachster Schritt wurde Uberpruft, ob die vorgelegten einschichtigen Zellrasen der
verschiedenen Transduktionen, die gleiche Proliferation zeigen. Hierzu wurden 5000
Zellen jeder Zellgruppe uber Nacht ausplattiert und bei 37 °C im Brutschrank
inkubiert. Diese wurden am darauffolgenden Tag mit PBS gewaschen und die
Proliferationsrate wurde mittels MTS-Test ermittelt. Wie Abbildung 13 zeigt, ist die
Proliferationsrate der getesteten PO-, PMP22-, Plasmolipin- und Wildtyp-Zellen
nahezu identisch. Es konnte somit davon ausgegangen werden, dass die uber den
MTS-Test ermittelte Adhasion an einen vorgegebenen Zellrasen nur auf die
unterschiedliche Anzahl von adhéarierten Zellen zurtickzufuhren ist und nicht auf eine
unterschiedliche Proliferation der verwendeten Zellrasen. Aufgrund der
vorbereitenden Messung der Proliferationsrate der unterschiedlichen Zellen ergab
sich die oben genannte Beobachtung, dass sich die ausgesaten 5000 Zellen Uber

Nacht verdoppelten (Daten nicht gezeigt).
Proliferation der Mono-Zellrasen

150% -

0,
102,3% 99,4% 102,1% 100,0%

100% -

Proliferation

50% -

0% -

PO PMP Plapi Wt

Zellinfektionen

Abbildung 13: Proliferation der vier Zellpopulationen nach Infektion

HelLa-Zellen wurden mit den cDNAs von PO, PMP22 und Plasmolipin retroviral transduziert
und mit Geneticin selektioniert, um Hela-Zellen zu erhalten. 5000 Zellen jeder Infektion
wurden ausplattiert und Gber Nacht im Brutschrank bei 37 °C gelagert. Die Proliferation
dieser HelLa-Zellen (I transduziert mit PO (P0), PMP22 (PMP), Plasmolipin (Plapi) und nicht-
transduzierten Zellen (Wt)) wurde photometrisch mittels MTS-Test ermittelt. Die Proliferation
von nicht-transduzierten HelLa-Zellen (Wt) wurde als 100 % definiert, um die Proliferation der
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anderen Zellen zu kalkulieren. Jeder Zelltyp wurde dreifach gemessen. Balken
reprasentieren die Ergebnisse + Standardabweichung von vier verschiedenen Experimenten

Die Proliferation jeder Zellgruppe wurde in jedem Experiment parallel mitdetektiert

und als Hintergrund abgezogen, um nur die Adhasion der Zellen zu bestimmen.

3.5 PMP22 und PO bilden adhasive trans-homophile und

trans—heterophile Zell-Zell-Interaktionen

Der MTS-Test wurde dazu verwendet zu testen, ob die stabil transduzierten Zellen
die Fahigkeit besitzen heterophile oder homophile Interaktionen zu bilden. Hierzu
wurde die Adhasion von P0O-, PMP-, Plasmolipin- oder Wildtyp-HeLa-Zellen auf einen
vorgelegten Zellrasen bestehend aus Hela-Zellen die entweder PO, PMP22,
Plasmolipin oder keines dieser Proteine exprimierten gemessen. Nicht adharierte
Zellen wurden durch Waschen entfernt. Gebundene Zellen wurden 3 h mit dem MTS-
Reagenz inkubiert und das von den Zellen umgesetzte 16sliche Formazansalz wurde
als Mal} der adharierten Zellen quantifiziert.

Die Adhasion von PO exprimierenden Zellen auf einen Zellrasen aus P0-Zellen zeigte
im Vergleich mit der Adhasion auf einen Zellrasen aus nicht-transduzierten Zellen
einen Anstieg der Adhasion von 57 % (p<0,0001, Abb. 14). Interessanterweise
konnte ebenfalls eine um 32 % erhohte Bindung (p<0,001, Abb. 14) von PMP22
exprimierenden Zellen an einen PO-Zellrasen festgestellt werden. Im Gegensatz
dazu wurde kein signifikanter Effekt bei der Adhasion von Plasmolipin- oder nicht-

transduzierten-Zellen mit einem P0-Zellrasen (Abb. 14) beobachtet.
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Abbildung 14: Adhasion von transduzierten HelLa-Zellen auf HelLa pg

HelLa-Zellen wurden mit den cDNAs von PO, PMP22 und Plasmolipin retroviral transduziert
und mit Geneticin selektioniert, um unterschiedliche HelLa-Zellpopulationen zu erhalten. Die
Adhasion von HelLa-Zellen, transduziert mit PO (P0), PMP22 (PMP), Plasmolipin (PLA) und
nicht-transduzierten Zellen (Wt) auf einen Zellrasen aus PO Uberexprimierenden
(transduziert) Zellen (HelLa po), wurde photometrisch ermittelt (siehe Text). Die Adhasion von
nicht-transduzierten HelLa-Zellen (Wt) wurde als 100 % definiert, um die Adhésion der
anderen Zellen darauf zu normalisieren. Jeder Zelltyp wurde dreifach gemessen. Balken
reprasentieren die Ergebnisse + Standardabweichung von vier verschiedenen Experimenten
(***, p<0,0001; **, p<0,001; Signifikanzberechnung erfolgte mit Studentischem ¢ Test).

In den reversen Experimenten, in denen PO0-Zellen auf einen PMP22-Zellrasen
gegeben wurden, konnte eine ahnliche Erhdhung der Adhasionskapazitat von 43 %
(p<0,001, Abb. 15) detektiert werden. Im Gegensatz zur Adhasion von Plasmolipin
exprimierenden Zellen zu PMP22-Zellen, konnte bei PMP22-Zellen ebenfalls eine
signifikant erhdohte homophile Bindungskapazitat von 35 % (p<0,001, Abb. 15) an

den vorgelegten PMP22-Zellrasen gemessen werden.
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Abbildung 15: Adhésion von transduzierten HeLa-Zellen auf HelLa pup22

HelLa-Zellen wurden mit den cDNAs von PO, PMP22 und Plasmolipin retroviral transduziert
und mit Geneticin selektioniert, um unterschiedliche HelLa-Zellpopulationen zu erhalten. Die
Adhasion von HelLa-Zellen transduziert mit PO (P0), PMP22 (PMP), Plasmolipin (PLA) und
nicht-transduzierten Zellen (Wt) auf einen Zellrasen aus PMP22 transduzierten Zellen (HelLa
pmp22) Wurde photometrisch ermittelt (siehe Text). Die Adhasion von nicht-transduzierten
HelLa-Zellen (Wt) wurde als 100 % definiert, um die Adhasion der anderen Zellen zu
kalkulieren. Jeder Zelltyp wurde dreifach gemessen. Balken reprasentieren die Ergebnisse +
Standardabweichung von vier verschiedenen Experimenten (***, p<0,0001; **, p<0,001;
Signifikanzberechnung erfolgte mit Studentischem ¢ Test).

In keinem der durchgeflhrten Experimente konnte eine erhéhte Adhasion von PO-
oder PMP-Zellen an einen Plasmolipin-Zellrasen (Abb. 16) oder einen Zellrasen aus

nicht-transduzierten Wt-Zellen (Abb.17) detektiert werden.
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Abbildung 16: Adhé&sion von transduzierten HeLa-Zellen auf HelLa pia

HelLa-Zellen wurden mit den cDNAs von PO, PMP22 und Plasmolipin retroviral transduziert
und mit Geneticin selektioniert, um unterschiedliche HelLa-Zellpopulationen zu erhalten. Die
Adhasion von Hela-Zellen transduziert mit PO (P0), PMP22 (PMP), Plasmolipin (PLA) und
nicht-transduzierten Zellen (Wt) auf einen Zellrasen aus Plasmolipin transduzierten Zellen
(HeLa pa) wurde photometrisch ermittelt (siehe Text). Die Adhadsion von nicht-transduzierten
HelLa-Zellen (Wt) wurde als 100 % definiert, um die Adhasion der anderen Zellen zu
kalkulieren. Jeder Zelltyp wurde dreifach gemessen. Balken reprasentieren die Ergebnisse +
Standardabweichung von vier verschiedenen Experimenten.
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Abbildung 17: Adh&sion von transduzierten HeLa-Zellen auf HelLa w

HelLa-Zellen wurden mit den cDNAs von PO, PMP22 und Plasmolipin retroviral transduziert
und mit Geneticin selektioniert, um unterschiedliche HelLa-Zellpopulationen zu erhalten. Die
Adhasion von HelLa-Zellen transduziert mit PO (P0), PMP22 (PMP), Plasmolipin (PLA) und
nicht-transduzierten Zellen (Wt) auf einen Zellrasen aus nicht-transduzierten Zellen (HeLa )
wurde photometrisch ermittelt (siehe Text). Die Adhasion von nicht-transduzierten Hela-
Zellen (Wt) wurde als 100 % definiert, um die Adhasion der anderen Zellen zu kalkulieren.
Jeder Zelltyp wurde dreifach gemessen. Balken reprasentieren die Ergebnisse +
Standardabweichung von vier verschiedenen Experimenten.

Diese Ergebnisse zeigen, dass die beiden Proteine PMP22 und PO im Gegensatz zu
Plasmolipin sowohl homophile als auch heterophile adhasive Trans-Interaktionen
ausbilden. Zusatzlich konnte demonstriert werden, dass dieser neu etablierte Zell-
Adhasions-Test ein nultzliches Instrument ist um Protein-Interaktionen zwischen

verschiedenen Zellen zu untersuchen.

3.6 Klonierung, Expression und Aufreinigung von GST-

Fusionspeptiden
Im weiteren Verlauf dieser Promotionsarbeit sollten die gefundenen adhasiven
homophilen und heterophilen Trans-Interaktionen von PMP22 und PO strukturell
weiter aufgeklart werden. Der Zell-Zell-Adhasions-Test lieferte erste Hinweise Uber
die Art bzw. mogliche Domanen, die an diesen Interaktionen beteiligt sind. Da Trans-
Interaktionen gemessen wurden, lag die Vermutung nahe, dass die extrazellularen
Domanen dieser Proteine an dieser Bindung beteiligt sein kdnnten. Um diese
Vermutung zu bestatigen, wurden mit Hilfe spezifischer Primer (mit zusatzlichen
Nukleaseschnittstellen) DNA-Fragmente zur Klonierung in den pGEX-4T2-GST-
Fusionsvektor erzeugt. Die erzeugten DNA-Fragmente enthielten entweder die
kodierende Sequenz fur die extrazellulare Domane von PO (POex; 125-493 Bp),
jeweils eine der beiden extrazellularen Domanen von PMP22 (PMPex1, 301-399 Bp;
PMPex2, 565-609 Bp) oder die zweite extrazellulare Domane von Plasmolipin

(PLAex, 576-638 Bp). Die gezielt mutierten extrazellularen Domanen von PO wurden
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entsprechend hergestellt. Abbildung 18 zeigt beispielhaft ein Ethidiumbromid-
Agarosegelgel mit den erzeugten DNA-Fragmenten von PMPex1 (Bande 4), PMPex2
(Bande 5) und PLAex (Bande7).

12 3 45 67 8

Abbildung 18: PCR-Amplifikation der kodierenden Regionen von PMP22 und Plasmolipin.
Durch PCR wurden die kodierenden Regionen fir die extrazellularen Domanen von PMP22
und Plasmolipin amplifiziert. PMPex1 (erste extrazellulare Domane von PMP22, 4), PMPex2
(zweite extrazellulare Domane von PMP22, 5) und PLAex (zweite extrazellulare Doméane von
Plasmolipin, 7). Die Markierung links gibt die Mobilitat der Marker in Basenpaaren (Bp) an (1
und 8). Banden 2, 3 und 6 geben die Amplifikationen anderer Domanen wieder, die in dieser
Arbeit nicht weiter behandelt wurden.

Die durch PCR generierten cDNA-Fragmente der verschiedenen extrazellularen
Doménen wurden durch Klonierung in den pGEX-4T2-Expressionsvektor mit dem
Leserahmen von GST fusioniert, wodurch eine Erkennung und Reinigung der
exprimierten Fusionspeptide ermdglicht wird.

Zur Expression und Aufreinigung der rekombinanten Fusionspeptide wurden die
Vektorkonstrukte in den proteasedefizienten Bakterienstamm BL21 transformiert. Die
Expression der Proteine wurde mit 0,5 mM IPTG fir zwei Stunden entweder bei 37
°C oder fur die PO-Konstrukte bei 25 °C induziert. AnschlieBRend wurden die
Bakterien lysiert und mittels Affinitatschromatographie aufgereinigt. Der Verlauf der
Expression und die nachfolgenden Aufreinigungen wurden durch SDS-PAGE und

Coomassie-Blue-Farbungen dokumentiert. Abbildung 19 zeigt beispielhaft die
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Coomassie-Blue gefarbten SDS-Gele der aufgereinigten Fusionspeptide der
extrazelluldaren Domanen von PMP22 (GST-PMPex1, Abb.19A) und Plasmolipin
(GST-PLAex, ADbb.19B). Die Gele =zeigen, dass neben den gewiunschten
Fusionspeptiden auch Degradationsprodukte der Fusionspeptide aufgereinigt werden
(Abb.19).

A) 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

B)

<432

Abbildung 19: Coomassie-Blue-Gele (10% PAA) zur Darstellung der Expression und
Aufreinigung von GST-Fusionspeptiden am Beispiel von GST-PMPex1 und GST-PLAex. A)
GST-PMPex1 (erste extrazellulare PMP22-Doméane) fusioniert an GST. B) GST-PLAex
(zweite extrazellulare Domane von Plasmolipin) fusioniert an GST. Die zu erwartenden
Molekulargewichte der aufgereinigten Produkte von 31kD und 32KD sind durch eine
Pfeilspitze markiert. 1: Marker, 2: Vor Induktion mit IPTG, 3: Nach Induktion mit IPTG, 4:
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Uberstund nach Aufschluss der Bakterien, 5: Pellet nach Aufschluss der Bakterien, 6:
Saulen-Durchfluss, 7:1.Waschschritt und 8-10: Elutionsschritte 1-3. Die Markierungen links
demonstrieren die Mobilitdt der entsprechenden Molekulargewichtsmarker-Proteine in
KiloDalton

3.6.1 Unterschiedliche Bindungseigenschaften der extrazellularen

Domanen von PMP22

Zur ldentifizierung von Protein-Domanen, die an den trans-Interaktionen von PMP22
und PO beteiligt sein konnten, wurden GST-Fusionspeptide generiert, die die
extrazellularen Domanen von PO, PMP22 oder Plasmolipin, an GST fusioniert,
trugen. Die Fahigkeit dieser Fusionsproteine Adhasion zu bewirken, wurde in dem
modifizierten Zell-Adhasions-Test untersucht. Hierzu wurden die mit spezifischen
monoklonalen anti-GST-Antikorpern gekoppelten Vertiefungen von Mikrotiterplatten
mit jeweils 500 ng von GST-POex, GST-PMPex1, GST-PMPex2, GST-PLAex oder,
als zusatzliche Kontrolle, mit rekombinanten GST (rGST) inkubiert. Zu jedem dieser
Fusionsproteine wurden anschlieRend jeweils 5000 PO, PMP, Plasmolipin
uberexprimierende Zellen oder nicht-transduzierte Hela-Zellen (Wt) fur 2 h
hinzugegeben. Die Quantifizierung der adharenten Zellen erfolgte wie oben
beschrieben (s.3.3).

Neben der starken adhasiven homophilen Interaktion von PO-Zellen (PO) an die
aufgereinigte extrazellular Doméane von PO (POex, 45 %, p<0,001, Abb. 20), konnte
eine ebenfalls distinkte und hoch signifikante heterophile Bindung von PMP22-Zellen
(PMP) an die extrazellulare Domane von PO (POex, 59 %, p<0,0001, Abb.20)
detektiert werden. Die Adhasion von Plasmolipin-Zellen (PLA, Abb.20) oder der
nicht-transduzierten HeLa-Zellen (Wt, Abb.20) fiel vergleichsweise sehr schwach aus

und zeigte keine Signifikanz.
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Abbildung 20: Zelladhasion an die extrazellulare Domane von PO (POex)

HelLa-Zellen wurden mit den cDNAs von PO, PMP22 und Plasmolipin retroviral transduziert
und mit Geneticin selektioniert, um unterschiedliche HeLa-Zelllpopulationen zu erhalten. Die
Adhasion von HelLa-Zellen transduziert mit PO (P0), PMP22 (PMP), Plasmolipin (Plapi) und
nicht-transduzierten Zellen (Wt) auf GST-POex (POex) beschichtetem Untergrund wurde
photometrisch ermittelt (siehe Text). Die Adhasion von nicht-transduzierten HeLa-Zellen (Wt)
wurde als 100 % definiert, um die Adhasion der anderen Zellpopulationen zu kalkulieren.
Jeder Zelltyp wurde dreifach gemessen. Balken reprasentieren die Ergebnisse +
Standardabweichung von vier verschiedenen Experimenten (***, p<0,0001; **, p<0,001;
Signifikanzberechnung erfolgte mit Studentischem ¢ Test).

Die Bindung von PO-Zellen an die erste extrazellulare Domane von PMP22 war mit
24,0 % erheblich schwacher ausgepragt (PMPex1, p<0,005, Abb. 21), als die
Bindung an die eigene Domane (Abb.20). Interessanterweise zeigten PMP22-Zellen,
im Gegensatz zu PO-Zellen, eine sehr starke und hoch signifikante homophile
Adhasion an ihre eigene erste extrazellular Domane (GST-PMPex1, 88 %, p<0,0001,
Abb. 21). Auch hier konnte keine erhdéhte Bindungskapazitat von Plasmolipin (PLA)

exprimierenden oder nicht-transduzierten (Wt) Zellen (Abb. 21) festgestellt werden.
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Abbildung 21: Zelladhasion an die erste extrazelluldare Domane von PMP22 (PMPex1)
HelLa-Zellen wurden mit den cDNAs von PO, PMP22 und Plasmolipin retroviral transduziert
und mit Geneticin selektioniert, um unterschiedliche HelLa-Zellpopulationen zu erhalten. Die
Adhasion von HelLa-Zellen transduziert mit PO (P0), PMP22 (PMP), Plasmolipin (PLA) und
nicht-transduzierten Zellen (Wt) auf GST-PMPex1 (PMPex1) beschichteten Untergrund
wurde photometrisch ermittelt (siehe Text). Die Adhasion von nicht-transduzierten Hela-
Zellen (Wt) wurde als 100 % definiert, um die Adhasion der anderen Zellen zu kalkulieren.
Jeder Zelltyp wurde dreifach gemessen. Balken reprasentieren die Ergebnisse +
Standardabweichung von vier verschiedenen Experimenten (***, p<0,0001; *, p<0,005;
Signifikanzberechnung erfolgte mit Studentischem ¢ Test).

Im Vergleich zur Adhasion an die erste extrazellulare Domane adharierten PMP22
exprimierende Zellen mit weitaus geringerer Affinitat an ihre zweite extrazellulare
Domane (PMPex2, 39 %, p<0,001, Abb. 22). Dagegen konnte aber eine distinkte und
hoch signifikante heterophile Adhasion von PO-Zellen an die zweite extrazellulare
Domane von PMP22 (PMPex2, 65 %, p<0,0001, Abb. 22) detektiert werden. Auch
hier zeigten Plasmolipin (PLA) exprimierende oder nicht-transduzierte (Wt) Zellen
keine signifikant erhdohte Adhasion an die zweite extrazellulare Domane von PMP22
(Abb. 22).
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Abbildung 22: Zelladhdsion an die zweite extrazellulare Domane von PMP22 (PMPex2)
HelLa-Zellen wurden mit den cDNAs von PO, PMP22 und Plasmolipin retroviral transduziert
und mit Geneticin selektioniert, um unterschiedliche HelLa-Zellpopulationen zu erhalten. Die
Adhasion von HelLa-Zellen transduziert mit PO (P0), PMP22 (PMP), Plasmolipin (PLA) und
nicht-transduzierten Zellen (Wt) auf GST-PMPex2 (PMPex2) beschichtetem Untergrund
wurde photometrisch ermittelt (siehe Text). Die Adhasion von nicht-transduzierten Hela-
Zellen (Wt) wurde als 100 % definiert, um die Adhasion der anderen Zellen zu kalkulieren.
Jeder Zelltyp wurde dreifach gemessen. Balken reprasentieren die Ergebnisse =+
Standardabweichung von vier verschiedenen Experimenten (***, p<0,0001; **, p<0,001;
Signifikanzberechnung erfolgte mit Studentischem ¢ Test).

In keinem der Experimente konnte eine signifikante Bindung von PMP22- oder PO-
Zellen an die zweite extrazellulare Domane von Plasmolipin (PLAex, Abb. 23)
gefunden werden. Auch eine homophile Adhasion von Plasmolipin-Zellen an die
eigene zweite extrazellulare Domane (PLAex) zeigte mit 8 % (p>0,005, Abb. 23)

keine signifikante Erhdhung und konnte somit ausgeschlossen werden.
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Abbildung 23: Zelladhasion an die zweite extrazellulare Domane von Plasmolipin (PLAex)
HelLa-Zellen wurden mit den cDNAs von PO, PMP22 und Plasmolipin retroviral transduziert
und mit Geneticin selektioniert, um unterschiedliche HelLa-Zellpopulationen zu erhalten. Die
Adhasion von HelLa-Zellen transduziert mit PO (P0), PMP22 (PMP), Plasmolipin (PLA) und
nicht-transduzierten Zellen (Wt) auf GST-PLAex (PLAex) beschichtetem Untergrund wurde
photometrisch ermittelt (sieche Text). Die Adhasion von nicht-transduzierten HelLa-Zellen (Wht)
wurde als 100 % definiert, um die Adhasion der anderen Zellen zu kalkulieren. Jeder Zelltyp
wurde dreifach gemessen. Balken reprasentieren die Ergebnisse + Standardabweichung von
vier verschiedenen Experimenten.

Da alle aufgereinigten Fusionspeptide mit GST fusioniert waren, wurde als
zusatzliche Kontrolle die Adhasion der vier unterschiedlichen Zellpopulationen auf
rekombinantem GST (rGST, Abb.24) gemessen. Die nur sehr schwach erhdhten
Adhasionswerte von PO0-Zellen (12 %, Abb.24) und PMP22-Zellen (7 %, Abb.24)

zeigten keine statistische Signifikanz.

51



Ergebnisse

250% -

200% -

150% - 112% 107%

95% 100%

100% -

Adhasion auf rGST

50% -

0% -
PO PMP PLA Wt

Abbildung 24: Zelladhasion an rekombinantes GST (rGST)

HelLa-Zellen wurden mit den cDNAs von PO, PMP22 und Plasmolipin retroviral transduziert
und mit Geneticin selektioniert, um unterschiedliche HelLa-Zellpopulationen zu erhalten. Die
Adhasion von Hela-Zellen transduziert mit PO (P0), PMP22 (PMP), Plasmolipin (PLA) und
nicht-transduzierten Zellen (Wt) auf rGST beschichtetem Untergrund wurde photometrisch
ermittelt (siehe Text). Die Adhasion von nicht-transduzierten HelLa-Zellen (Wt) wurde als 100
% definiert, um die Adhasion der anderen Zellen zu kalkulieren. Jeder Zelltyp wurde dreifach
gemessen. Balken reprasentieren die Ergebnisse + Standardabweichung von vier
verschiedenen Experimenten.

Diese Ergebnisse bestatigen zum einen die Daten der Zell-Zell-
Adhasionsexperimente und liefern zusatzlich sehr starke Hinweise daflir, dass die
heterophile trans-Interaktion von P0O- und PMP22-Proteinen Uberwiegend durch die
zweite Domane von PMP22 vermittelt wird, wahrend die homophile trans-Interaktion
von PMP22 Proteinen grofdtenteils Uber die erste extrazellulare Domane vermittelt
wird. Weder Plasmolipin exprimierende Zellen, noch nicht-transduzierte Zellen

zeigen eine erhohte Bindung zu den untersuchten Proteindomanen (Abb.20-24).
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3.6.2 Detektion von direkten homophilen und heterophilen Protein-
Interaktionen

Um zu klaren, ob die in dem Adhasions-Test beobachteten Interaktionen zwischen
Zelle und Protein Uber direkte Protein-Protein-Interaktionen der extrazellularen
Domanen von PMP22 und PO mit dem jeweiligen zellularen Protein vermittelt wird,
wurde ein GST-Bindungs-Test etabliert. Fur die direkten Bindungs-Studien wurden
frisch praparierte, nicht aufgereinigte Bakterien-Zelllysate von den an GST
fusionierten extrazellularen Domanen von PO (GST-POex), PMP22 (GST-PMPex1
und GST-PMPex2) und Plasmolipin (GST-PLAex) hergestellt. Die Fusionsproteine
wurden an Glutathion-Sepharose gebunden und jeder Ansatz wurde separat mit
frisch prapariertem Lysat von PO- oder PMP22-Zellen inkubiert. Die auf diese Weise
prazipitierten zellularen Proteine wurden durch SDS-PAGE fraktioniert und mittels
Westernblot analysiert. Zuerst wurde gepruft, ob jedes GST-Fusionsprotein an die
Glutathion-Sepharose gebunden hat, da diese Bindung Voraussetzung fur eine
mogliche Ko-Bindung zellularer Proteine ist. Abbildung 25 zeigt die Westernblot-
Analyse mit einem anti-GST-Antikorper und bestatigt, dass alle verwendeten
Fusionsproteine (Doppelbestimmung, da jedes Fusionspeptid mit Proteinlysaten aus
transduzierten PO- und PMP22-Zellpopulationen getestet wurde) an die Glutathion-

Sepharose gebunden habe.
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Abbildung 25: Westernblot-Analyse der GST-Fusionspeptide.
Bakterien wurden zwei Stunden nach IPTG-Induktion der GST-Fusionspeptid-Expression
lysiert und die GST-Fusionspeptide an Glutathion-Sepharose gebunden. Nach Inkubation
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der gebundenen Fusionspeptide mit Gesamtproteinlysaten aus PMP22- oder PO-
transduzierten Zellen wurden die Proteinkomplexe durch Aufkochen denaturiert und im
Westernblot auf das Vorhandensein von GST-Fusionspeptiden mit aGST analysiert. Jedes
Fusionspeptid wurde doppelt aufgetragen. GST-POex, 40 kD, extrazellulare Doméane von PO;
GST-PMPex1, 31 kD, erste extrazellulare Doméane von PMP22; GST-PMPex2, 29 kD, zweite
extrazellulare Doméane von PMP22 und GST-PLAex, 32 kD, zweite extrazellulare Domane
von Plasmolipin. Die Markierungen demonstrieren die Mobilitdt der entsprechenden
Molekulargewichtsmarker-Proteine in KiloDalton.

Nachfolgende Westernblot-Analysen mit einem PO-spezifischen Antikérper (Abb.
26A) zeigen eine direkte Bindung von PO sowohl an die eigene extrazellulare
Domane (GST-P0ex) in homophiler Interaktion als auch an die zweite Domane von
PMP22 (GST-PMPex2) in heterophiler Interaktion. Es konnten keine Interaktionen
von PO mit GST-PMPex1 oder mit GST-PLAex in diesem Test detektiert werden.
Weitere Analysen mit einem anti-PMP22-Antikorper (Abb. 26B) enthuillten die
direkten Assoziationen von PMP22 mit der extrazellularen Domane von PO (GST-
POex) in heterophiler Bindung und mit der eigenen ersten Domane (GST-PMPex1) in
homophiler Bindung. An Glutathion-Sepharose gebundenes GST-PMPex2 oder
GST-PLAex verursachte keine Bindung an PMP22.
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Abbildung 26: Westernblot-Analyse der gebundenen zellularen Proteine.

Bakterien wurden zwei Stunden nach Induktion der GST-Fusionspeptid-Expression lysiert
und die Fusionspeptide an Glutathion-Sepharose gebunden. Nach Inkubation eines jeden
Fusionspeptides mit Proteinlysaten aus PMP22- oder PO-transduzierten Zellen, wurden die
Proteinkomplexe durch Aufkochen denaturiert und im Westernblot (WB) mit A) aPO und B)
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aPMP22 analysiert. A) zeigt die Bindung von zellularem PO-Protein an GST-POex
(extrazellulare Doméane von P0) und GST-PMPex2 (zweite extrazellulare Doméane von
PMP22). GST-PMPex1 (erste extrazellulare Domane von PMP22) oder GST-PLAex (zweite
extrazellulare Domane von Plasmolipin) verursachten keine Bindung von zellularem PMP22
oder PO. B) zeigt die Bindung von zellularem PMP22-Protein an GST-P0Oex (extrazellulare
Doméane von P0O) und GST-PMPex1 (zweite extrazellulare Domane von PMP22). GST-
PMPex2 (zweite extrazellulare Domane von PMP22) oder GST-PLAex (zweite extrazellulare
Domane von Plasmolipin) verursachten keine Bindung von zelluldarem PMP22 oder PO. Die
Pfeilspitzen markieren die gebundenen Proteine PO (A) und PMP22 (B) mit ihren
Molekulargewichten in Kilo Dalton.

3.6.3 Mutationen in der extrazellularen Domane von PO
beeintrachtigen die homophilen und heterophilen
Interaktionen von PO und PMP22

In einem nachsten Schritt wurde untersucht, ob klinisch relevante CMT1 oder DSS
assoziierte Mutationen des PO Proteins die heterophile Adhasion an PMP22
und/oder die homophile Adhasion an PO beeintrachtigen. Zu diesem Zweck wurden
drei weitere GST-Fusionspeptide mit spezifischen Mutationen in der extrazellularen
Domane von PO mittels PCR-Mutagenese generiert und  mittels
Affinitatschromatographie aufgereinigt. Die folgenden Aminosauresubstitutionen
wurden vorgenommen und untersucht: Val32Phe (POmut1), Tyr68Cys (POmut2) und
Cys128Tyr (POmut3). Alle drei Mutationen wurden in Patienten mit CMT1- und DSS-
Neuropathien beschrieben und fihren zu einer starken Beeintrachtigung der
Myelinschicht im peripheren Nervensystem (Sorour et al., 1998; Haites et al., 1998
und Nelis et al.,, 1999). Der Adhasions-Test wurde wie oben beschrieben
durchgefuhrt, allerdings wurde hier nur die Adhasion von PO-und PM22-Zellen auf
mutiertes und zur Kontrolle auf nicht-mutiertes PO-Fusionspeptid gemessen.
Abbildung 27 zeigt eine schematische Darstellung der positionsbezogenen PO-

Mutationen, die in die extrazellulare Domane eingeflgt wurden.
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Abbildung 27: Schematische Darstellung der Proteinstruktur von PO

Die drei untersuchten Mutationen sind positionsbezogen mit den vorgenommenen
Aminsauresubstitutionen in der extrazellular Domane von PO markiert. Val: Valin, Phe:
Phenylalanin, Cys: Cystein, Tyr: Tyrosin, die Zahlen geben die Positionen in der
Aminosauresequenz an. Abbildung wurde modifiziert nach Filbin et al., 1993.

Die Adhasion von PO exprimierenden Zellen an das POmut1-GST-Fusionsprotein,
das die Val32Phe Substitution tragt (Abb. 28), zeigt eine hoch signifikante Reduktion
in der Fahigkeit, homophile Interaktionen auszubilden. Eine ahnliche, aber
geringfugig starkere Reduktion von ca. 75 % gegenuber der Adhasion an nicht-
mutiertes Fusionspeptid (POex, Abb. 29) konnte bei der Adhasion des mutierten
POmut3-Fusionspeptid (Cys128Tyr) detektiert werden. Auch die Tyr68Cys-Mutation
(POmut2) fahrte, verglichen mit der Adhasion von P0O-Zellen an nicht-mutiertes PO
(POex, Abb. 28), zu einer ausgepragten Reduktion in der Bildung von homophilen
Interaktionen mit PO-Zellen (Abb. 28).
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Abbildung 28: Adhasion von HelLa pg an mutierte GST-Fusionspeptide

HelLa-Zellen wurden mit der cDNA von PO retroviral transduziert und mit Geneticin
selektioniert, um eine PO-HelLa-Zellpopulation zu erhalten. Die Adhasion von Hela-Zellen
transduziert mit PO (HeLa po), auf Untergrund beschichtet mit drei verschiedenen mutierten
und nicht-mutierten GST-Fusionspeptiden der extrazelluldaren Domane von PO, wurde
photometrisch ermittelt (siehe Text). Folgende Aminosauresubstitutionen wurden eingefiigt
und getestet: POmut1:Val32Phe, POmut2:Tyr68Cys und POmut3:Cys128Tyr. Die Adhasion
von Hela po auf die nicht-mutierte extrazellulare Domane von PO (POex) wurde als 100 %
definiert, um die Adhasion auf die mutierten Proteine zu kalkulieren. Jedes GST-
Fusionspeptid wurde sechsfach gemessen. Balken reprasentieren die Ergebnisse +
Standardabweichung von drei verschiedenen Experimenten (***, p<0,0001; **, p<0,001;
Signifikanzberechnung erfolgte mit Studentischem ¢ Test).

Die gleichen Aminosaureaustausche in der extrazellularen Domane von PO wurden
auf ihr Vermdgen, heterophile Interaktionen auszubilden, getestet. Die Mutation
POmut2 bewirkte eine ebenso starke Verminderung in der heterophilen Interaktion
mit PMP22-Zellen (Abb. 29), wie in der homophilen Interaktion mit PO-Zellen (Abb.
28). Im Vergleich zur Adhasion an nicht-mutiertes PO verhinderte die Mutation
POmut3 (Abb. 29) nahezu eine heterophile Interaktion mit PMP22-Zellen. Dagegen
fuhrte die Substitution von Val32Phe nur zu einer sehr geringen Veranderung der
heterophilen Bindung von PMP22-Zellen an PO-mut1 (Abb. 29).
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Abbildung 29: Adhasion von Hela pyp22 an mutierte GST-Fusionspeptide

HelLa-Zellen wurden mit der cDNA von PMP22 retroviral transduziert und mit Geneticin
selektioniert, um eine PMP22-HelLa-Zellpopulation zu erhalten. Die Adhasion von PMP22-
Uberexprimierenden Zellen (HelLa pyp22) auf die verschiedenen mutierten und nicht-mutierten
GST-Fusionspeptide der extrazellularen Domane von PO, wurde photometrisch ermittelt
(siehe Text). Folgende Aminosauresubstitutionen wurden eingefliigt und getestet:
POmut1:Val32Phe, POmut2:Tyr68Cys und POmut3:Cys128Tyr. Die Adhasion von Hela pyp22
auf die nicht-mutierte extrazelluldare Domane von PO (POex) wurde als 100 % definiert, um
die Adhasion auf die mutierten Proteine zu kalkulieren. Jedes GST-Fusionspeptid wurde
sechsfach gemessen. Balken reprasentieren die Ergebnisse + Standardabweichung von drei
verschiedenen Experimenten (***, p<0,0001; Signifikanzberechnung erfolgte mit
Studentischem t Test).

Die vorliegenden Ergebnisse demonstrieren deutlich, dass die drei untersuchten
Krankheits-assoziierten Mutationen in der extrazellularen Domane von PO, die
heterophile und die homophile adhasive trans-Interaktion von PMP22 und PO

Proteinen unterschiedlich beeintrachtigen.
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4 Diskussion

Myelin ist eine hoch spezialisierte Plasmamembran, die Segmente von Axonen
umwickelt und als Isolator die saltatorische Propagation der Impulsfortleitung entlang
der Nerven ermdoglicht. Wenn es durch Krankheit oder Lasion zerstort wird, oder
durch Defekte im genetischen Programm nicht normal gebildet werden kann, fuhrt
dies zu neurologischen Symptomen, einschlieRlich motorischer und sensorischer
Defizite. Wahrend der postnatalen Entwicklung des PNS héren Schwannzellen auf
sich zu teilen und beginnen die Umwicklung der Axone in einer losen Spirale.
Wahrend die Myelinisierung voran schreitet, werden bis zu 100 dieser Spiralen
gebildet und kompaktiert, was zu der typischen multilamellaren Struktur des Myelins
fuhrt. Die Kompaktierung der Myelinlamellen ist ein kritisches Ereignis fir die
korrekte Funktion des Myelins. Die Myelinmembran besteht zum Gréfltenteil aus
Lipiden und enthalt ein spezifisches Set an Proteinen. Die Hauptproteine und
Lipidkomponenten des Mpyelins sind gut charakterisiert, aber die molekularen
Interaktionen dieser Myelinproteine, sowohl untereinander als auch mit Lipiden der
Membran, sind bisher weitgehend unverstanden, obwohl die prazise Anordnung der
peripheren und integralen Membranproteine eine funktionelle Bedeutung nahe legt.
Unbekannt ist auch, wie die Assemblierung dieser Myelinmembranen vollzogen wird
und wie diese multilamellaren Strukturen zusammengehalten werden. Ziel der
vorliegenden Arbeit war es, die Interaktionen der peripheren Myelinproteine PMP22
und PO naher zu charakterisieren und Hinweise darauf zu erhalten, inwiefern diese
Interaktionen an der Bildung und Erhaltung des Myelins peripherer Nerven beteiligt
sind. Wichtige Erkenntnisse uber die molekulare Konfiguration und biologische
Funktion dieser Interaktion fehlten bisher weitestgehend. Interaktionsstudien sowie
neue Erkenntnisse Uber die Verteilung der Proteine im Myelin und den Aufbau von
Myelinmembranen ermdglichen die Entwicklung eines Modells, um die Funktionen
der gefundenen Interaktionen von PMP22 und PO sowohl im normalen als auch im

pathologischen Zustand zu beschreiben.
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4.1 Die homophilen und heterophilen adhasiven trans-
Interaktionen von PMP22 und PO

Frihere Studien konnten PO als ein Transmembranprotein mit homophiler
Adhasionskapazitat identifizieren (D Urso et al., 1990; Filbin et al., 1990; Schneider-
Schaulies et al., 1990). Durch Rdéntgenstrukturanalyse konnte gezeigt werden, dass
die extrazellulare Domane von PO Homotetramere bildet, die in der Membran in cis-
und trans-Konfiguration interagieren (Shapiro et al., 1996). Inoyue und Mitarbeiter
(1999) bestatigten, das auch das vollstandige PO-Protein Homotetramere bildet die
homophil in cis und trans interagieren. Zusatzlich wurde gezeigt, dass die sehr
basische intrazellulare Domane von PO elektrostatische Interaktionen mit dem
Zytoskelett (Wong und Filbin, 1996) und mit Lipiden der Myelinmembran (Ding und
Brunden, 1994) eingeht und so die Adhasion der intrazellularen Schichten des
kompakten Myelins vermitteln kdnnte. Diese Daten fuhrten zu der Hypothese, dass
die Myelinmembran an den IPLs (,Intra Period Lines“)durch homophile Interaktionen
der extrazellularen Doméanen von PO, und an den MDLs (,Major Dense Lines®)durch
heterophile Interaktionen der zytoplasmatischen Doméane von PO mit Lipiden
zusammengehalten werden kdnnten. In dieser Arbeit konnte die adhasive, homophile
trans-Interaktion von PO-Proteinen, vermittelt durch die extrazellulare Domane, mit
drei unterschiedlichen Testsystemen basierend auf Zell-Zell-, Zell-Protein- und
Protein-Protein-Interaktionen experimentell bestatigt werden. Daruber hinaus konnte
gezeigt werden, dass PO auch spezifisch mit der zweiten extrazellularen Doméane
von PMP22 interagiert. Die adhasive heterophile trans-Interaktion wird durch die
spezifische Bindung von P0-Zellen und von PO-Protein an die zweite extrazellulare
Domane von PMP22 (Abb.22) und durch spezifische Bindung von PMP22-Zellen und
Protein an die extrazellulare Domane von PO (Abb.20) vermittelt. Diese Daten
bestatigen die frihere Beobachtung, dass PMP22 und PO im Myelin peripherer
Nerven und in rekombinanten Hela-Zellen, die beide Proteine koexprimieren,
interagieren kénnen (D Urso et al., 1999).

Frihere Experimente lieferten Hinweise darauf, dass PMP22 sowohl Homodimere

als auch Oligomere in der Myelinmembran bilden kann (Tobler et al., 1999; Ryan et
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al., 2000). Aber bisher wurden weder die beteiligten Proteindomanen noch die
notwendigen Konfigurationen dieser homophilen Interaktion identifiziert. In dieser
Arbeit konnte durch die drei angewandten Testsysteme erstmals gezeigt werden,
dass PMP22-Proteine adhasive homophile trans-Interaktionen bilden (Abb.15 und
21), die im Gegensatz zur heterophilen trans-Interaktion von PMP22 und PO,
uberwiegend durch die erste extrazellulare Domane von PMP22 (Abb.21) vermittelt
werden. Die detektierte Adhasionskapazitat von PMP22 stimmt mit der vor kurzem
gemachten Beobachtung Uberein, dass PMP22 in interzelluldaren Kanalen von
Epithel-Zellen lokalisiert ist, in denen es die Bildung von Zell-Zell-Kontakten und/oder
die Stabilisierung von Membrankontakten vermitteln soll (Notterpek et al., 2001). Bei
den wesentlich schwacher ausgepragten Adhasionen von PMP22-Zellen an die
eigene zweite extrazellulare Domane (Abb.22) und von PO-Zellen an die erste
extrazelluldare Domane von PMP22 (Abb.21) kdénnte es sich um transiente
Assoziationen handeln. Denkbar ware, dass diese leichten Assoziationen zur
Stabilisierung der eigentlichen Interaktionen dienen.

Interessanterweise konnte weder eine heterophile Protein-Protein-Interaktion
zwischen PMP22 und Plasmolipin bzw. PO und Plasmolipin, noch eine homophile
Plasmolipin Interaktion detektiert werden. Dies ist ein weiterer starker Hinweis
darauf, das die gefundenen molekularen Interaktionen zwischen PMP22 und PO
spezifisch sind. Da die prazise Stochiometrie der homophilen und heterophilen
PMP22 und PO trans-Komplexe hier nicht quantifiziert wurde, ware es denkbar, dass
P0O-Monomere oder PO-Tetramere mit PMP22-Dimeren oder auch PMP22-
Oligomeren in heterophiler trans-Konfiguration Proteinkomplexe bilden. Die Existenz
von PMP22-Oligomeren als auch die Bildung von PO-Tetrameren konnte kurzlich
gezeigt werden (Shapiro et al., 1996; Inoyue et al., 1999; Tobler et al., 1999). Die
Formierung oder Existenz ahnlicher Komplexe in cis-Konfiguration kann anhand der

erhobenen Daten ebenfalls nicht ausgeschlossen werden.
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4.2 Der Einfluss von Glykosylierungen auf die homophilen
und heterophilen adhasiven trans-Interaktionen von
PMP22 und PO

Bei der Adhasion von PO0-Zellen an die eigene extrazellulare Domane des GST-
Fusionspeptids (Abb.20) wurde im Vergleich mit der Zell-Zell-Interaktion von PO-
Zellen (Abb.14) eine Abschwachung der Adharenz beobachtet. Allerdings konnte
sehr wohl eine direkte Protein-Protein-Interaktion von rekombinanten PO-
Fusionspeptid mit zellularem PO-Protein detektiert werden (Abb.26A). Mdgliche
Erklarungen fur die beobachtete Abnahme der homophilen PO-PO-Adhasion waren
zum einen die fehlende Glykosylierung in der extrazellularen Domane von PO
und/oder die fehlende intrazellulare PO-Domane. Beide Proteine, PMP22 und PO sind
glykosylierte  Transmembranproteine die eine Zuckerseitenkette in ihrer
extrazellularen Domane tragen und es wird vermutet, dass diese adhasiven Protein-
Protein-Interaktionen vermitteln konnen (Griffith et al., 1992). Die beiden
gemeinsame L2/HNK1-Zuckerseitenkette ist bei PMP22 kovalent Uber das
Stickstoffatom von Asparagin 41 an die erste extrazellulare Domane gebunden
(Manfioletti et al., 1990; Snipes et al., 1992b) und bei PO Uber Asparagin 93 (Lemke
und Axel, 1985; Bollensen und Schachner, 1987). Sowohl fur die homophile PO-PO-
(Griffith et al., 1992; Shapiro et al., 1996) als auch fur die heterophile PMP22-PO-
Interaktion (D Urso et al., 1999) konnte gezeigt werden, dass die Glykosylierung flr
die direkte Interaktion nicht bendtigt wird. Andererseits wird vermutet, das die
Zuckerseitenkette fur die homophile Adhasion von PO-Proteinen funktionell wichtig
sei (Filbin und Tennekoon, 1991) und das alle PO-Molekule glykosyliert sein missen,
um Adhasion zu bewirken (Filbin und Tennekoon, 1993). Die hier gezeigten
Bindungsstudien wurden entweder mit nicht-glykosylierten rekombinanten Proteinen,
aufgereinigt aus einem bakteriellen Expressionssystem, und mit rekombinanten
Proteinen, exprimiert in nicht-neuralen Zellen, durchgefihrt. Da eine signifikante,
homophile Adhasion von PO detektiert werden konnte (Abb.20) ist ein grol3er Einfluss
der Glykosylierung auf die Adhasion auszuschlieRen. Bestarkt wird diese Vermutung

dadurch, dass PO unterschiedlich glykosyliert werden kann (Bollensen und
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Schachner, 1987; Voshol et al., 1996) und bisher nicht gezeigt werden konnte,
welche Art der Glykosylierung bei der homophilen Adhasion von PO eine Rolle
spielen konnte. Weiterhin ist nicht anzunehmen, dass rekombinant exprimiertes PO-
Protein in HelLa-Zellen mit der fur das Myelin charakteristischen Zuckerseitenkette
modifiziert wird.

Einen starkeren Einfluss auf die homophile Adhasion von PO hat vermutlich das
Fehlen der intrazellularen Domane am PO-Fusionspeptid. Da diese Domane
elektrostatische Wechselwirkungen mit dem Zytoskelett eingeht (Wong und Filbin,
1996), kdnnte ein Fehlen dieser Domane zu einer leichten Destabilisierung von
homophilen PO-Komplexen flhren, was sich in einer geringen Abnahme der
Adhasionskapazitat bemerkbar machen konnte. Weiterhin  wurde kuirzlich
demonstriert, dass Serine der intrazellularen Domane von PO durch Protein Kinase C
(PKC) phosphoryliert werden. Eine Zerstérung dieser Serine durch Mutation bewirkte
eine starke Beeintrachtigung der homophilen PO-Adhasion in L-Zellen (Xu et al.,
2001). Dass dieser Effekt, in dem hier angewandten Testsystem, nicht starker
ausfallt kdnnte daran liegen, dass die PO-Proteine in den HelLa-Zellen phosphoryliert
werden und somit die Wechselwirkungen mit dem Zytoskelett weiterhin ausuben
konnten. Diese Stabilisierung wirde dann nur auf Seiten der PO-Fusionspeptide
fehlen.

FiUr die Bildung der heterophilen PO-PMP22 trans-Interaktionen ist ein wesentlicher
Einfluss der Glykosylierung und ein Einfluss der Phosphorylierung indirekt
auszuschlieen, da die Adhasion von PMP22 an rekombinantes, nicht-glykosylierten
und nicht-phosphoryliertem PO-Fusionspeptid sowie die Adhasion von PO an die
zweite extrazellulare Domane von PMP22 nahezu identische Werte zeigen (Abb.20
und 22). Auch fur die homophile Adhasion von PMP22 an die im Myelin glykosyliert
vorliegende erste extrazellulare Domane von PMP22 konnte kein Effekt aufgrund der
fehlenden Glykosylierung detektiert werden (Abb.21). Weitere Hinweise hierzu liefern
Tobler und Mitarbeiter (1999) die zeigen konnten, dass die Glykosylierung von
PMP22 zur Bildung von Homodimeren nicht erforderlich ist.

Basierend auf diesen Daten kann ein neues Modell der Protein-Protein-Interaktionen

im peripheren Myelin postuliert werden (Abb. 30). Die in dieser Arbeit
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charakterisierten adhasiven homophilen und heterophilen trans-Interaktionen von
PMP22 und PO konnten eine wichtige Rolle in der Adhasion von benachbarten

Membranschichten im kompakten Myelin peripherer Nerven spielen.

PMP22 PO PO
intrazellular & 58
O Nttt B R
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Abbildung 30: Schematische Darstellung der drei postulierten homophilen und heterophilen
adhasiven trans-Interaktionen von PMP22 und PO im Myelin peripherer Nerven. N: N-
terminus und C: C-Terminus

4.3 Der Einfluss von Krankheits-assoziierten Mutationen
auf die adhasive heterophile und homophile trans-
Interaktion von PO und PMP22

Durch das Einfugen von spezifischen CMT1B- und DSS-assoziierten Mutationen in
die extrazellulare Domane von GST-PO-Fusionspeptiden konnte gezeigt werden,
dass beide trans-Interaktionen von PO und PMP22, die heterophile und die
homophile, unterschiedlich beeintrachtigt werden. Der Aminosaureaustausch in der
N-terminalen Region von PO (Val32Phe, POmut1, Abb.28) verursachte eine starke
Reduktion in der homophilen Bindung von P0-Zellen, hatte aber nur einen minimalen
Effekt auf die heterophile Interaktion mit PMP22. Diese Beobachtung liefert einen

starken Hinweis darauf, dass der N-Terminus von PO eine wichtige funktionelle
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Bedeutung flr die homophile trans-Interaktion von PO-Proteinen (Abb.28) aufweist.
Im Gegensatz dazu fuhrte die Zerstorung der Disulfidbricke durch den Austausch
des Cysteins gegen ein Tyrosin, in der extrazellularen Domane von PO (Cys128Tyr),
zu einer weitgehenden Verhinderung beider Bindungen, der homophilen und der
heterophilen. Daraus lasst sich der Schluss ziehen, dass die Ausbildung der
Immunglobulin-ahnlichen Domane eine fundamentale funktionelle Voraussetzung ist,
um beide Arten der PO-Interaktion einzugehen. Die Bedeutung der Immunglobulin-
Domane fur die Adhasion von PO steht im Einklang mit der kirzlich gemachten
Beobachtung, dass PO mutiert am Cystein 21, welches ebenfalls an der Bildung der
Disulfidbrucke beteiligt ist, sich nicht mehr wie ein Adhasionsmolekul verhalt (Zhang
und Filbin, 1994). Zusatzlich konnte im Rahmen dieser Arbeit gezeigt werden, dass
Konformationsanderungen in dieser Region, verursacht durch das Einflgen eines
zusatzlichen Cysteins (Tyr68Cys), einen starkeren negativen Einfluss auf die
heterophile Adhasion von PMP22 (Abb.29) haben, als auf die homophile Interaktion
von PO (Abb.28). Dies ist ein Hinweis darauf, dass die heterophile Interaktion mit
PMP22 wesentlich empfindlicher auf Veranderungen oder Modifikationen der
Immunglobulin-Domane reagiert, als die homophile Interaktion (Abb.29). Insgesamt
deuten die Ergebnisse darauf hin, dass Veranderungen im PO-Protein, welche die
Ausbildung von homophilen und heterophilen Protein-Komplexen storen, zu einer
Destabilisierung der Myelinstruktur und infolge dessen zu einer Erkrankung an
CMT1B oder DSS fuhren konnten.

Aufgrund der gefundenen unterschiedlichen Beeintrachtigungen der heterophilen und
homophilen Interaktionen von PO und PMP22 lassen sich Korrelationen zwischen
den hier getesteten PO-Mutationen bzw. den gefundenen Effekten und der Schwere
der Erkrankung aufstellen. Die Mutation Val32Phe zeigte die geringsten
Auswirkungen und beeintrachtigt nur die homophile Interaktion von PO sehr stark.
Diese Mutation wurde in Patienten beschrieben, die an CMT1B erkrankt sind (Haites
et al., 1998). Die Mutation Tyr68Cys wurde in Patienten gefunden, die an einer
schweren Form von CMT1B erkrankt sind (Sorour et al., 1998). Im Gegensatz zur
Val32Phe-Mutation flhrte diese zu einer extrem starken Beeintrachtigung der

heterophilen Interaktion mit PMP22 und zu einer starken Reduktion der homophilen
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Interaktion mit PO. Die dritte getestete Mutation (Cys128Tyr) affektiert beide
Interaktionen extrem stark und wurde in Patienten beschrieben, die an DSS erkrankt
sind, eine der sehr schwer verlaufenden Variante der peripheren Neuropathien
(Haites et al., 1998). Alle drei Mutationen fihren zu einer Beeintrachtigung der
Myelinschicht des peripheren Nervensystems bei den betroffenen Patienten (Nelis et
al., 1999). Aber leider sind keine histopathologischen Daten zur Myelinstruktur dieser
Patienten verfugbar. Zur Unterscheidung der Schwere der Erkrankungen werden
heutzutage keine Nervenbiopsien mehr durchgeflhrt, sondern der Beginn der
Erkrankung und die Verlangsamung der Nervenleitgeschwindigkeiten bestimmt.
Hierbei korrelieren der fruhe Beginn der Erkrankung und die Starke der
Verlangsamung der Nervenleitgeschwindigkeit mit der Schwere der Verlaufsform
bzw. der Art der Erkrankung. Je langsamer die Nervenleitgeschwindigkeit ist desto
starker ist die Myelinschicht in den betroffenen Patienten beeintrachtigt. Leider
werden bei diesen Kriterien keine eindeutigen Grenzen gezogen, die eine
Unterscheidung von z.B. DSS und schwerer Form von CMT1B ermdglichen. Dies
fuhrt dazu, dass identische Mutationen sowohl mit schwerer CMT1B als auch mit
DSS assoziiert werden (Nelis et al., 1998). Das Fehlen von strikten diagnostischen
Kriterien verhindert somit eine zuverlassige Genotyp-Phanotyp-Korrelation (Nelis et
al., 1998).

Das hier etablierte und angewandte Testsystem konnte eine wirkungsvolle Methode
zur Aufstellung von Genotyp-Phanotyp-Korrelationen bei Erkrankung an CMT1B,
schwerer Form von CMT1B und DSS darstellen, da dieser Test es ermdglicht,
Mutationen der extrazellularen Domane von PO auf funktionelle Aktivitat hin zu
untersuchen und deren Auswirkung eindeutig mit der Schwere der Erkrankung
korrelieren kann. Allerdings stellt sich hier die Frage, inwiefern dieses Testsystem
der tatsachlichen Situation im pathologischen Myelin entspricht. Bisher wurden keine
Mutationen beschrieben, die beide Allele der Patienten betreffen, also homozygot
vorliegen. Die hier getestete Situation entspricht einer Untersuchung von homozygot
vorliegenden Mutationen. Aber auch eine Untersuchung von heterozygot
vorliegenden Mutationen, zum Beispiel durch Mischung der mutierten und nicht-

mutierten PO-Konstrukte, zu gleichen Teilen, wurde die eigentliche Situation im
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Myelin nicht zwangslaufig wiedergeben. Einige der bisher untersuchten Mutationen in
der extrazellularen Domane von PO akkumulieren im Zytoplasma und werden somit
nicht in die Zellplasmamembran transportiert (Zhang et al., 1994; Previtali et al.,
2000). Diese mutierten PO-Proteine Uben einen dominant-negativen Effekt auf das
Wildtyp-Protein aus (Zhang et al., 1998) und verhindern somit per se die Ausbildung
von Interaktionen zwischen PO und PMP22. Des Weiteren konnte in unserem
System hier nicht Uberpruft werden, ob Mutationen im PMP22-Protein zu einer
Beeintrachtigung der heterophilen und homophilen Interaktionen flhrt.
Interessanterweise wurde bisher keine Krankheits-assoziierte Mutation in der
extrazellularen Domane von PMP22 beschrieben. Die meisten Mutationen werden in
einer der vier Transmembranregionen von PMP22 gefunden. Aber auch fur diese
Mutationen konnten frihere Studien zeigen, dass mutiertes PMP22 nicht zur
Plasmamembran transportiert wird und einen starken dominant-negativen Effekt auf
den Transport des Wildtyp-Proteins ausuben (Aldkofer et al., 1997; Naef et al., 1997;
D'Urso et al., 1998; Naef et al., 1999; Notterpek et al., 1999).

4.4 Der Einfluss von Lipid Rafts auf die Verteilung, den
Aufbau und die Protein-Interaktionen im peripheren
Myelin.

Die Beobachtung, dass sich apikale und basolaterale Membrankompartimente

charakteristisch in ihrer Lipid- und Protein-Zusammensetzung unterscheiden, fuhrte

zur sogenannten Lipid Rafts Hypothese. Diese besagt, dass bestimmte Proteine der
apikalen Membran im Trans-Golgi-Netzwerk in Cholesterin- und Glykosphingolipid-
angereicherte Mikrodomanen (Lipid Rafts) verpackt werden, bevor sie zur apikalen

Plasmamembran transportiert werden (Simons und van Meer 1988; Simons und

Ikonen 1997; Rothberg et al., 1990). In der zellularen Membran kdnnen sich diese

kleinen dynamischen Ansammlungen von Lipiden und Proteinen relativ frei bewegen,

sich aber auch zu groReren und geordneteren Plattformen zusammen finden
(Simons und Ehehalt, 2002; Simons und Toomre, 2000). Da die Glykosphingolipid-
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angereicherten apikalen Membranen epithelialer Zellen sehr dem Myelin ahneln
(Shayman und Radin 1991; Pfeiffer et al., 1993; Frank et al., 1998) werden Myelin-
produzierende Zellen als polarisierte Zellen angesehen.

Das Myelinprotein MBP wurde bei 4 °C ausschliellich in den Triton-X-100 I6slichen
Fraktionen detektiert. Dies weist darauf hin, das MBP nicht mit Lipid Rafts assoziiert
ist und lasst vermuten das MBP keine Lipid Rafts fur die Auslbung seiner
biologischen Funktion innerhalb des peripheren Myelins bendtigt (Hasse et al, 2002).
Dies konnte auch fir MBP aus Myelinpraparationen des ZNS gezeigt werden
(Kramer et al., 1997; Kim und Pfeiffer, 1999). Ein weiterer starker Hinweis hierfur
wird durch fruhere Studien geliefert, die zeigen, dass MBP nicht im
Endoplasmatischen Retikulum oder im Golgi-Apparat, dem Entstehungsort von Lipid
Rafts, synthetisiert wird, sondern die Translation des Proteins erst an der
Plasmamembran stattfindet (Colman et al., 1982).

Im Gegensatz zu MBP, wurde nahezu die gesamte Menge des vier Transmembran-
Proteolipidproteins Plasmolipin sowohl in Praparationen aus peripherem Myelin als
auch in Homogenaten aus transient transfizierten HeLa-Zellen bei 4 °C in den Triton-
X-100 unléslichen Fraktionen gefunden. Es konnte gezeigt werden, das Plasmolipin
in Triton-X-100 bei 37 °C oder nach Vorbehandlung mit 3-CD bei 4 °C komplett
I6slich wird. Da Lipid Rafts nur bei niedrigen Temperaturen gegenuber Detergenz
stabil sind fuhrt ein Wechsel zu 37 °C zur Zerstorung dieser Mikrodomanen und
somit zur Solubilisierung der assoziierten Proteine. Die Ldslichkeit von Plasmolipin
nach Entzug von Cholesterin, deutet auf eine Assoziation dieses Proteins mit
Cholesterin-angereicherten Membranen hin (Hasse et al., 2002). Die Assoziation von
Plasmolipin mit Lipid Rafts konnte auch in Myelinpraparationen des ZNS gezeigt
werden (Bosse et al., 2003). Kirzlich konnte MAL, ein weiteres vier Transmembran-
Proteolipidprotein, als ein Bestandteil des PNS und ZNS (Kim et al., 1995; Schaeren-
Wiemers et al., 1995) charakterisiert werden, wo es mit Lipid Rafts assoziiert vorliegt
(Kim et al., 1995; Frank et al., 1998). Weiterhin findet sich MAL in epithelialen Zellen
zum Beispiel der Niere oder der Schilddriise und zwar ausschlie3lich in Vesikeln und
in der apikalen Membran. Hier ist MAL ebenfalls mit Lipid Rafts assoziiert (Zacchetti

et al., 1995). Untersuchungen mit ektopisch exprimiertem MAL in Insekten-Zellen
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zeigten, dass MAL an der Bildung vesikularer Strukturen im Trans-Golgi-Netzwerk
beteiligt ist, zwischen Golgi-Apparat und Plasmamembran zu zirkulieren scheint und
somit an der Rafts-vermittelten Proteinsortierung fur die apikale Zellmembran
beteiligt sein konnte (Puertollano et al., 1997). Es ist frih darauf hingewiesen
worden, dass Plasmolipin ahnlich wie MAL, auch in PNS- und ZNS-Myelin (Cochary
et al., 1990; Sapirstein et al., 1991), apikalen Membranen der Niere und anderen
Geweben, die polarisierte Zellen enthalten, lokalisiert ist (Gillen et al., 1996;
Hamacher et al., 2001; Bosse et al., 2003). Zusammen mit den Ahnlichkeiten in der
Struktur und Expression von Plasmolipin und MAL (Alonso und Weissman 1987;
Schaeren-Wiemers et al., 1995; Frank et al., 1998), einem Mitglied der gleichen
Genfamilie (Magyar et al., 1997; Perez et al., 1997), lassen diese Daten vermuten,
dass Plasmolipin eine ahnliche Rolle in der apikalen Proteinsortierung oder als
Strukturprotein in apikalen Membranen spielen kdnnte.

Ein weiteres Ergebnis dieser Arbeit ist die selektive Assoziation von PO mit Lipid
Rafts aus aufgereinigtem Myelin. Weniger als die Halfte von PO wurde in den
unléslichen Fraktionen gefunden, wahrend der grof3te Anteil des Proteins in den
I6slichen Fraktionen detektiert wurde. Im Gegensatz dazu, ist PO aus Transient
Transfizierten HelLa-Zellen exklusiv mit den Detergenz unldslichen Mikrodomanen
assoziiert. Es ist moglich, dass die ,l0sliche Form von P0O“ nur ein Merkmal von
myelinisierenden Schwannzellen ist. Sowohl in Myelin als auch in HelLa-Zellen
konnte das Lipid Rafts assoziierte PO durch Temperaturerhdhung auf 37 °C oder
nach Behandlung mit R-CD solubilisiert werden und erflllte somit die Kriterien fur
eine Assoziation mit Lipid Rafts. Die unterschiedliche Segregation von PO Iasst
vermuten, dass dieses Protein zwei alternative Formen haben konnte. Eine ahnlich
unterschiedliche Segregation konnte kurzlich fur die ZNS-Myelinproteine CNPase
und MOG (Kim und Pfeiffer, 1999) gezeigt werden. Da Rafts als spezialisierte
Strukturen beschrieben wurden, die Komponenten des Signaltransduktionsapparates
miteinander verbinden konnen, wie zum Beispiel die Kinasen der src-Familie und ihre
Substrate (Rietvield und Simons, 1998; Brown und London, 1998; Millan et al.,
1997), scheint es moglich zu sein, das die Rafts-assoziierte Form von PO auch in

Signaltransduktionswege involviert sein konnte. Ubereinstimmend mit dieser
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Hypothese ist das Vorhandensein eines ,Immunrezeptor Tyrosin-basierenden
Inhibitorischen Motivs® (ITIM) in der intrazellularen Domane von PO (Xu et al., 2000).
Es konnte gezeigt werden, das die Phosphorylierung dieses ITIMs die Interaktion von
PO mit anderen Tyrosin-phosphorylierten Signalmolekulen vermittelt (Xu et al., 2000;
lyer et al.,, 2000). Andererseits kann nicht ausgeschlossen werden, dass die
unterschiedliche Segregation von PO in Myelin verglichen mit transfizierten Hela-
Zellen aufgrund der unterschiedlichen Extraktionsprotokolle zustande kommt. Die
Konzentration von Triton-X-100 zur Extraktion von Myelin war hdher als die zur
Extraktion der Plasmamembranen von Hela-Zellen. Da die hoch spezialisierte
Myelinmembran, welche einen aufierordentlich hohen Gehalt an Lipiden und
hydrophoben Proteinen aufweist, ungewohnliche Solubilisierungseigenschaften
besitzt wurde hier eine hohere Konzentration verwendet. Fir HelLa-Zellen wurde die
Standardprozedur von Brown und Rose (1992) benutzt, um Lipid Rafts
aufzureinigen.

Ein weiterer wichtiger Punkt ist die unterschiedliche Hydrophobizitdt und die
Solubilisierungseigenschaften von Proteinen mit einer (P0O) oder vier (Plasmolipin
und PMP22) Transmembrandomanen. Durch Untersuchungen an dem Sieben-
Transmembrandomanen-Rezeptor CXCR4 konnten Kozak und Mitarbeiter (2002)
demonstrieren, dass die Assoziation von Proteinen mit Lipid Rafts unabhangig von
der Hydrophobizitat oder der Anzahl der Transmembrandomanen ist. Der CXCR4-
Rezeptor wird in T-Lymphozyten exprimiert und wurde ausschlielich in den nicht-
Rafts assoziierten Fraktionen gefunden (Kozak et al., 2002).

Nahezu der gesamte Anteil des vier Transmembranprotein PMP22 aus dem Myelin
peripherer Ischiasnerven und transfizierten HelLa-Zellen konnte bei 4 °C in den
Triton-X-100 unléslichen Fraktionen gefunden werden. Die Ergebnisse belegen
weiterhin einen offensichtlichen Wechsel dieses Proteins in die I6slichen Fraktionen
bei Temperaturerhdhung auf 37 °C. Auch die Zerstérung der Assoziation mit Lipid
Rafts nach Entzug von Cholesterin fuhrt zu einer Solubilisierung von PMP22. Somit
erflllt auch PMP22 die Kriterien fur eine Assoziation mit Lipid Rafts. Die
Beobachtung, dass PMP22 und PO in Lipid Rafts lokalisiert sind (Hasse et al., 2002;
Erne et al., 2002) konnte fur den Transport und die Interaktion dieser Proteine von
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zentraler Bedeutung sein. Die Bildung von Rafts-Strukturen und die Absonderung
von Vesikeln fur den Transport in die Plasmamembran finden im Trans-Golgi-
Netzwerk statt (Brown und London, 1998). Im Einklang mit einem moglichen
Transport von PMP22 und PO durch Lipid Rafts stehen Ergebnisse friherer Studien
die zeigen, dass PO im Endoplasmatischen Retikulum synthetisiert und durch den
Golgi-Apparat prozessiert wird (Trapp et al., 1981; Voshol et al., 1996; Brunden,
1992). Im Trans-Golgi-Netzwerk wird PO in spezifische Vesikel sortiert, welche
entlang am Mikrotubuli transportiert werden bis sie an der fur die Bildung von
kompakten Myelin entsprechenden Membranseite fusionieren (Trapp et al., 1995).
Auch fur PMP22 konnte die Synthese im Endoplasmatischen Retikulum und eine
Kolokalisation mit dem Entstehungsort von Lipid Rafts, dem Golgi-Apparat, gezeigt
werden (Pareek et al., 1993; D'Urso et al., 1997).

Durch Ko-Immunprazipitationen konnte in dieser Arbeit gezeigt werden, dass PMP22
und PO in Lipid Rafts interagieren (Abb.10). Da Lipid Rafts nicht nur eine Plattform fur
die Assoziation und Aktion von Komponenten des Signaltransduktionsweges
darstellen, sondern auch die adhasiven Funktionen von Proteinen férdern (Harder et
al., 1998; Leitinger und Hogg, 2002), kénnte die Konzentration von PMP22 und PO
Molekilen innerhalb einer gemeinsamen Mikroumgebung die Bildung von
homophilen und heterophilen PMP22- und PO-Komplexen fordern. Die in dieser
Arbeit beschriebenen heterophilen und homophilen trans-Interaktionen implizieren,
das Komplexe zwischen PMP22- und PO-Molekilen in Mikrodomanen von
gegenuberliegenden Membranlamellen ausgebildet werden. Allerdings kann eine
Interaktion dieser Proteine in cis-Konfiguration, d.h. innerhalb der gleichen
intramembranen Mikrodomane, nicht ausgeschlossen werden.

Da die Assoziation dieser Proteine mit Lipid Rafts auch in transfizierten nicht-
neuralen Zellen gezeigt werden konnte ist zu vermuten, dass es universelle Signale
oder Motive in der Aminosauresequenz von Plasmolipin, PMP22 und PO geben
muss, die eine Verankerung dieser Proteine mit den speziellen Mikrodomanen
sowohl in HeLa-Zellen als auch im Myelin ermdglichen.

Insgesamt kdnnen die hier gezeigten Assoziationen der peripheren Myelinproteine

Plasmolipin, PMP22 und PO mit Lipid Rafts auf eine wichtige Rolle in der
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Myelinbildung, Myelinerhaltung aber auch in der Sortierung von Myelinkomponenten
hinweisen und konnten das oben beschriebene hypothetische Modell (Abb. 31) Uber
den Aufbau und Zusammenhalt der multilammellaren Myelinschicht von

Schwannzellen im peripheren Nerv erweitern (Abb. 31).
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Abbildung 31: Modell zur Bedeutung von PMP22 und PO in der molekularen Architektur von
kompaktem Myelin in Schwannzellen.

PMP22 und PO werden im Golgi-Apparat in Lipid Rafts eingebaut und gelangen tber Vesikel
in die Plasmamembran. Innerhalb der Membranen kénnten Lipid Rafts dazu beitragen, dass
PMP22 und PO in raumlicher Nahe konzentriert werden und so die adhasiven homophilen
und heterophilen trans-Interaktionen ausbilden. Diese Interaktionen koénnten den
Zusammenhalt der multilamellaren Myelinschicht von Schwannzellen im peripheren Nerv
bewirken. N: N-Terminus und C: C-Terminus.
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Denkbar ware, dass PMP22 und PO im Golgi-Apparat in Lipid Rafts eingebaut
werden und uber Vesikel in die Plasmamembran transportiert werden. Die nahezu
freie Beweglichkeit von Rafts in Membranen tragt dazu bei, dass PMP22 und PO in
raumlicher Nahe akkumuliert werden und so die Rafts-vermittelten adhasiven

homophilen und heterophilen trans-Interaktionen ausbilden.
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5 Zusammenfassung

Das Periphere Myelin Protein 22 kD (PMP22) und das Protein Zero (P0O) sind zwei
glykosylierte integrale Membranproteine. Beide Proteine sind im kompakten Myelin
peripherer Nerven lokalisiert und mit hereditaren demyelinisierenden Neuropathien,
wie der Charcot-Marie-Tooth (CMT) Typ1 und dem Dejerine-Sottas-Syndrom (DSS),
assoziiert.

Durch Etablierung eines Zell-Adhasionstests mit retroviral transduzierten Hela-
Zellpopulationen, die PMP22 und PO ektopisch Uberexprimieren, konnten homophile
und heterophile adhasive trans-Interaktionen dieser Proteine festgestellt werden. Zur
Identifizierung moglicher Bindungsdomanen, die diese Interaktionen vermitteln,
wurden mit Glutathion-S-Transferase (GST) fusionierte Peptide der extrazellularen
Domanen von PMP22 und PO hergestellt, aufgereinigt und auf ihre Fahigkeit getestet
Zelladhasion zu bewirken. Hierbei konnte gezeigt werden, dass die adhasive
heterophile trans-Interaktion von PMP22 mit der extrazellularen Domane von PO
durch die zweite extrazellulare Domane von PMP22 vermittelt wird. Wahrend die
adhasive homophile trans-Interaktion von PMP22-Proteinen Uuber die erste
extrazellulare Doméane von PMP22 vermittelt wird. Nachfolgende GST-
Bindungsstudien mit diesen aufgereingten, spezifischen Peptiden konnten zeigen,
dass diese molekularen Interaktionen auf direkte Protein-Protein-Bindungen
zuruckzufihren sind. Die Untersuchung von drei unterschiedlichen CMT1- und DSS-
assoziierten Punktmutationen der extrazellularen Domane von PO ergaben, dass die
homophile und heterophile Interaktionen von PO bzw. P0O-PMP22 unterschiedlich
beeintrachtigt werden. Dabei korreliert die Schwere der Erkrankung mit der
Reduktion der Adhasionskapazitat von PO und PMP22.

Zusatzlich konnte durch Dichte-Gradienten-Zentrifugationen von aufgereinigtem
Myelin peripherer Nerven und Homogenaten transient transfizierter Hela-Zellen
sowie durch Koimmunprazipitationsexperimente gezeigt werden, dass PMP22 und
PO mit Lipid Rafts assoziiert sind und in diesen spezialisierten Membranstrukturen

interagieren.
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Zusammenfassung

Diese Ergebnisse fihren zu der Annahme, dass die adhasiven homophilen und
heterophilen trans-Interaktionen von PO und PMP22 bei der Adhasion von
benachbarten Membranschichten im kompakten Myelin und/oder in der
Stabilisierung und dem Erhalt der Myelinschicht in peripheren Nerven beteiligt sein
konnten. Bei der Ausubung der adhasiven Interaktionen von PMP22 und PO und dem

Transport dieser Proteine kdnnten Lipid Rafts eine wichtige Rolle spielen.
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Abkurzungen

7 Abkurzungen

Amp
As
Bp
BSA
cDNA
DEPC
DMEM
DMSO
DNA
dNTP
EDTA
FCS

GST
HEPES
HRP
IPL
IPTG
kb

kD

LB

Ampicillin

Aminosaure

Basenpaare

Rinderserumalbumin
(copy)Desoxyribonukleinsaure
Diethylpyrocarbonat

Dulbeccos modifiziertes Eagle Medium
Dimethylsulfoxid
Desoxyribonukleinsaure
Desoxynukleotid-Triphosphat
Ethylendiamintetraessigsaure
fotales Kalberserum
Gravitationskonstante
Glutathion-S-Transferase
N-(2-Hydroxethyl-)piperazin-N,-(2-ethansulfonsaure)
Horseredichperoxidase

,intra Period Line“
Isopropyl-R-D-thiogalaktopyranosid
Kilobasen

kilo Dalton

Liter

Luria-Broth
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Abkurzungen

MBP
MDL
min
mRNA
NC
PAA
PAGE
PBS
PCR
PLA
PMP22
PNS
PO
RNA
RT

SDS
TBS

Tris

Upm
UN
Wit
ZNS

milli

Myelin basische Proteine
,Major Dense Line“

Minute

Boten-Ribonukleinsaure
Nitrocellulosemembran
Polyacrylamid
Polyacrylamidgelelektrophorese
Phosphat gepufferte Saline
Polymerasekettenreaktion
Plasmolipin

Peripheres Myelin Protein 22 kD
Peripheres Nervensystem
Myelin Protein zero
Ribonukleinsaure
Raumtemperatur

Sekunde

Sodiumdodecylsulfat

Tris gepufferte Saline
Tris-(hydroxymethyl-)aminomethan
Unit (Einheit der Enzymaktivitat)
Umdrehungen pro Minute

uber Nacht

Wildtyp

Zentrales Nervensystem
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