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1 Einleitung  

Myelin isoliert elektrisch Nervenaxone in regelmäßigen Abständen und ermög-

licht diesen, ihre Signalweiterleitung platz- und energiesparend zu beschleuni-

gen. Schwerwiegende Krankheiten sind die Folge, wenn die Funktion des Mye-

lins beeinträchtigt ist. Ein bekanntes Beispiel dafür ist die Multiple Sklerose, bei 

der das Myelin des zentralen Nervensystems (ZNS) durch eine autoimmunbe-

dingte Entzündung abgebaut wird. Symptome der Krankheit sind Sensibilitäts-

ausfälle, Paresen, Störung des Sehens und andere Ausfälle, je nach Lokalisati-

on der entzündlichen Läsion im ZNS. Die Axone werden nach der akuten Ent-

zündung häufig nur unzureichend remyelinisiert und sind somit dauerhaft in ih-

rer Funktion eingeschränkt. Es wird intensiv an den molekularen Prozessen der 

Myelinisierung geforscht, um daraus eventuelle Therapiekonzepte abzuleiten. 

Obwohl die Struktur und Zusammensetzung von Myelin schon seit langem be-

kannt ist, weiß man immer noch wenig über die molekularen Mechanismen der 

Myelinbildung.  

Thema der vorliegenden Arbeit sind Protein-Protein- und Protein-

Lipidinteraktionen des Proteolipidproteins (PLP) und deren mögliche Rolle in 

der Sortierung von Myelin. PLP ist eines der Myelinhauptproteine im ZNS. 

In den folgenden Kapiteln wird mit einer kurzen Darstellung über Myelin, Oligo-

dendrozyten und Zellsortierungsmechanismen in polarisierten Zellen in die 

Thematik eingeführt, um anschließend auf die konkreten Fragestellungen dieser 

Forschungsarbeit einzugehen.  

 

1.1 Myelin 

1.1.1 Aufbau und Bildung von Myelin 

Myelin ist eine spezialisierte Subdomäne der Plasmamembran von myelinbil-

denden Zellen (Übersicht in Lemke, 1992; Nave und Suter, 1997). Die Myelin-

membranfortsätze sind dabei in bis zu 50 Schichten um jeweils ein Axonseg-

ment gewunden, das eine Länge von bis zu einem Millimeter haben kann. Mye-

lin wird von Oligodendrozyten im ZNS und von Schwann-Zellen im peripheren 



Einleitung 

 2 

Nervensystem (PNS) gebildet. Im Gegensatz zu Schwannzellen, die jeweils nur 

ein Axonsegment myelinisieren, kann ein Oligodendrozyt bis zu 50 Axonseg-

mente umhüllen. Obwohl Oligodendrozyten und Schwannzellen morphologisch 

und entwicklungsgeschichtlich unterschiedliche Zellen sind, ist die Struktur und 

Zusammensetzung des peripheren und zentralen Myelins sehr ähnlich. Im e-

lektronenmikroskopischen Querschnitt stellt sich die Struktur der Membran-

schichten in alternierenden elektronendichten Linien dar. Man unterscheidet 

hierbei die dichtere, so genannte „Major dense line“, die den Zellinnenseiten der 

gegenüberliegenden Membranschichten mit Zytoplasma entspricht und die 

„Intraperiod line“, welche die Zellaußenseiten der Membranen darstellt. Diese 

typische Ultrastruktur entsteht nach dem Entfernen des Zytoplasmas aus dem 

Myelin – der Kompaktierung. Nur in der innersten und äußersten Lamelle, sowie 

in den direkt an die Schnürringe grenzenden Paranodien bleiben nicht-

kompaktierte, zytoplasmatische Bereiche erhalten. Dadurch kommt es zur 

Kompartimentierung des Myelins in Subdomänen: kompaktes Myelin, inneres 

Mesaxon, äußeres Mesaxon und Paranodien (Übersicht in Raine, 1984). In den 

unterschiedlichen Subdomänen sind unterschiedliche Proteine angereichert 

(Arroyo und Scherer, 2000). 

Auch das ausgereifte Myelin steht noch in ständigem metabolischen Austausch 

mit dem Perikaryon, so dass Myelin als eine besondere Form von Zellorganelle 

betrachtet werden kann (Lemke, 1992).  
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Abb. 1.1: Schematische Darstellung eines myelinisie renden Oligodendrozyten. 
Oligodendrozyten wickeln ihre Plasmamembran um das Axon und bilden so die multi-
lamellare Myelinscheide aus. Myelinisierte Abschnitte im Wechsel mit myelinfreien Ab-
schnitten bilden die Grundlage der saltatorischen Erregungsleitung. Kompaktierte und 
nicht-kompaktierte Bereiche mit Resten von Zytoplasma unterteilen die Myelinschicht 
in verschiedene Subdomänen. 
1: Plasmamembran, 2: inneres Mesaxon, 3: Oligodendrozyten-Fortsatz, 4: Axon, 5,6: 
Reste von Zytoplasma, 7-9: äußeres Mesaxon, 10: Perikaryon, 11: Ranvier´scher 
Schnürring, 12: Paranodien 
(Modifiziert nach Wood und Bunge, 1984). 
 
 

 

Die Myelinisierung findet in den ersten Lebenswochen statt. Oligodendrozyten-

vorläuferzellen wandern aus der Subventrikulärzone des Neuralrohrs aus in die 

Regionen der späteren weißen Substanz, um zu differenzieren und Axone zu 

myelinisieren. Dabei entsteht ein großer Überschuss an Oligodendrozytenvor-

läuferzellen, der später an die Zahl der Axonsegmente durch ein Wechselspiel 

zwischen Proliferation und Apoptose angeglichen wird. Die Vorläuferzellen kon-

kurrieren um von Astrozyten und Neuronen freigesetzte limitierte Wachstums- 

und Überlebensfaktoren. Besondere Bedeutung haben dabei der „ciliary neu-

rotrophic factor“ (CNTF), Neurotrophin-3 (NT-3) und „Insulin like growth factor 

1“(IGF-1) (Übersicht in Price, 1994). Sie verhindern die Apoptose von jungen 

Oligodendrozyten. In Anwesenheit von „platelet derived growth factor“ (PDGF) 
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differenzieren Oligodendrozytenvorläuferzellen in vitro nach einer unbestimmten 

Anzahl an Zellzyklen, ähnlich dem Zeitverlauf ihrer in vivo Entwicklung (Temple 

und Raff, 1986; Raff et al., 1988). PDGF und basic fibroblast growth factor 

(bFGF) zusammen verhindern jedoch die Differenzierung vollständig und die 

Vorläuferzellen bleiben in der Proliferationsphase (Bögler et al., 1990). Außer-

dem spielen weitere Faktoren (z. B. Thyroxin, Trijodthyronin, Glucocorticoide, 

Retinolsäure und TGFβ − McKinnon et al., 1993; Barres et al., 1994), der Zell-

kontakt mit Axonen und deren elektrische Aktivität eine Rolle in der Entwicklung 

von Oligodendrozyten (Chen und DeVries, 1989; Nordlund et al., 1992). Die 

meisten Erkenntnisse über die Differenzierung von Oligodendrozyten wurden 

an in vitro-Zellkultursystemen erlangt. Dabei teilt man die Differenzierung von 

Oligodendrozyten in fünf Stadien ein, die durch die Expression bestimmter glia-

spezifischer Oberflächenantigene charakterisiert sind (Übersicht in Pfeiffer et 

al., 1993). Die zuletzt exprimierten Antigene des „reifen Oligodendrozyten“ sind 

zumindest teilweise identisch mit den Strukturproteinen im Myelin. Diese Diffe-

renzierung findet in Abwesenheit von Neuronen statt, obwohl diese modulierend 

auf die Entwicklung von Oligodendrozyten wirken (Macklin et al., 1986; Kidd et 

al.,1990; Barres und Raff, 1993). Die Erkenntnisse aus der Zellkultur von Oligo-

dendrozyten scheinen auch repräsentativ für die in vivo-Entwicklung der Zellen 

zu sein. Im Gehirn wurden mit den 5 Stadien phänotypisch identische Vorläu-

ferzellen und intermediäre Reifestadien identifiziert (Warrington und Pfeiffer, 

1992). Außerdem sind transplantierte Oligodendrozytenvorläuferzellen, die lan-

ge Zeit in vitro kultiviert wurden, in der Lage, morphologisch normales Myelin zu 

bilden (Übersicht in Franklin and Blakemore, 1995). 

Die Myelinisierung des ZNS erfolgt in einer geordneten Reihenfolge: Bei Nage-

tieren beginnt die Myelinisierung etwa zwei Tage nach Geburt zuerst im Rü-

ckenmark und expandiert rostro-caudal. Sie setzt sich dann zwischen den Ta-

gen 10 bis 21 rostral bis zum Telencephalon fort und dauert insgesamt etwa 16 

Wochen (Jacobson, 1963; Waxmann und Sims, 1984; Übersicht in Jacobson, 

1991). 

Zu Beginn des Myelinisierungsprozesses nehmen die Oligodendrozytenfortsät-

ze engen Zellkontakt zu Axonen auf und beginnen, diese zu umwinden. Nach 
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mehreren Umhüllungen wird das Zytoplasma verdrängt und die Membranstapel 

werden kompaktiert (Wood und Bunge, 1984). Dabei entsteht die typische Ult-

rastruktur der Myelinscheide. Schmale zytoplasmatische Kanäle bleiben jedoch 

für den metabolischen Austausch zwischen Zelle und Myelin erhalten (Stern-

berger et al., 1979).  

Untersuchungen über die zellulären Mechanismen der Axonumwindung wurden 

hauptsächlich an Schwannzellen durchgeführt, besitzen aber auch für Oligo-

dendrozyten Gültigkeit. Zurzeit geht man davon aus, dass die Zellen durch 

schnelle Membransynthese eine erste Schicht Membran um das Axon legen. 

Nach der ersten Umwindung muss die Wachstumspitze unter die erste Schicht 

untertauchen, was nur durch exakt lokalisierte Zelladhäsionsmoleküle möglich 

ist. Die weiteren Umwindungen werden durch Verdrängung der direkt im Kon-

takt mit dem Axon stehenden Membran gebildet. Die Vorwärtsbewegung erfolgt 

somit nicht am Ansatz des Myelinkompartiments, sondern an der vordersten 

Spitze der innersten Myelinschicht (Bunge et al., 1989; Übersicht in Lemke, 

1992). Der Einbau der Membranvesikel findet wahrscheinlich nicht innerhalb 

des Myelins statt, sondern an der Wurzel des Fortsatzes in der Nähe des Zell-

körpers (Lemke, 1992). 

Die dritte postnatale Woche ist (bei Nagetieren) die aktivste Zeit der Myelinisie-

rung im Gehirn. Dabei vollbringen Oligodendrozyten eine gewaltige Membran-

syntheseleistung. Sie bilden in dieser Zeit täglich etwa die dreifache Menge 

Myelin ihres eigenen Zellkörpergewichtes (Wood and Bunge, 1984). Die Prote-

in- und Lipidsynthese muss dazu genau reguliert und aufeinander abgestimmt 

sein. Die Myelinbestandteile müssen an die richtige Stelle in der Zelle gebracht 

werden, um die unterschiedlichen Kompartimente aufzubauen und zu erhalten. 

Dazu benötigen sie einen Apparat zur Sortierung der Myelinkomponenten und 

zum Transport der Membranvesikel an ihren Bestimmungsort. Das Zytoskelett 

der Oligodendrozyten spielt bei der Sortierung, dem Transport und Aufbau der 

Myelinarchitektur wahrscheinlich eine entscheidende Rolle (Pfeiffer et al., 1993; 

Brophy et al., 1994; Richter-Landsberg, 2000). 
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1.1.2 Funktion von Myelin 

Die wesentliche Funktion des Myelins besteht in der Isolation von einzelnen 

Axonen. Die Myelinscheide ist nicht durchgängig um das Axon gewunden, son-

dern lässt in regelmäßigen Abständen kleine Lücken frei – die Ranvier-

Schnürringe. In diesen Regionen liegt eine große Anzahl an spannungsgesteu-

erten Natrium- und Kaliumkanälen vor. Im Gegensatz dazu ist die Konzentration 

dieser Kanäle in den myelinisierten Abschnitten, den Internodien, gering. (Peles 

und Salzer, 2000). Dies hat zu Folge, dass ein Aktionspotential nicht kontinuier-

lich am Axon entlang weiter geleitet wird, sondern von Schnürring zu Schnür-

ring „springt“. Dieses Phänomen bezeichnet man als saltatorische Erregungslei-

tung, welche Grundlage für die Beschleunigung der Informationsübertragung 

ist. Ein nicht myelinisiertes Axon benötigt für die gleiche Weiterleitungsge-

schwindigkeit den zehnfachen Durchmesser eines myelinisierten Axons. Für die 

Entwicklung des komplexen aber dennoch kompakten Nervensystems ist der 

durch das Myelin erzeugte Raumgewinn für Vertebraten essentiell (Lemke, 

1992).  

Ein weiterer Vorteil der Myelinisierung ist, dass der Gesamtionenfluss über den 

axonalen Membranen herabgesetzt und damit das extrazelluläre Ionenmilieu 

stabilisiert wird. Dies erklärt, weshalb es bei vielen dysmyelinisierenden Erkran-

kungen häufig zu zerebralen Krampfanfällen kommt. Man nimmt an, dass durch 

die erhöhten Ionenströme über die pathologisch myelinisierten Axonmembra-

nen die extrazelluläre Kaliumkonzentration so weit steigt, dass diese auf die 

Neuronen depolarisierend wirken (Nave und Suter, 1997). 

 

1.1.3 Zusammensetzung von Myelin 

Die biochemische Zusammensetzung der Myelinmembran unterscheidet sich 

von anderen biologischen Membranen (Übersichten in Norton und Cammer, 

1984; Morell et al., 1994):  

Der Lipidanteil im Myelin ist mit 70 - 80 % (Trockengewicht) besonders hoch. 

Die meisten anderen Plasmamembranen bestehen nur zu etwa 35 - 40 % (im 

Trockengewicht) aus Lipiden.  
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Außerdem unterscheidet sich die Lipidzusammensetzung der Myelinmembran 

zu der von den meisten anderen Membranen. Angereichert sind vor allem 

Sphingolipide, wovon Galactocerebrosid und Galactosulfocerebrosid (= Sulfa-

tid) einen sehr hohen Anteil haben. Außerdem ist der Anteil von Cholesterin in 

der Myelinmembran besonders hoch. Im Gegensatz dazu sind Glyce-

rophospholipiden, z. B. Phosphatidylcholin in den meisten Membranen stärker 

vertreten (Pfeiffer et al. 1993; Stoffel und Bosio, 1997). 

Die Lipide sind wie in allen Biomembranen asymmetrisch verteilt: Glycolipide 

sind in der exoplasmischen Membranhälfte, während Phosphatidylethanolamin 

und Plasmalogene in der zytoplasmischen Membranhälfte lokalisiert sind. 

Eine weitere Besonderheit der Myelinlipide sind die an die Cerebroside gebun-

denen Acylketten, die lang (häufig 23 Kohlenstoffatome) und meist gesättigt 

sind (Übersicht in Agranoff und Hajra, 1994).  

 

Aufgrund des hohen Lipidanteils ist der Proteinanteil im Myelin relativ gering. 

Deshalb besitzt das reife Myelin im Gegensatz zur oligodendroglialen Plasma-

membran nur ein beschränktes Repertoire an charakteristischen Proteinen (Ü-

bersichten in Braun, 1984; Lees und Bostroff, 1984; Morell et al., 1994; Cam-

pagnoni, 1995).  

85 % aller Myelinproteine im ZNS bestehen aus Myelin Basic Protein (MBP, 

~35 % aller Myelinproteine) und Proteolipid Protein/DM 20 (PLP, ~50 % aller 

Myelinproteine). Beide sind im kompakten Myelin lokalisiert (Brunner et al., 

1989; Griffiths et al., 1998b). MBP ist ein zytoplasmatisches, membran-

assoziiertes Protein, das in mindestens fünf Spleißvarianten vorkommt. Das 

Molekulargewicht liegt zwischen 14 und 21 kD. Es wird vermutet, dass es an 

der Kompaktierung der Major-dense-line beteiligt ist. 

2`3`-cyclic nucleotid 3`phosphohydrolase (CNP) stellt ca. 4 % der Myelinprotei-

ne und ist ein basisches Protein, das in der zytoplasmatischen Seite der Memb-

ran lokalisiert. Es kommt in zwei Isoformen von 46 und 50 kD vor. Man findet 

CNP hauptsächlich in nicht kompaktierten Bereichen des Myelins (Trapp et al., 

1988; Braun et al., 1988). Weiterhin sind andere Enzymaktivitäten im Myelin 

lokalisiert, unter anderem proteolytische Aktivitäten, Kinasen, Phosphatasen 
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und Enzyme, die den Metabolismus von Strukturlipiden steuern (Morell et al., 

1994). 

Myelin-assoziiertes Glykoprotein (MAG) (Salzer et al., 1987), Myelin 

Oligodendrozyten Glykoprotein (MOG) (Linington et al., 1984), 

Oligodendrozyten-Myelin Glycoprotein (OMgp) (Mikol und Stefansson, 1988) 

und die 120 kD Isoform von NCAM (Bhat und Silberberg, 1986; Trotter et al., 

1989) sind Mitglieder der Ig-Superfamilie und kommen in relativ kleinen Mengen 

(ca. 1-5 % des Myelinproteins) im Myelin vor. 

 

 
Abb.1.2: Schematische Darstellung der Membrantopolo gie von Myelin 
Im linken Teil der Abbildung ist die charakteristische Ultrastruktur der Myelinmembran 
schematisch dargestellt. Durch Kompaktierung der extrazellulären Membranoberflä-
chen entsteht die „Intraperiod Line“ (IPL), durch Kompaktierung der intrazellulären 
Membranoberflächen entsteht die „Major Dense Line“ (MDL). Die hypothetische Memb-
rantopologie der wichtigsten Myelinproteine ist im rechten Teil der Abbildung wieder-
gegeben. PLP: Proteolipid Protein; MBP: Myelin Basischen Protein; CNP: 2´3´-
zyklische Nukleotid-3´-Phosphodiesterase; MAG: Myelin-assoziiertes Glycoprotein; 
MOG: Myelin Oligodendrozyten Glycoprotein (modifiziert nach Pfeiffer et al., 1993). 
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1.1.4 Das Proteolipid Protein (PLP) 

Das Proteolipid Protein, das zusammen mit seiner Isoform DM20 mehr als 50% 

der ZNS- Myelinproteine ausmacht, ist ein hydrophobes Protein, welches aus 

vier Transmembrandomänen besteht (Popot et al., 1991). Sowohl das N- als 

auch das C-terminale Ende befinden sich auf der zytoplasmatischen Seite 

(Weimbs und Stoffel, 1992). Im Endoplasmatischen Retikulum gebildet und in 

die Membran integriert wird es über den Golgi-Apparat in Vesikeln an die Zell-

oberfläche transportiert (Coleman et al., 1982; Nussbaum und Roussel, 1983; 

Schwob et al., 1985; Roussel et al., 1987). Auf dem Transportweg zur Plasma-

membran werden über Thioesterbindung insgesamt sechs Palmitoylsäuren an 

Zysteine kovalent gebunden (Weimbs und Stoffel, 1992). Dies hat zur Folge, 

dass der lipophile Charakter des Proteins zunimmt. PLP/DM20 findet man 

hauptsächlich in Oligodendrozyten, in kleinen Mengen wurde es aber auch in 

Schwann-Zellen und anderen Geweben (z. B. Herzmuskelzellen und Thymus) 

nachgewiesen (Puckett et al., 1987; Campagnoni et al., 1992; Pribyl et al., 

1996). 

Das PLP/DM20-Gen ist auf dem langen Arm des X-Chromosoms lokalisiert 

(Xq21.2.-23) (Willard und Riordan, 1985). Dem alternativ gesplicten DM20 fehlt 

intrazytoplasmatisch ein Teil (Aminosäure 116 bis 150), ist aber ansonsten mit 

PLP identisch (Nave et al., 1987). PLP und DM20 haben ein Molekulargewicht 

von 26 bzw. 20 kD. Das erst vor kurzem entdeckte, weniger stark exprimierte 

„somal-restricted“ PLP (srPLP) zeichnet sich durch 12 weitere Aminosäuren N-

terminal aus und bleibt hauptsächlich um den Zellkern (Bongarzone et al., 1999 

und 2001). Möglicherweise ist die sich vom gewöhnlichen PLP unterscheidende 

Lokalisierung durch die Maskierung eines Sortierungssignals zu erklären. In der 

Tat scheint neben diesen 12 Aminosäuren eine Sortierungssequenz lokalisiert 

zu sein. Direkt am N-Terminus befinden sich 13 Aminosäuren, die, wenn sie an 

ein LacZ-Protein gekoppelt werden, die Sortierung ins Myelin bewirken (Whight 

et al., 1993). 

PLP wird nur in myelinisierenden Zellen exprimiert und kann in primären Oligo-

dendrozytenkulturen bereits nach wenigen Tagen in vitro nachgewiesen werden 
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(Gow et al., 1994a; Jung et al., 1996; Thomson et al., 1997; Simons et al., 

2002).  

 

Wenig ist über die genaue Funktion von PLP bekannt, allerdings gibt es Hin-

weise, dass PLP eine Rolle bei der Formation der „Intra period line“ (IPL) spielt 

und für die Stabilität der Myelinscheide mit verantwortlich ist (Übersicht in Grif-

fiths et al., 1998b). So zeigte sich, dass PLP-„knock-out“-Mäuse Myelin mit re-

duzierter Stabilität bilden. Inzwischen werden PLP, abgesehen von seinen Ei-

genschaften als Strukturprotein, noch weitere Funktionen zugeschrieben. So 

wird z. B. berichtet, dass PLP an der Interaktion zwischen Axon und Oligo-

dendrozyt beteiligt ist (Yool et al., 2001). Eine verstärkte Expression von 

PLP/DM20 scheint dagegen das Überleben von Zellen zu beeinträchtigen (Y-

ang und Skoff, 1997; Boucher et al., 2000; Campagnoni et al., 2001). 

 

Beim Menschen werden zwei Krankheiten durch Mutationen, Deletionen oder 

Duplikationen von PLP ausgelöst: die x-chromosomal-rezessive Leuko-

dystrophie Pelizaeus-Merzbacher-Krankheit (PMD) und die Spastische Pa-

raplegie Typ 2 (SPG2; Koeppen et al., 1987; Saugier-Veber et al., 1994). In 

mehr als 50% aller Fälle ist eine Duplikation die Ursache der Krankheiten und 

damit wesentlich häufiger als Mutationen oder Deletionen (Hodes and Dlouhy, 

1996; Sistermans et al., 1998).  

Das klinische Bild von PMD und SPG ist sehr variabel. Es gibt leichte Verläufe, 

die erst im Jugendalter beginnen, aber auch solche, die schon in früher Kindheit 

zum Tod führen. Für die von F. Pelizaeus 1885 und L. Merzbacher 1910 zum 

ersten Mal beschriebene PMD setzte sich eine Klassifikation durch. Danach 

wird eine klassische Form (Typ 1; Krankheitsbeginn in den ersten Lebensjah-

ren) von einer schweren konnatalen Form (Typ 2; Krankheitsbeginn bald nach 

der Geburt) unterschieden. PMD äußert sich durch Nystagmus, epileptische 

Krampfanfälle, Beeinträchtigung der Motorik, Muskelhypotonie, Myoklonien, 

Tremor, Ataxie und geistige Retardierung. Diese Symptome werden durch eine 

Dysmyelinisierung im ZNS ausgelöst. Das PNS ist nicht betroffen, weil es fast 
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kein PLP/DM20 besitzt. Insgesamt verläuft PMD progredient. Die Lebenserwar-

tung reicht von unter zwei Jahren bis ins höhere Erwachsenenalter.  

Die Spastische Paraplegie ist die leichtere Form der beiden Krankheiten mit 

einem späteren Beginn und einer langsameren Progredienz.  

Neben dem klinischen Bild geben verzögerte sensorisch evozierte Potentiale 

bei normaler peripherer Leitungsgeschwindigkeit und Zeichen der Dysmyelini-

sierung im Kernspin Hinweise auf PMD/SPG2 (Nezu et al., 1998; Barkovich 

2000). Gesichert wird die Diagnose durch molekulargenetische Untersuchun-

gen (FISH und PCR). Jedoch schließt ein negatives Ergebnis dieser Untersu-

chungen PMD/SPG2 nicht aus (Übersichten in Nave und Suter, 1997; Gabern 

et al., 1999; Yool et al., 2000; Campagnoni und Skoff, 2001; Koeppen und Robi-

taille, 2002). 

Die Pathomechanismen von PMD/SPG2 sind ausführlich anhand unterschiedli-

cher Mausmodelle untersucht worden (Werner et al., 1998). Zwei Beispiele für 

Mutationen sind die Jimpymsd–Maus und die Rumpshaker-Maus. Außerdem e-

xistieren sowohl PLP-transgene Mäuse als auch PLP-knock-out-Mäuse. 

Ursache der Jimpymsd–Maus ist eine Mutation an Position 242 (Alanin zu Valin). 

Aufgrund starker Dysmyelinisierung und Oligodendrozytenzelltod sterben die 

Mäuse früh (Gencic und Hudson, 1990). Nur etwa 5% der Axone dieser Mäuse 

sind myelinisiert. Das noch vorhandene Myelin ist dünn und zeigt ultrastrukturel-

le Defekte. Eine Jimpymsd–Mutation löst beim Menschen eine konnatale Form 

der PMD aus (Yamamoto at al., 1998).  

Auch die Rumpshaker-Maus wird durch eine Mutation ausgelöst (Position 186: 

Isoleucin wird durch Threonin ersetzt). Die betroffenen Mäuse leben länger als 

Jimpymsd–Mäuse. Die Myelinisierung ist jedoch auch hier nicht vollständig, den-

noch überleben mehr Oligodendrozyten (Griffiths et al., 1990). Beim Menschen 

zeigt sich die RSH-Mutation als SPG2 (Schneider et al., 1992; Kobayashi et al., 

1994). 

Die Pathophysiologie der Punktmutationen wird dadurch erklärt, dass das 

PLP/DM20 nach seiner Synthese nicht korrekt gefaltet wird. Ein, je nach Muta-

tion, unterschiedlich großer Anteil dieser Proteine akkummuliert im ER und führt 

zur Apoptose der Oligodendrozyten (Gow et al., 1994b; Jung et al., 1996; Gow 
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et al., 1998). Die Schwere des klinischen Bildes hängt von dem Ausmaß der 

Beeinträchtigung des Transportes von PLP/DM20 aus dem ER ab (Gow et al., 

1996; Thomson et al., 1997). Der genetische Hintergrund wirkt sich zusätzlich 

auf die Ausprägung der Symptomatik aus (Werner et al.,1998). 

 

In den letzten Jahren wurden transgene Mäuse mit unterschiedlicher Anzahl an 

PLP-Genen hergestellt. Es zeigte sich, dass eine höhere Gendosis zu einer 

stärkeren Beeinträchtigung der Maus führt (Readhead et al., 1994; Kagawa et 

al., 1994). Ebenso wie Mutationen führen auch Duplikationen zur Apoptose der 

Oligodendrozyten bald nach der Geburt. Zusätzlich entwickeln die betroffenen 

Tiere eine Axondegeneration (Anderson at al., 1998). 

Eine Erklärung des Pathomechanismus der Duplikation ist die Umsortierung 

von Myelinkomponenten: Ein Teil von PLP scheint sich mit Myelinlipiden in Ly-

sosomen und späten Endosomen anzuhäufen (Simons et al., 2002). Dies könn-

te zu vermehrtem Zellstreß und nachfolgend zu Apoptose führen. Duplikationen 

führen beim Menschen v. a. zur klassischen Form der PMD (Ellis und Malcolm, 

1994). 

 

Während PLP-Duplikation und Mutationen zu ausgeprägten Krankheitsbildern 

führen, zeigt die PLP-knock-out-Maus erstaunlicherweise zunächst keine klini-

schen Auffälligkeiten. Erst später entwickeln die Tiere eine Axondegeneration 

(Boison und Stoffel, 1994; Klugmann et al., 1997; Griffiths et al., 1998a).  

Auf ultrastruktureller Ebene zeigt deren Myelin geringe Abweichungen gegen-

über dem normalen Myelin. Die IPL scheint dichter und instabil zu sein. Darüber 

hinaus ist das Myelin physikalisch weniger stabil und/oder besitzt eine höhere 

Dichte als Myelin gesunder Tiere (Jurevics et al. 2003). 

Beim Menschen entspricht die PLP-Nullmutation einer Spastischen Paraplegie 

oder einer leichten Form von PMD (Sistermans et al., 1996). Die betroffenen 

Patienten entwickeln ebenfalls eine periphere Neuropathie (Gabern et al., 

1997). 
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Zusammenfassend zeigen die Mausmodelle, dass leichte Formen der 

PMD/SPG2 durch einen Verlust von PLP erklärt werden können, während die 

schweren Verläufe auf Mutationen oder Duplikation zurückzuführen sind.  

Das bedeutet, dass die Dysmyelinisierung vor allem auf einer „Gain of toxic 

function“-Mutation des mutierten/ überexprimierten PLPs beruht, und nicht auf 

einem Verlust seiner Funktion („loss of function“-Mutation). 

 

intrazellulär

extrazellulär

 
Abb.1.3: Schematische Darstellung der Struktur von PLP  
PLP verfügt über vier Transmembrandomänen, zwei extrazellulären und einem intra-
zellulären Anteil. Das N- und C-terminale Ende befindet sich in der Zelle. Die Zysteine 
an Position 5,6,9,108,138 und 140 sind palmitoyliert. Im intrazellulären Anteil fehlen 
DM20 die Aminosäuren von 116 bis 150 (modifiziert nach Weimbs und Stoffel, 1992). 
   
 

1.1.5 Das Myelin Oligodendrozyten Glycoprotein (MOG ) 

Myelin Oligodendrocyte Glycoprotein (MOG) ist mit einem Anteil von 0,05 - 0,1 

% (am Gesamtmyelinprotein) nur in geringen Mengen im Myelin vorhanden (Li-

nington et al., 1984). MOG ist ein Typ I-Membranprotein mit einem N-Terminus, 

der in den Extrazellularraum reicht und einem C-Terminus, der zytoplasmatisch 
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lokalisiert ist (Kröpfl et al.,1996). Es wird angenommen, dass das C-terminale 

Ende eine Schleife bildet und direkt mit der Membran assoziiert. MOG hat ein 

Molekulargewicht von 28 kDa, liegt jedoch in den Zellen als Dimer vor und wird 

deshalb in der Gelelektrophorese auch als eine 55 kDa-Bande vorgefunden 

(Abo et al., 1993; Slavin et al., 1997). Genau wie PLP ist MOG ein Myelin-

spezifisches Protein, das im ZNS nur in Oligodendrozyten exprimiert wird. Im 

Myelin ist es vor allem in den äußeren Windungen des Myelins lokalisiert 

(Brunner et al., 1989). MOG wird erst ein bis zwei Tage nach den anderen Mye-

linproteinen exprimiert und dient als Marker für reife Oligodendrozyten (Scolding 

et al., 1989; Solly., 1996). Die Funktion des Proteins ist noch völlig unklar. Da 

es von seiner Struktur zu der Ig-Superfamilie gehört, nimmt man an, dass es 

vor allem als Adhaesionsprotein fungiert (Gardinier et al., 1992). Gut etabliert ist 

dagegen die Rolle von MOG als Auto-Antigen bei demyelinisierenden 

Erkrankungen (Übersicht in Johns und Bernard, 1999).  

 

1.2 Sortierung in polarisierten Zellen 

Genau wie Nerven- und Epithelzellen sind Oligodendrozyten in abgrenzbare 

Membrandomänen polarisiert. Da Myelin eine charakteristische Protein- und 

Lipidzusammensetzung hat, sind spezifische Sortierungsmechanismen not-

wendig, um Myelin von der übrigen Oligodendrozytenmembran zu trennen 

(Krämer et al., 1997; Kim und Pfeiffer, 1999; Simons et al., 2000; Kröpfl und 

Gardinier, 2001b; Krämer et al., 2001). 

    

1.2.1 Der Aufbau von Rafts 

Die molekularen Mechanismen des polarisierten Membrantransports sind am 

besten in Epithelzellen untersucht. In Epithelzellen unterscheidet man eine api-

kale und eine basolaterale Membran, die durch Zonulae occludentes („Tight-

junktions“) voneinander getrennt sind. Nicht nur die Protein-, sondern auch die 

Lipidzusammensetzung sind in beiden Membrandomänen unterschiedlich. In 

der apikalen Membran sind Glycosphingolipide angereichert, während in der 

basolateralen Membran Glycerophospholipide dominieren (Simons und van 
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Meer, 1988). Da Myelin und die apikale Membran eine ähnliche Lipidzusam-

mensetzung haben, geht man davon aus, dass Oligodendrozyten und Epithel-

zellen analoge Sortierungsmechanismen verwenden (Krämer et al., 1997; Kim 

und Pfeiffer, 1999; Simons et al., 2000; Kröpfl und Gardinier, 2001b; Krämer et 

al., 2001).  

In Epithelzellen werden Proteine, die für die apikale oder basolaterale Membran 

bestimmt sind, im Trans-Golgi-Apparat sortiert, in Vesikel verpackt und an die 

jeweilige Zelloberfläche transportiert. Die Zuordnung zu den richtigen Vesikeln 

erfolgt durch unterschiedliche Mechanismen. Für die basolaterale Sortierung 

sind Signale innerhalb der zytoplasmatischen Domäne des Proteins entschei-

dend, die durch spezifische Protein-Protein-Interaktionen in die entsprechenden 

Vesikel verpackt werden (Mellman, 1996). Bekannte Motive sind zum Beispiel 

ein Dileucin-Signal oder ein Thyrosinrest, die von hydrophoben Aminosäuren 

umgeben sind (Keller und Simons, 1997; Bonifacino und Dell´Angelica, 1999). 

Für die apikale Sortierung sind Protein-Lipid-Interaktionen und Lipid-Lipid-

Interaktionen verantwortlich (Rodriguez-Boulan und Zurzolo, 1993; Simons und 

Ikonen, 1997; Brown und London, 1998). Proteine, die für die apikale Membran 

bestimmt sind, assoziieren im Golgi-Apparat mit Membranmikrodomänen, so 

genannten Lipid-Rafts. Rafts sind bewegliche, kleine, dicht gepackte Mikrodo-

mänen, die eine Größe von etwa 50 nm haben und vor allem aus Glycosphin-

golipiden und Cholesterin bestehen. Glycosphingolipide haben einen höheren 

Schmelzpunkt (60 - 80°C) als Glycerophospholipide, die vor allem aus ungesät-

tigten Fettsäuren bestehen (~0°C) (Koynova und Caff rey, 1995) und befinden 

sich deshalb bei Körpertemperatur gemeinsam mit Cholesterin in einer „liqui-

dordered“ (lo), dichter gepackten Phase (Brown und London, 1998).  

 

Die genauen molekularen Mechanismen, wie Proteine in Rafts sortiert werden, 

sind noch nicht geklärt. Man weiss jedoch, dass Lipid-Modifikationen eine ent-

scheidende Rolle spielen. So werden z. B. Proteine mit langen, gesättigten A-

cylketten oder Proteine, die an Glykosyl-phosphatidyl-inositol (GPI) gebunden 

sind, sowie an Cholesterin gebundene Proteine in Rafts aufgenommen (Brown 



Einleitung 

 16 

und London, 1998; Rietveld et al., 1999; Hooper, 1999; Simons und Toomre, 

2000).  

  
Rafts sind zu klein, um lichtmikroskopisch gesehen zu werden (Varma und 

Mayor, 1998; Pralle et al., 2000). Sie können jedoch auf lebenden Zellen mit 

Antikörpern zu größeren Domänen verbunden und anschließend im Mikroskop 

sichtbar gemacht werden (Harder et al., 1998; Friedrichson und Kurzchalia, 

1998).  

Biochemisch lassen sich Rafts anhand ihrer Unlöslichkeit in nicht-ionischen De-

tergenzien isolieren. Da Rafts in milden nichtionischen Detergenzien bei 4°C 

unlöslich sind, flotieren sie aufgrund ihrer geringen Dichte im Dichtegradienten 

und können so vom Zytoskelett und den restlichen Proteinen aufgetrennt wer-

den (Brown und Rose, 1992; Schroeder et al., 1994; Brown und London, 2000; 

Simons und Toomre, 2000). In diesen so genannten DRMS (= detergent inso-

luble glycosphingolipid rich complexes) reichern sich Proteine und Lipide, die 

sich in einer „liquid-ordered“-Phase befinden, an. Durch die Isolation von DRMs 

kann somit relativ einfach festgestellt werden, ob ein Protein in Rafts zu finden 

ist. Allerdings können Proteine, die eine schwache Rafts-Assoziation aufweisen, 

durch diese Methode verloren gehen. Ein wichtiges Kriterium, ob ein Protein in 

Rafts zu finden ist, ist der Cholesterinentzug (z. B. mit Cyclodextrin). Wird den 

Rafts Cholesterin entzogen, so werden Proteine, die sich in Rafts befinden, de-

tergenslöslich (Simons und Toomre, 2000). 

 

1.2.2 Rafts in Oligodendrozyten 

In Oligodendrozyten muss ein Sortierungsapparat vorhanden sein, der die Sor-

tierung der Myelinbestandteile in das Myelin steuert. Verschiedene Schritte des 

Membrantransports müssen reguliert werden: die Bildung von Transportvesi-

keln, der Transport der Vesikel in das Myelin und die Fusion der Vesikel mit der 

Myelinmembran. Es gibt viele Hinweise, die darauf hindeuten, dass Rafts für 

diese Prozesse und damit für die Entstehung der Myelinscheide wichtig sein 

könnten (Krämer et al., 1997 und 1999; Kim und Pfeiffer, 1999; Trotter et al., 

2000; Simons et al., 2000; Kröpfl und Gardinier, 2001b). 
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Die Myelinmembran ist durch einen besonders hohen Gehalt von Sphingolipi-

den und Cholesterin gekennzeichnet. Es wurde gezeigt, dass die Myelinlipide 

und PLP/DM20 – eines der Myelinhauptproteine – den Kriterien der Rafts-

Assoziation entsprechen: PLP/DM20 ist in CHAPS bei niedrigen Temperaturen 

unlöslich. Entzieht man Oligodendrozyten jedoch Cholesterin mit Methyl-β-

Cyclodextrin oder behandelt sie mit Fumonisin B1, einem Inhibitor der Sphingo-

lipid-Neusynthese, enthält die unlösliche Membranfraktion fast kein PLP/DM20 

mehr. Außerdem konnte die direkte Interaktion zwischen PLP und Cholesterin 

in Experimenten mit photoaktivierbarem Cholesterin gezeigt werden. In „pulse-

chase“-Experimenten wurde nachgewiesen, dass sich die CHAPS-unlöslichen 

Membranfraktionen innerhalb des Golgi-Apparates bilden (Simons et al., 2000). 

Die Bedeutung der Sphingolipide, Galaktosylceramide und Sulfatide wurde in 

Experimenten an Ceramidgalaktosyltransferase (CGT)-knock-out-Mäuse deut-

lich. Diese Tiere sind nicht in der Lage, Galaktosylceramide und Sulfatide zu 

synthetisieren, produzieren jedoch zum Ausgleich Glukosylceramide. Als das 

Myelin von diesen Mäusen biochemisch analysiert wurde, zeigte sich, dass 

PLP/DM20 in wesentlich geringerem Maße als in Wildtyp-Tieren in der CHAPS- 

unlöslichen Membranfraktion zu finden war (Coetzee et al., 1996; Bosio et al., 

1996; Simons et al., 2000).  

Aus der Gesamtheit der Ergebnisse wurde geschlossen, dass PLP eine Interak-

tion mit Cholesterin und Galactosylceramiden im Golgi-Apparat eingeht und 

dadurch zur Myelinmembran sortiert wird. Es wird vermutet, dass diese Lipid-

Protein-Interaktionen entscheidend dazu beitragen, dass Myelinproteine zur 

Myelinmembran gelangen. Wie PLP mit Rafts assoziiert, ist nicht bekannt. PLP 

ist ein hydrophobes Transmembranprotein mit ca. 50% unpolaren Aminosäu-

ren. Außerdem sind an Position 5, 6, 9, 108, 138 und 140 über Thioester sechs 

Palmitoylsäuren an Zysteine kovalent gebunden. 

Beides wären mögliche Raftssortierungssignale, wobei vor allem dicht neben-

einander liegende Palmitoylierungen die Assoziation von Proteinen mit Rafts 

erhöhen (Melkonian et al., 1999).  

 Außerdem wurde die Rolle dieser molekularen Interaktion in der Pathogenese 

von PMD untersucht. Es zeigte sich, dass die vermehrte PLP-Expression zur 
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Anhäufung von detergensunlöslichem PLP und Cholesterin-Aggregaten in En-

dosomen/Lysosomen führt. Es scheint, dass diese Aggregate die Myelinisie-

rung beeinträchtigen und möglicherweise den Oligodendrozytenzelltod auslö-

sen (Simons et al., 2002). 

Abgesehen von PLP sind weitere Myelinproteine mit Rafts assoziiert, so z. B. 

auch GPI-verankerte Proteine, CNP, MOG, MAG, OSP/Claudin11, 

MAL/MAVP17, P0 und PMP22 (Krämer et al.,1997; Frank, 2000; Kim und Pfeif-

fer, 1999 und 2002; Simons et al., 2000; Taylor et al., 2002; Erne et al., 2002). 

Inzwischen geht man davon aus, dass Oligodendrozyten Rafts nicht nur für die 

Membransortierung, sondern auch in der Signaltransduktion und im Axon-Glia-

Kontakt benötigen (Krämer et al., 1997 und 1999; Kim und Pfeiffer, 1999; Trot-

ter et al., 2000; Simons et al., 2000; Kröpfl und Gardinier, 2001b; Marta et al., 

2003; Vinson et al., 2003; Baron et al., 2003).  

 

1.3 Zielsetzung der Arbeit 

In dieser Arbeit sollten die Rolle von Protein-Lipid- und Protein-Protein-

Interaktionen in der Sortierung von PLP näher untersucht und charakterisiert 

werden.  

1. Insbesondere sollte untersucht werden, ob die Palmtoylierung von PLP 

für dessen Assoziation mit Cholesterin- und Galactosylceramid-

angereicherten Membrandomänen („Myelinrafts“) verantwortlich ist. 

2. Darüberhinaus sollte geprüft werden, ob PLP mit anderen Proteinen eine 

Interaktion eingeht, und ob diese für die Sortierung eine Rolle spielen 

könnte. 
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2 Material und Methoden 

2.1  Molekularbiologische Methoden  

2.1.1  Polymerase-Ketten-Reaktion (PCR) 

Die PCR erlaubt es, bestimmte DNA-Abschnitte selektiv zu amplifizieren. Dazu 

werden nur geringe Mengen an zu vervielfältigender DNA, Oligonukleotide 

(Primer), die komplementär zu den jeweiligen 3´Ende des zu amplifizierenden 

DNA-Stückes sind, Taq-Polymerase und eine ausreichende Menge der vier De-

soxyribonukleotid-Triphosphate benötigt. 

 

Im ersten Schritt wird die DNA durch Erhitzen auf 94 °C für 30 sec. in zwei Ein-

zelstränge zerlegt (Denaturierung). Die Primer können sich nun im zweiten 

Schritt bei 40 - 60 °C an die jeweils komplementäre n Stellen der Ausgangs-

DNA binden (Primer-Annealing) und werden bei 72 °C von der Taq-Polymerase 

verlängert (Primer-Extension). Anschließend wird wieder mit dem ersten Schritt 

begonnen. 

Nach etwa 30 Zyklen sind genug Kopien des gewünschten DNA-Abschnitts 

vorhanden, um damit weiterzuarbeiten.  

 

Ansatz:  5 µl Puffer 

 1 µl dNTP 

 1,5 µl Primer 1, Konzentration: 10 pm/µl (vorwärts) 

 1,5 µl Primer 2, Konzentration: 10 pm/µl (rückwärts) 

 0,5 µl Taq-Polymerase 

 1µg DNA  

 mit Wasser auf 50 µl auffüllen 

 

 

 

 

 



Material und Methoden 

 20 

2.1.2 Restriktionsspaltung 

Durch die Spaltung von DNA mit Restriktionsenzymen werden definierte DNA-

Fragmente erzeugt, die zur weiteren Analyse oder zum Klonieren verwendet 

werden können. Restriktionsenzyme sind Endonukleasen bakteriellen Ur-

sprungs. Sie spalten doppelsträngige DNA an für das jeweilige Enzym spezifi-

schen Erkennungs- und Spaltstellen.  

 

Ansatz:  5-10 µg  DNA 

 10 U  Restriktionsenzymes 

 5 µl   10-fach Reaktionspuffer  

 mit Wasser auf 50 µl auffüllen 

 

Der Ansatz wird bei der vom Hersteller angegebenen Temperatur (meist 37 °C) 

für 1-3 Stunden inkubiert. Ein Teil des Enzyms wird erst nach einer (bzw. einer 

halben) Stunde zugegeben. 

Je nach weiterer Verwendung wird die DNA zur Kontrolle oder zum Isolieren 

eines Fragmentes auf ein Agarosegel aufgetragen oder gereinigt. 

 

2.1.3 Aufreinigung von DNA nach enzymatischer Reakt ion 

DNA-Fragmente werden nach der PCR oder enzymatischen Reaktionen mit 

dem QIAquick-PCR-Purification Kit Protokoll (Qiagen) isoliert.  

1. Zuerst werden 5 Volumen Puffer PB zur DNA-Lösung gegeben, dann 

gemischt und alles auf eine QIAquick-Säule pipettiert. In diesem Schritt 

bindet die DNA an die Säule. 

2. Die Säule wird 1 min bei 14 000 rpm zentrifugiert. 

3. Gewaschen wird zweimal mit jeweils 750 µl PE Puffer (zweimal 1 min 

zentrifugieren und Zentrifugat jeweils verwerfen) 

4.  Zum Eluieren wird die Säule auf ein neues Eppendorfgefäss gestellt, die 

gewünschte Menge Wasser auf die Membran gegeben und wieder (nach 

1 min Inkubiation) für 1 min zentrifugiert.  
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2.1.4 Auftrennung der DNA nach Grösse: Agarosegel-

Elektrophorese 

Bei der Agarose-Gelelektrophorese werden DNA-Fragmente nach der Grösse 

aufgetrennt. Agarose ist ein Polymer, das aus verschieden verknüpften Galac-

toseeinheiten besteht und eine Art Netz bildet. Zur DNA-Auftrennung wird an 

das Gel ein elektrisches Feld angelegt. Die negativ geladene DNA wandert zur 

Kathode und wird je nach Länge unterschiedlich stark von den Agarosepolyme-

ren verlangsamt.  

Je nach DNA-Fragmentlänge werden 1-2%ige Gele verwendet. Die Agarose 

wird in 1 x TAE-Puffer gegeben und in der Mikrowelle erhitzt bis sie sich voll-

ständig löst. Die Lösung wird unter Rühren auf ca. 50 °C abgekühlt, das Ethidi-

umbromid zugegeben (10 µl/ml) und dann das Gel in die Kammer gegossen. 

Mit Kämmen unterschiedlicher Größe werden im Gel Probetaschen ausgespart. 

Für die Elektrophorese wird das Gel in eine mit TAE-Puffer gefüllte Kammer 

gelegt, die mit 6 x Ladepuffer versetzte DNA in die Probetaschen pipettiert und 

eine Spannung für 30 bis 60 min von 90 bis 110 Volt angelegt. 

Ethidiumbromid interkaliert in die DNA. Zum Sichtbarmachen der markierten 

DNA wird Ethidiumbromid mit UV-Licht (254-366 nm) angeregt und emittiert 

Licht im orange-roten Bereich (590 nm). Die Größe der Probe wird anhand ei-

nes Markers abgeschätzt und das Gel zur Dokumentation photographiert. 

Für weitere Klonierung kann die Bande mit einem Skalpell aus dem Agarosegel 

ausgeschnitten werden. 

 

2.1.5 Extraktion von DNA aus Agarose 

DNA-Banden aus Agarose-Gelen werden nach dem Qiaquick Gel Extraction Kit 

Protokoll (Qiagen) isoliert. 

1. Die gewünschte Bande wird so klein wie möglich aus dem Agarose-Gel 

ausgeschnitten und gewogen. 

2. Anschließend wird die 3-fache Menge des Gewichts QG-Puffer dazuge-

geben und das Gel so lange bei 50 °C inkubiert bis sich die Agarose ge-
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löst hat. Die Farbe des Indikators sollte gelb sein, da sich die DNA nur 

bei einem pH-Wert unter 7,5 an die Säule bindet. 

3. Es wird das Gewicht der Bande in ml Isopropanol zum Ansatz pipettiert, 

gut gemischt und auf die Säule gegeben. 

4.  Nach einmal bei 14 000 rpm zentrifugieren wird der Durchlauf verwor-

fen. 

5. Mit 750 µl PE Puffer wird gewaschen und anschließend nochmal zentri-

fugiert. 

6. Die Säule wird auf ein neues Eppendorffreaktionsgefäss gestellt, 40 µl 

Wasser auf die Membran pipettiert und zur Elution 1 min mit 14 000 rpm 

zentrifugiert. 

 

2.1.6 DNA-Aufreinigung: Chloroform/Phenolextraktion  

Mit der Chloroform/Phenolextraktion wird DNA von Proteinen und anderen Ver-

unreinigungen gereinigen. 

1. Das DNA-Volumen wird auf 200 µl mit Wasser aufgefüllt. 

2. Mit 200 µl Phenol:Chloroform:Isoamylalkohol wird alles gemischt und 2 

min mit 14 000 rpm zentrifugiert. 

3. Der Überstand wird erneut mit derselben Menge Phe-

nol:Chloroform:Isoamylalkohol gevortext und zentrifugiert. 

4. Diesmal wird der Überstand mit dem Ausgangsvolumen an Chloroform 

gemischt, zentrifugiert und die wässrige obere Phase mit der DNA abge-

nommen. 

5. Der Überstand wird mit 25 µl Natriumacetat und 2,5-fachem Volumen E-

thanol bei –80 °C für 2 Stunden inkubiert. 

6. Nach 20 min zentrifugieren bei 14 000 rpm und 4 °C wird der Überstand 

abgesaugt. 

7. 800 µl Ethanol werden hinzugefügt und wieder für 20 min bei 14 000 rpm 

und 4 °C zentrifugiert. 

8. Nach dem Absaugen des Überstandes wird das Pellet getrocknet und in 

6 µl H2O gelöst. 
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2.1.7 „Fill up“ 

Für eine Ligation kann es notwendig sein, aus überhängenden Enden ein 

stumpfes Ende herzustellen. Dazu wird die T4-DNA-Polymerase verwendet. 

Ansatz: In 40 µl H2O 

4 µl Puffer 

4 µl 1mM dNTP 

1 µl BSA 

1,5 µl T4-DNA-Polymerase 

DNA-Fragment 

Der Ansatz wird 20 min bei 12 °C inkubiert und ansc hließend die Polymerase 

10 min bei 70 °C deaktiviert. 

 

2.1.8 Dephosphorylierung 

Um zu verhindern, dass bei einer Ligation sich der Vektor ohne Insert schließt, 

entfernt man die beiden Phosphatreste von den Vektorenden, welche von der 

Ligase benötigt werden. 

Ansatz:  4 µl Puffer 

 1 µl Alkalische Phosphatase 

 Vektor 

 Mit H2O auf 40 µl auffüllen 

Inkubation: 1 Stunden bei 37 °C 

Deaktivieren der Alkal. Phosphatase für 15 min bei 65 °C 

 

2.1.9 Ligation 

Die T4-DNA-Ligase verbindet zwei zusammenpassende DNA-Enden miteinan-

der (z. B. wenn beide mit demselben Restriktionsenzym geschnitten wurden 

oder stumpfe Enden haben). 

Ansatz: 1 µl 10x Ligationspuffer 

 1 µl T4-DNA-Ligase 

 Vektor (z. B. 1 µl pGemt) 
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 Insert (zB 4 µl PLP-wt-myc) 

 Mit H2O auf 10 µl auffüllen 

Inkubation über Nacht bei 12 °C 

Berechnungsformel für Vektor und Insertverhältnis: 

Menge (Insert)= 50 ng Vektor x Grösse (Insert) x 3 / Grösse (Vektor) 

 

2.1.10 Sequenzierung 

Zum Sequenzieren wird die Kettenabbruchmethode nach Sanger verwendet. 

Sie beruht auf dem Prinzip der PCR. Dem Reaktionsgemisch wird ein Primer 

zugegeben und neben Desoxyribonukleotid-triphosphaten (dNTPs) auch fluo-

reszenzmarkierte Didesoxyribonukleotid-triphosphate (ddNTPs). Die Ausgangs-

DNA kann nur in eine Richtung polymerisiert werden. Wird nun anstelle eines 

dNTPs ein ddNTP von der Polymerase eingebaut, wird der Strang nicht mehr 

fortgeführt weil kein freies 3`-Hydroxylende mehr vorhanden ist. Die Kette bricht 

ab. Nach mehreren PCR-Zyklen erhält man Fragmente unterschiedlicher Län-

ge, die elektrophoretisch aufgetrennt werden. Aus der Farbfolge des, je nach 

letztem ddNTP unterschiedlich markierten Fragments, kann die Sequenz be-

stimmt werden. 

Ansatz: 400 ng DNA 

 10 pmol Primer 

 3 µl BDT-Mix 

 in 20 µl Gesamtvolumen 

 

2.2 Vervielfältigung und Isolierung von Plasmiden i n E. coli  

2.2.1 Kultur von Bakterien 

Die Bakterien werden in LB-Medium kultiviert. Nach dem Autoklavieren des  

Mediums lässt man die Flüssigkeit abkühlen und fügt das entsprechende Anti-

biotikum hinzu. (für pGemt und pR4: Ampicillin 100µlg/µl). Das Antibiotikum se-

lektiert die transformierten E. coli-Klone. Durch ein Antibiotikum-Resistenzgen 
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auf den eingeführten Plasmiden sind die Plasmid-positiven Kolonien vor dem 

Antibiotikum geschützt, die anderen sterben ab. 

Für das Kultivieren auf Platten wird dem LB-Medium vor dem Autoklavieren 1,5 

% (w/v) Agar zugefügt. Nach dem Abkühlen auf 50 °C wird die entsprechende 

Menge Ampicillin zugegeben und die Platten gegossen. 

Die Platten werden mit den Bakterien angeimpft und über Nacht bei 37 °C inku-

biert. Für weitere Verwendung ist es möglich, sie bei 4 °C mehrere Wochen zu 

lagern. 

Flüssigkulturen werden mit einer Kolonie von einer LB-Agarplatte angeimpft und 

über Nacht bei 180 rpm (37 °C) geschüttelt. Die Kol onien werden erst in einer 

kleinen Menge (5 ml) angezogen und anschließend in größere Mediummengen 

(120ml) überführt. 

 

2.2.2 Transformation von E.coli 

Bei der Transformation kann in E.coli zellfremde DNA eingeführt werden in 

Form eines Plasmides. 

Chemokompetente Zellen (One Shot TOP10 kompetente Zellen) werden auf 

Eis aufgetaut. 2-4 µl Plasmid-DNA werden dazugegeben und 30 min auf Eis 

inkubiert. Die chemokompetenten Zellen besitzen durch gebundene Kationen 

positiv geladene Zellwände, welche die negativ geladene Plasmid-DNA binden. 

Die Bakterien werden 30 sec auf 42 °C erwärmt. Dadu rch werden die Plasmide 

in die Zelle aufgenommen. Nach 2 min auf Eis wird 300 µl LB-Medium dazupi-

pettiert und die Zellen für 1 Stunde leicht geschüttelt. Während dieser Zeit expri-

mieren die Bakterien das Antibiotikaresistenz-Gen. Die Agarplatten werden mit 

80 µl beimpft und über Nacht bei 37 °C kultiviert. 
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2.2.3 Isolierung von Plasmiden aus E. coli: Qiagen Miniprep 

Der QIAprep Spin Miniprep Kit wird zur Extraktion von Plasmid-DNA aus E.coli-

Kulturen verwendet (bis zu maximal 5 ml). 

Eine Kolonie wird über Nacht bei 37 °C geschüttelt und am nächsten Tag weiter 

verarbeitet. 

1. 4 ml Kultur werden bei 14 000 rpm für 4 min zentrifugiert und der Über-

stand verworfen. 

2. In 250 µl eiskaltem Puffer P1 werden die Zellen resuspendiert. 

3. Mit 250 µl P2 lysiert man die Bakterien (max. 5 min). 

4. Die Zelllysis wird mit 500 µl P3 gestoppt und die Proteine ausgefällt. 

5. Nach 10-minütigem Zentrifugieren bei 14 000 rpm gibt man den Über-

stand auf eine Säule (QIAprep column) und legt Vakuum an. 

6. Die an die Säule gebundene DNA wird 2 x mit 1 ml PE- Puffer gewa-

schen und anschließend noch mindestens 5 min durch das Vakuum ge-

trocknet. 

7. Die Plasmid-DNA wird mit 110 µl eluiert. 

 

2.2.4 Isolierung von Plasmiden aus E. coli: Qiagen Maxiprep 

Mit dem Qiagen Maxiprep ist es möglich, größere Mengen an Plasmid-DNA aus 

E.coli-Flüssigkulturen zu isolieren (bis zu 120 ml). 

Vorbereitend wird eine 120 ml-Kultur der gewünschten Kolonie hergestellt. 

1. Nach 15 min Zentrifugieren der Kultur mit 5 000 g bei 4 °C (Rotor GS3) 

werden die pelletierten Zellen in 10 ml Puffer P1 resuspendiert. Es soll-

ten keine Zellklumpen mehr vorhanden sein. 

2. Anschließend werden die Zellen bei Raumtemperatur mit 10 ml P2 für 5 

min lysiert. SDS löst die Phospholipide und Proteine aus der Zellmemb-

ran. NaOH denaturiert Proteine und die DNA. 

3. Das Lysat wird mit 10 ml kaltem P3 neutralisiert. Durch die hohe Salz-

konzentration fällt Kaliumdodecylsulfat aus und präzipitiert die denatu-

rierten Proteine, chromosomale DNA und andere Zelltrümmer. Die klei-
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nere Plasmid-DNA renaturiert unter neutralisierten Bedingungen wieder 

und bleibt in Lösung. 

4. Während des Abzentrifugierens der Zelldebris (30 min, 14 000 rpm, 4 °C 

im Ti 45-Rotor) äquilibriert man die Säule (QIAGEN-tip 500) mit 10 ml 

QBT- Puffer. 

5. Sofort nach Ende des Zentrifugierens wird der Überstand auf die Säule 

gegeben. Die Plasmid-DNA bindet während des Durchlaufs an die positiv 

geladene Säule. 

6. Zum Entfernen von unerwünschter Kontamination verwendet man 2 x 

jeweils 30 ml Puffer QC bevor mit 15 ml QF die DNA eluiert wird. 

7. Die DNA wird mit 10,5 ml Isopropanol ausgefällt und zentrifugiert. (35 

min, 4 °C, 14 000 rpm). Der Überstand muss vorsicht ig abgesaugt wer-

den, damit man das Pellet nicht verliert.  

8.  Nach Waschen mit 70%igem Ethanol, zentrifugieren und lufttrocknen 

wird die DNA in 200 µl TE gelöst. 

9. Zum Abschluss wird die Konzentration der DNA mit dem Photometer bei 

260 nm gemessen. 
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2.3 Klonierung der verwendeten Plasmide 

 
Tab 2.2: Klonierte Plasmide 
wt   wildtyp 
∆cys3 Mutation der ersten drei Cysteine zu Serin 
∆cys108 Mutation des Cysteins an Position 108 zu Serin 
∆leu   Mutation der ersten beiden Leucine zu Alanin 
myc  myc-Tac (EQKLISEEDL) 
jmp  jimpy-Mutation 
rsh  rumpshaker-Mutation 
  

NR INSERT IM VEKTOR PR4 

1 PLP-wt-myc 

2 DM-20-wt-myc 

3 DM20-∆cys3-myc 

4 DM20-∆cys108-myc 

5 PLP-∆cys3-myc 

6 DM20-∆cys3-∆cys108-myc 

7 PLP-∆leu-myc 

8 DM20-∆leu-myc 

9 PLP-wt 

10 PLP-rsh 

11 PLP-jmp 

 

Alle Konstrukte wurden vor der Einführung in den pR4-Vektor in pGemt kloniert. 

 

Klon PLP-wt-myc, DM-20-wt-myc, PLP-wt, PLP-jmp und PLP-rshPLP-jmp wur-

den von M.Simons hergestellt. PLP-∆cys3-myc, DM20-∆cys3-myc und DM20-

∆cys108-myc standen im Klonierungsvektor pGemt zur Verfügung. 

  

Klon 6 (DM20-∆cys3-∆cys108-myc) : 

Zuerst wurde eine PCR mit pGemt-DM20-∆cys108-myc (Primer: 16f und 

15/16rev) durchgeführt, um eine ∆cys3-Mutation einzuführen. Das aus einem 

anschließenden Gel extrahierte Produkt wurde mit pGemt ligiert und in E.coli 
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transformiert. Um die E.coli-Kolonien auszuwählen, welche ein Plasmid mit In-

sert haben, wurde erneut eine PCR durchgeführt mit denselben Primern. 

Nach der Klonierung in den pR4-Vektor und Sequenzierung fand sich eine Mu-

tation im myc-Tac. Deshalb wurden sowohl pR4-DM20-∆cys3 -∆cys108-myc (6) 

als auch pR4-DM20-∆cys108-myc (4) mit der Endonuklease Spe l geschnitten 

und das kurze Stück von 6 mit dem langen Stück von 4 (nach dessen 

Dephosphorylierung) ligiert. 

 

Klon 7 und 8 (PLP-∆leu-myc, DM20-∆leu-myc): 

Die Mutation von Leucin zu Alanin wurde mittels PCR in PLP-wt-myc und 

DM20-wt-myc eingeführt (Primer LeuAlaPLPfor und PLPMYCrev). Analog zu 

Klon 6 wurden beide Produkte in pGemt kloniert und mit erneuter PCR mit den-

selben Primern auf positive Klone gescreent. Vor der weiteren Verarbeitung 

wurde sequenziert, um die Mutationen zu bestätigen. 

 

Klonierung der Konstrukte von pGemt in pR4-Vektor: 

Die pGemt-Klone 3/4/5/7/8 wurden ebenso wie der pR4-Vektor mit BamH l ver-

daut, Klon 6 und pR4-Vektor mit BamH l und Pst l. Die geschnitten Vektoren 

mussten nach der Gelextraktion zuerst dephosphoryliert werden, bevor sie nach 

erneuter Reinigung zur Ligation mit dem jeweiligen Konstrukt verwendet werden 

konnten. Die mit den Ligationsprodukten transformierten Bakterien wurden über 

Nacht auf Agarplatten kultiviert und am nächsten Morgen gepickt. 

Mit PCR (Primer Sp6 und 15/16rev) wurden das Vorhandensein und die Rich-

tung der Inserts im Vektor geprüft.  

Die positiven E.coli-Kolonien wurden in 5 ml Elbroth über Nacht wachsen ge-

lassen und in der darauffolgenden Nacht in 120 ml Elbroth mit Ampicilin weiter-

kultiviert für die Maxi-Präparation. 
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2.4 Herstellung des rekombinantem SFV 

Die Herstellung von rekombinantem Semliki-Forester-Virus (SFV) erfolgte nach 

dem Protokoll von Liljeström und Garoff (1991). 

 

Klonierung der Konstrukte in SFV 

DM20-∆cys108-myc (4), PLP-∆cys3-myc (5), DM20-∆cys3-∆cys108-myc (6) im 

pR4-Vektor und pSFV wurden mit BamH l verdaut. pSFV wurde vor der Ligation 

mit den einzelnen Konstrukten dephosphoryliert. Die Konstrukte wurden in 

E.coli transformiert und nach einem Miniprep mit BamH l-Restriktion getestet, 

ob sie ein Insert aufgenommen hatten. Die richtige Richtung des Inserts wurde 

mit einer Restriktion mit Bgl ll bestimmt. DM-20-wt-myc (1) wurde mit EcoR l 

und BamH l geschnitten, ein Fill up durchgeführt, und mit blanden Enden an ein 

Sma l-Schnittstelle in pSFV kloniert. Mit Xma wurde auf ein Insert getestet, mit 

Bgl ll die Richtung des aufgenommen Fragmentes herausgefunden. 

PLP-wt-myc (1) und DM20-∆cys3-myc (3) wurden von M.Simons hergestellt. 

Die positiven Klone wurden mit Maxiprep weiterverarbeitet. 

 

Linearisieren von pSFV und Helfervirus 

PSFV wurde mit Nru l verdaut, der Helfervirus mit Spe l und anschließend mit 

einer Chloroform/Phenol-Extraktion gereinigt. 

 

Herstellung der RNA  

Ansatz:  5 µl Sp6-Puffer 

 5 µl Cap 

 5 µl DIT 

 5 µl rNTP 

 1,5 µl RNAsin 

 1,5 µl Sp6 RNA Polymerase 

 3 µl DNA 

 24 µl H2O 
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Der Mix wird für 1 Stunden bei 37 °C inkubiert und anschließend in flüssigen 

Stickstoff gegeben und bei –80 °C gelagert. 

 

Elektroporation in BHK 

Konfluent gewachsene BHK-Zellen werden in PBS gewaschen, trypsiniert und 

in serumhaltigem Medium aufgenommem. Das Kulturmedium wird abzentifu-

giert und die Zellen in 800 µl PBS resuspendiert. In einer Küvette werden Zel-

len, pSFV-RNA und Helfervirus-RNA zusammenpipettiert und mit 850 V und 25 

µF elektroporiert. In Kulturflaschen werden die elektroporierten Zellen 24 Stun-

den bei 37 °C und 5% CO 2 inkubiert. In dieser Zeit bilden die BHK-Zellen die 

Viren und geben diese in das Medium ab. 

 

Einfrieren der hergestellten Viren 

Nach genau 24 Stunden wird das virushaltige Medium abgenommen und bei 

1000 rpm 5 min zentrifugiert bei 4 °C. Der Überstan d wird aliquotiert und in flüs-

sigem Stickstoff eingefroren. Der Virus kann bei –80 °C gelagert werden. 

 

Alle Arbeiten mit Viren werden in einem S2-Labor durchgeführt. 

 

2.5 Zellkultur 

Alle Zellkulturarbeiten wurden unter sterilen Bedingungen an einem Laminar-

Flow-Arbeitsplatz durchgeführt. Verwendete Lösungen und Medien wurden 

entweder autoklaviert oder steril filtriert mit Millipore SteriTop. Verwendete Ma-

terialien waren steril verpackt oder wurden autoklaviert. 

BHK-Zellen (Baby-Hamster-Kidney-cells) werden in GMEM mit 5% FCS bei 37 

°C und 5% CO 2 in 250 ml-Zellkulturflaschen kultiviert.  

Oli-neu-Zellen, eine Oligodendrozytenzelllinie, wachsen in Sato-Medium mit 1% 

Horseserum versetzt bei 37 °C und 5% CO 2. Die Zellkulturflaschen, coverslips 

und 6-wells werden vor der Verwendung mit Poly-L-Lysin (PLL) beschichtet, 

damit die Oli-neu-Zellen besser adärieren können. 
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Die primären Zellkulturen wurden von G. Schulz präpariert und kultiviert nach 

dem Protokoll von Smith (1969) und Norton und Poduslo (1973). 

Für Westernblots werden die Zellen in 6-well-Platten oder in 5cm-Schalen aus-

gesät, für Immunofluoreszenz werden coverslips verwendet. 

 

2.5.1 Zellen auftauen 

Die Zellen werden bei 37 °C aufgetaut und sofort in  10 ml vorgewärmtes Medi-

um überführt. Anschließend zentrifugiert man 5 min bei 1000 rpm, nimmt den 

Überstand ab und resuspendiert die Zellen in 5 ml neuem Medium. 

Die Zellen werden auf zwei vorher vorbereitete Zellkulturflaschen verteilt und in 

den Inkubator gestellt. 

 

2.5.2 Zellen passagieren 

Wenn die Zellen konfluent sind, müssen sie geteilt werden, um zu verhindern, 

dass sie übereinander wachsen. 

Für Oli-neu-Zellen werden zuerst Kulturflaschen mit PLL beschichtet: 

Dazu müssen die Flaschen mindestens eine halbe Stunde mit 5 ml PLL inku-

biert und anschließend 2 x mit sterilem PBS gewaschen werden. 18 ml Medium 

werden eingefüllt und zum Äquillibrieren in den Inkubator gestellt.  

Bei den zu teilenden Oli-neu-Zellen wird das alte Sato abgesaugt, mit PBS ge-

waschen und 2 min bei Raumtemperatur mit Trypsin low inkubiert. Mit dem Mik-

roskop kontrolliert man, ob sich die Zellen vom Boden gelöst haben und inhi-

biert dann das Trypsin mit 8 ml DMEM mit 10% FCS. Die Zellen werden ab-

zentrifugiert (5 min bei 1000 rpm) und in 10 ml Sato resuspendiert. In die neuen 

Flaschen werden sie 1:5 oder 1:10 verdünnt wieder ausgesät. 

Bei BHK-Zellen wird ebenso zuerst das alte Medium abgesaugt, mit PBS gewa-

schen und 2 ml Trypsin zugegeben. Zum Ablösen werden sie für 5 min in den 

Inkubator gestellt, bevor sie in 8 ml GMEM mit 5% FCS verdünnt werden. 

Die Zelldichte wird mit einer Neubauer-Zählkammer bestimmt und in Flaschen 

600 000 bis 900 000 Zellen ausgesät, in 12-wells 30 000 bis 90 000 Zellen. 
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2.5.3 Zellen einfrieren 

Wenn die Zellen konfluent in einer Kulturflasche gewachsen sind, wird das Me-

dium abgesaugt und die Zellen mit PBS gewaschen. Zugegebenes Trypsin löst 

die Zellen vom Boden. Dann werden sie mit 8 ml DMEM/10%FCS 5 min bei 

5000 rpm zentrifugiert. Der Überstand wird abgenommen und auf Eis weiterge-

arbeitet: die Zellen werden in 2 ml Freezing-Medium aufgenommen und jeweils 

1 ml in Kryoröhrchen überführt. Die Zellen werden langsam auf –80 °C abge-

kühlt ( In einer Styroporbox) und nach einiger Zeit in flüssigem Stickstoff gela-

gert.  

 

2.5.4 Transfektion von BHK-Zellen 

Es gibt mehrere unterschiedliche Methoden, Fremd-DNA in eukaryonte Zellen 

einzuschleusen. Für die BHK-Zell-Transfektion wählten wir die Liposomen-

vermittelte Transfektion mit Fugene. 

Die Zellen lässt man bis zur gewünschten Dichte wachsen. Pro well pipettiert 

man 3 µl Fugene in 100 µl Optimem und fügt als letztes 1 µg DNA hinzu, mischt 

alles vorsichtig und inkubiert den Ansatz bei Raumtemperatur für 20 min. In 

dieser Zeit bilden sich Liposomen-DNA-Komplexe. Das Verhältnis von DNA zu 

Fugene sollte 1:2,5-3 betragen. Für Ko-Transfektionen wurden 6 µl Fugene und 

jeweils 1 µg DNA verwendet, für Westernblots 2 µg DNA und 6µl Fugene. Nach 

der Inkubationszeit werden 100 µl von dem Gemisch in jedes 12-well gegeben. 

Ein Teil der Zellen nimmt Plasmide auf und exprimiert das Gen. Nach 24 Stun-

den werden die Zellen weiterverarbeitet. 

 

2.5.5 Transfektion von Oli-neu-Zellen 

Nach mehren Vorversuchen mit Elektroporation entschieden wir uns, Oli-neu-

Zellen aufgrund der höheren Transfektionseffizienz mit Semliki-Forest-Virus zu 

infizieren. 
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Für Immunofluoreszenz: 

Die coverslips werden auf Parafilm gelegt und jeweils mit 100 µl 1:5 in Sato 

verdünntem Virus 1h im Inkubator infiziert. Anschließend werden die coverslips 

wieder zurück in das ursprüngliche 12-well mit dem alten Sato gebracht, das in 

der Zwischenzeit auch im Inkubator gelagert wird. 

Nach 12 Stunden beginnt die Immunofluoreszenz. 

 

Für Westernblot: 

Für Westernblots werden Zellen in 5 cm-Schalen verwendet. Das Medium wird 

abgenommen. Der SFV wird 1:5 verdünnt in dem abgenommen Sato und je-

weils 2 ml davon in jede Schale gegeben. Wieder inkubiert man 1 Stunde und 

nach Entfernen des Virus´ fügt man 2 ml altes und 2 ml neues Sato zu den Zel-

len. Nach 12 Stunden beginnen die CHAPSextraktion und der Westernblot. 

  

2.6 Analyse von Proteinen 

2.6.1 Immunfluoreszenz 

Mit der indirekten Immunfluoreszenz kann man Proteine innerhalb von Zellen 

nachweisen und lokalisieren. Antikörper, die (möglichst) spezifisch an ein Epi-

top innerhalb des gesuchten Proteins binden, werden mit einem zweiten Anti-

körper markiert. An den Sekundärantikörper ist ein Fluorochrom gekoppelt. Die-

ses kann in der Fluoreszenzmikroskopie sichtbar gemacht werden. Das Fluo-

rochrom absorbiert Licht einer bestimmten Wellenlänge (z. B. UV-Licht) und 

emittiert Lichtenergie als Licht anderer Wellenlänge. 

Die Zellen werden auf coverslips kultiviert, transfeziert und nach 12 Stunden 

(Oli-neu-Zellen) bzw. nach 24 Stunden (BHK-Zellen) für die Immunflureszenz 

verwendet. 

1. Die Zellen werden 2 x kurz in PBS gewaschen. 

2. Mit 500 µl 4%-Paraformaldehyd in PBS werden die Zellen 15 min fixiert 

und wieder 3 x kurz in PBS gewaschen. 
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3. Das Permeabilisieren erfolgt mit 0,1% Triton X-100 für 2 min bei Raum-

temperatur. Dieser Schritt ist wichtig, damit die Antikörper in die Zelle 

penetrieren können. Das Detergens wird mit PBS ausgewaschen. 

4. Unspezifische Antikörperbindungsstellen werden mit 100 µl Blocklösung 

abgesättigt (30 min bei Raumtemperatur). 

5. Nun erfolgt die Inkubation mit dem/den in 10%-iger Blocklösung verdünn-

ten Primärantikörper(n) für 1 Stunde bei Raumtemperatur. 

6. Bevor mit dem Sekundärantikörper angefärbt wird (1 Stunde bei Raum-

temperatur, Antikörper verdünnt in 10%-iger Blocklösung), müssen alle 

nicht gebundenen Primärantikörper entfernen werden (dreimal jeweils 5 

min PBS waschen). 

7. Nach 3 x waschen mit PBS für 5 min werden die Deckgläschen in Moviol 

eingebettet. Am nächsten Tag werden die Zellen im Mikroskop analy-

siert, wenn das Moviol getrocknet und polymerisiert ist. 

 

Tab. 2.3: In der Immunfluoreszenz verwendete Primär - und Sekundäranti-

körper  

Name Verdünnung  

myc 1:500 monoklonal 

P6 1:1000 polyklonal 

Calnexin 1:200 polyklonal 

O10 1:50 monoklonal 

α-actinin 1:100 polyklonal 

MOG 1:300 monoklonal 

 

α-mouse-cy2 1:500 

α-mouse-cy3 1:1000 

α-mouse-FITC 1:200 

α-rabbit-cy2 1:500 

α-rabbit-cy3 1:2000 
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Ko-Färbungen: 

Um Interaktionen zwischen unterschiedlichen Proteinen zu analysieren oder um 

genauer definierte Lokalisation herauszufinden, wird eine Kofärbung mit unter-

schiedlichen Antikörpern durchgeführt. Man macht sich dabei zunutze, dass der 

Primärantikörper in unterschiedlichen Tieren generiert werden kann. Die Se-

kundärantikörper sind spezifisch für Antikörper der jeweiligen Spezies (z. B. 

Maus und Kanninchen) und werden mit unterschiedlichen Fluorochromen ge-

koppelt (z. B. cy3 und Fitc). Mit verschiedenen Filtern können nun die jeweiligen 

Proteine getrennt angeschaut werden. 

 

Aktinfärbung: 

Für Aktinfärbung wird ein etwas abgeändertes Protokoll verwendet: 

Die Zellen werden nur 10 min fixiert und eine andere Blocklösung verwendet 

(2% FCS/1%BSA in TBS). Die Antikörper werden in 100 % Blocklösung ver-

dünnt und dazwischen mit TBS gewaschen. Vor dem Einbetten in Moviol wer-

den die Zellen 45 min bei Raumtemperatur mit 1:50 verdünntem Phalloidin-

Rhodamin inkubiert. 

 

Dextranfärbung: 

Mit Dextran werden Endosomen und Lysosomen angefärbt. Die Zellen werden 

vor der Immunfluoreszenz 2 Stunden mit 1:20 verdünntem Dextran-Rhodamin 

in Kulturmedium vorbehandelt bei 37 °C und 5% CO 2 . 

 

Filipin-Färbung:  

Cholesterin lässt sich mit Filipin darstellen. Filipin wird 1:5 in PBS verdünnt ein-

gesetzt und die Zellen 20 min inkubiert. Anschließend werden die Zellen gewa-

schen und eingebettet. 

 

O10-Färbung: 

Der O10-Anti-PLP-Antikörper bindet nur an PLP, das sich an der Oberfläche 

der Zelle befindet. O10-Antikörper wird nach 2 x waschen der Zellen mit PBS 

für 45 min auf die Zellen gegeben (1:50 in 0,1%-igem BSA/PBS). Die Inkubation 
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muss auf Eis durchgeführt werden, um Endozytose zu verhindern. Anschlie-

ßend wird 3 x für 5 min mit kaltem PBS gewaschen und die Zellen auf Eis fi-

xiert. Nach erneutem Waschen werden die Zellen bei Raumtemperatur mit dem 

zweiten Antikörper gefärbt. (Anti-Maus-IgM). 

 

2.6.2 Gewinnen von Zelllysat 

Zellen werden in 6-well-Platten, 3 oder 5 cm-Schalen kultiviert und transfeziert. 

Nach 12/24 Stunden werden die Zellen mit PBS gewaschen, mit 100 µl Ly-

sispuffer (mit Proteaseinhibitor) gekratzt und in ein Eppendorffgefäß überführt. 

Nach 10-minütiger Inkubation auf Eis werden die Zellkerne abzentrifugiert (2 

min, 3 000 rpm, 4 °C) und mit dem Überstand weiter gearbeitet. 

 

2.6.3 CHAPS-Extraktion 

Die Zellen werden in 5 cm–Schalen kultiviert. Zuerst werden die Zellen gewa-

schen, in 50 µl TE-Puffer auf Eis gekratzt und in ein Eppendorfgefäß überführt. 

Nun wird ein Zehntel des erhaltenen Volumens 10-fach-CHAPS-Lösung zuge-

geben. (Endkonzentration 20 mM). Nach 30 min Extraktionszeit bei 4 °C und 

vorsichtigem Schütteln wird die CHAPS-lösliche Fraktion von dem unlöslichen 

Anteil durch Zentrifugieren für 30 min bei 4°C und 13 000 rpm getrennt. Der 

Überstand wird abgenommen und entspricht dem löslichen Anteil, das Pellet 

enthält die unlösliche Fraktion und Zellkerne. Zum Überstand wird soviel 

10%iges SDS gegeben, dass die SDS-Endkonzentration 1% beträgt. Das Pellet 

wird im gleichen Volumen wie der Überstand mit 1%igem SDS resuspendiert. 

Die DNA im Pellet muss mit einer gelben Pipette dann mit einer Kanüle (22G) 

durch jeweils 20 x aufziehen zerstört werden.  

  

2.6.4 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE ) 

Mit der SDS-PAGE werden Proteingemische nach ihrer Größe aufgetrennt. Die 

SDS-PAGE ist eine denaturierende, diskontinuierliche Elektrophorsemethode 

bei der das Polyacrylamidgel aus zwei Anteilen besteht. Im oberen weitporigen 
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Sammelgel werden die Proteine fokussiert und im engmaschigen Trenngel 

nach ihrer Grösse aufgetrennt. Die Eigenladung der Proteine wird durch anioni-

sche Detergens SDS überdeckt und hat somit keinen Einfluss auf die Wander-

strecke der Proteine im elektrischen Feld. 

Die Proben werden mit Lämmlipuffer für 10 min auf 55 °C (P6) oder 5 min 95°C 

(MOG) erwärmt, wobei das DTT Disulfidbrücken spaltet und die Struktur durch 

SDS denaturiert wird. Die gegossenen Gele werden in die Elektrophoresekam-

mer gespannt und mit Puffer bedeckt. Nach dem Aufladen der vorbehandelten 

Proteine werden etwa 100 V angelegt, um während der Wanderung durch das 

Sammelgel eine gute Fokussierung zu erreichen. Im Trenngel kann die Span-

nung erhöht werden (auf 200 V). Um das Molekulargewicht abschätzen zu kön-

nen, wird gleichzeitig ein Proteinstandard mit aufgetrennt.  

Gele giesen : Die Glasplatten werden mit Ethanol gereinigt und in die Vorrich-

tung gespannt. Das Trenngel wird pipettiert. Temed und APS werden als letztes 

zugegeben, weil sie die Polymerisierungsreaktion starten. Nachdem man das 

Trenngel zwischen die Platten gefüllt hat, wird es mit Isopropanol überschichtet. 

Das Gel polymerisiert innerhalb der nächsten Stunde. Das Isopropanol wird 

entfernt und das Sammelgel eingefüllt. 

Die Gele können bei 4 °C für maximal eine Woche gel agert werden.  

 

12-%iges Trenngel: Wasser 16,5 ml 

 30% Acrylamid-Mix 20 ml 

 1,5 M Tris pH 8,8 12,5 ml 

 10 % SDS 500 µl 

 10 % APS 500 µl 

 Temed 20 µl 

Sammelgel: Wasser 14 ml 

 30% Acrylamid-Mix 3,3 ml 

 1 M Tris pH 6,8 2,5 ml 

 10 % SDS 200 µl 

 10 % APS 200 µl 

 Temed 20 µl 
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2.6.5 Westernblot 

Die mit SDS-PAGE aufgetrennten Proteine werden auf Nitrozellulose-oder 

PVDF Membranen transferiert und immobilisiert. Der Transfer erfolgt in einem 

Wetblotsystem für 2 Stunden bei 200 mA mit folgendem Aufbau: Schwamm, 

zwei in Transferpuffer getränkte Whatmanpaper, Membran (PVDF-Membran 

wird vorher in Methanol getränkt), Gel, zwei nasse Whatman-Papiere, 

Schwamm. Zwischen Membran und Gel dürfen sich keine Luftblasen befinden, 

um die Übertragung nicht zu stören. Im mit Blotpuffer gefüllten Tank wird die 

Seite mit der Membran an die Anode gelegt, das Gel befindet sich an der Ka-

thode. Die Proteinbanden färbt man anschließend 2 min mit Ponceau-S-Lösung 

an. Durch Waschen mit destilliertem Wasser wird die Membran wieder entfärbt. 

Mit 5%-iger Milchpulverlösung (30 min Raumtemperatur) werden unspezifische 

Bindungsstellen abgesättigt. Über Nacht wird der Blot mit dem Primärantikörper 

in Milchlösung bei 4 °C inkubiert. Nachdem man jewe ils 10 min mit TBS/TBS-

T/TBS gewaschen hat, wird der in Milchpulverlösung verdünnte Sekundäranti-

körper für eine Stunde bei Raumtemperatur dazugegeben. Wieder wird für 10 

min mit TBS, 10 min TBS-T und 2 x 5 min TBS gewaschen. An den Sekundä-

rantikörper ist eine Meerrettich-Peroxidase gebunden, mit deren Hilfe man die 

Proteinbande detektiert. Dazu werden die beiden ECL-Reagenzien zu gleichen 

Teilen auf die Membran gegeben. Peroxidase spaltet Peroxid unter Bildung 

hochreaktiver Sauerstoffradikale, welche Luminol (ein Chromogen) oxidieren. 

Mit der vom angeregten Luminol emittierten Chemiluminiszenz wird ein Rönte-

genfilm belichtet und entwickelt. 

 

Tab. 2.4:  Im Westernblot verwendete Primär- und Sekundärantik örper  

P6 (gegen PLP) 1:1000 polyklonal 

myc 1:1000 monoklonal 

MBP 1:2000 monoklonal 

MOG 1:2000 monoklonal 

α-Kanninchen IgG HRP 1:5000 

α-Maus IgG HRP 1:5000 
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2.6.6 Ko-Immunopräzipitation 

Für die Ko-Immunopräzipitation werden primäre Oligodendrozyten bzw transfe-

zierte BHK-Zellen in 5 cm-Schalen kultiviert und ein Zelllysat mit 1,2% NP-40, 

1,2% Triton X-100, 0,1% SDS, 50 mM Tris (pH 7,5) mit 10 µg/µl Chymostatin, 

Leupeptin, Anti-Papain und Pepstatin hergestellt. Das Lysat wird 5 min bei 

3.000 rpm zentrifugiert, um die Zellkerne zu entfernen. Zum Überstand werden 

der entsprechende Antikörper in einer Verdünnung 1:100 gegeben (MOG oder 

P6) und Protein A-Sepharose bzw. A/G-Agarose. Über Nacht wird der Ansatz 

bei 4°C über Kopf geschüttelt. Zum Waschen wird zue rst zentrifugiert (Agarose: 

13000 rpm, 2 min; Sepharose 3000 rpm 2 min), dann der Überstand mit einer 

ausgezogenen Pipettenspitze abgesaugt, 500 µl Waschpuffer dazugegeben 

und gevortext (alles auf Eis, um Proteolyse zu vermeiden). Die ersten zwei 

Waschschritte erfolgen mit dem Puffer, mit dem lysiert wurde (mit 0,5 M NaCL), 

dann mit 150 mM NaCl und 50 mM Tris (pH 7,5) und zuletzt mit 50 mM Tris (pH 

7,5). Die Proben werden in 30 µl Lämmli-Puffer aufgenommen und bei 55°C 10 

min gekocht bzw. bei 95°C 5 min und anschließend mi t SDS-PAGE aufgetrennt 

und ein Westernblot mit den jeweiligen Antikörpern durchgeführt. 
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2.7 Verwendete Puffer und Medien 

LB-Medium 20 g/l LB Broth Base 
50x TAE-Lösung 40 mM Tris 
 20 mM Natrium-Acetat 
 1 mM EDTA 
 pH mit Eisessig auf 7,5 einstellen  
6x Ladepuffer 0,2 %Bromphenolblau 
 60 % Glycerin 
 60 mM EDTA 
Insulin-Lösung 0,1 g Insulin 
 200 µl 1 N HCl 
 in 10 ml Wasser 
Putrescine-Lösung 0,161 g Putrescine in 10 ml Wasser 
Progesteron-Lösung 0,062 g in 100 ml 96% Ethanol 
Tri-Iodo-Thyrodin-Lösung 0,034 g TIT in 10 ml 96 % Ethanol 
Na-Selenit-Lösung 0,052 g Selenit in 10 ml PBS 
 davon 100 µl in 9,9 ml PBS 
L-Thyroxin-Lösung 0,062 g L-Thyroxin 
 0,104 g NaOH  
 14 ml 70 % Ethanol 
 6 ml Wasser 
Gentamicin-Lösung 100 mg in 2 ml PBS 
Apo-Transferrin-Lösung 50 mg in 10 ml Wasser 
Sato+1 % HS in 500 ml DMEM: 
 500 µl Insulin-Lösung 
 500 µl Putrescine-Lösung 
 50 µl Progesteron-Lösung 
 50 µl TIT-Lösung 
 370 µl Na-Selenit-Lösung 
 65 µl L-Thyroxin-Lösung 
 250 µl Gentamicin-Lösung 
 1 ml Apo-Transferrin-Lösung 
 5 ml inaktiviertes Pferdeserum (HS) 
 pH auf 6,95 mit konz. HCl einstellen 
 steril filtrieren 
Trypsin-Lösung 1 ml 1 M Hepes 
 1 ml Penicillin-Streptomycin-Zusatz 
 100 ml Trypsin-EDTA 
 Aliquots werden bei –20 °C gelagert 
Trypsin low 0,01 % Trypsin 
 0,02 % EDTA 

(Trypsin-Lösung 1:5 verdünnen + 8 mg EDTA für 
50 ml Trypsin low) 

PBS 8 g NaCl 
 0,2 g KCl 
 1,44 g Na2HPO4 • 7 H2O 
 0,24 g KH2PO4 
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 in 1 l Wasser 
 pH auf 7,4 einstellen  
Blocklösung für IF 2 % fötales Kälberserum (FCS) 
 3 % Rinderserum-Albumin 
 0,2 % Fischgelatine 
 in PBS 
Einbettmedium 2,4 g Mowiol 
 6 g Glycerin 
       10 min rühren 
 6 ml Wasser 

        Über Nacht stehen lassen 
 12 ml 0,2 M Tris pH 8,5 
        10 min bei 50 °C 
 2,5 % DACO ( bei 37 °C) 
        15 min zentrifugieren bei 5 000 g  
 Aliquots werden bei –20 °C gelagert 
Lysispuffer 1 % NP-40 
 50 mM Tris-HCl 
 150 mM NaCl  
 2 mM EDTA 
 pH auf 7,5 einstellen 
TE 10 mM Tris-HCL pH 8,0 
 1 mM EDTA 
10x Laufpuffer (SDS-PAGE) 0,25 M Tris 
 1,92 M Glycin 
 1 % SDS 
4x Lämmlipuffer 8 % SDS 
 200 mMTris-HCL pH 6,8 
 40 % Glycerin (v/v) 
 0,1 % Bromphenolblau 
 10 % β-Mercaptoethanol oder DTT 
Transferpuffer (Westernblot) 20 mM Tris 
 150 mM Glycin 
 0,02 % SDS 
 20 % Methanol  
Ponceau-S-Lösung 0,2 % (w/v) Ponceau S 
 3 % TCA (w/v) in Wasser 
10x TBS 100 mM Tris 
 1,5 M NaCl 
 pH mit konz. HCl auf 7,2 einstellen  
TBS-T TBS mit 0,05 % Triton X-100 
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2.8 Chemikalien und sonstige Verbrauchmaterialien 
30% Acrylamid-Mix Invitrogen 
Agar Serva 
Ampicillin Roche 
β-Cyclo-Dextrin Sigma  
β-Mercaptoethanol Sigma 
CHAPS Sigma  
Chemokompetente E.coli Invitrogen 
Dextran-Rhodamin Molekular Probes 
DMEM Invitrogen 
DNA-Leiter NEB 
ECL Amersham Pharmacia 
Ethanol Merck 
Ethidiumbromid Fluka 
EDTA Sigma 
FCS PAA Laboratories GmBH 
Filipin Sigma 
FuGene Roche Molecular Biochemicals 
Glutamin GIBCO-BRL 
Glycerin Merck 
GMEM GIBCO-BRL 
Hyperfilm Amersham Pharmacia 
Isopropanol Riedel  
Mowiol Calbiochem 
Natriumdodecylsulfat (SDS) Serva 
Nitrozellulosemembran Schleicher & Schuell 
Nonidet P 40 (NP40) Fluka 
Penicillin GIBCO-BRL 
Phalloidin-Rhodamin Molekalur Probes 
Poly-L-Lysin Sigma 
Ponceau S Merck 
Primer MWG-AG Biotech 
Protease-Inhibitor-Cocktail Roche 
Protein A- Sepharose Roche 
QIAquick Gel Extraction Kit Qiagen 
QIAquick PCR Purification Kit Qiagen 
QIAprep Spin Miniprep Kit Qiagen 
QIAgen Maxiprep Kit Qiagen 
Restriktionsenzyme NEB 
Rinderserum-Albumin (BSA) Calbiochem 
Steritop Millipore 
Streptomycin GIBCO-BRL 
Temed Roth 
TritonX100 Serva 
Trypsin Sigma 
Whatman Paper Multimed 
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2.9 Antikörper 

Primärantikörper:   
Monoklonal: 
α-myc Sigma  
MOG (Klon 8-18C5) Bereitgestellt von C. Linnington  
O10 Bereitgestellt von Kuhlmann-Krieg (1988) 
MBP Bereitgestellt von C. Linnington 
Polyklonal: 
P6 (gegen den  Bereitgestellt von C. Linnington 
      C-Terminus von PLP) 
Calnexin Bereitgestellt von Molinari und Helenius 
α-Aktinin Sigma 
 
Sekundärantikörper: 
für Westernblot: 
α-mouse-HRP Amersham Pharmacia 
α−rabbit-HRP Amersham Pharmacia 
für Immunfluoreszenz: 
α-mouse-FITCS/CY2/CY3 Dianova 
α-rabbit-CY2/CY3 Dianova 
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3 Ergebnisse 

3.1 Die Bedeutung der Palmitoylierung von PLP in se iner Pro-
tein-Lipid-Interaktion  

3.1.1 Klonierung der PLP/DM20-Konstrukte 
 
Es sind bereits mehrere Signale für die Sortierung von Proteinen in Rafts und 

damit in bestimmte Membrandomänen bekannt: GPI-Anker, dicht nebeneinan-

derliegende Palmitoylierung, Transmembrandomänen oder die Bindung an 

Cholesterin. PLP besteht aus vier Transmembrandomänen und ist an mehreren 

Stellen palmitoyliert (Position 5, 6, 9, 108, 138 und 140). Um zu untersuchen, 

ob die Palmitoylierung von PLP eine Rolle in der Assoziation mit „Myelinrafts“ 

und damit in seiner Sortierung spielt, wurden verschiedene Palmitoylierungs-

defiziente PLP/DM20-Konstrukte hergestellt. PLP enthält insgesamt sechs 

Zysteine, die kovalent an Fettsäuren gebunden sind. DM20, der kurzen Form 

von PLP, fehlen die Aminosäuren von Position 116 bis 150 und somit zwei der 

palmitoylierten Zysteine.  

In dieser Arbeit wurden die Zysteine nun an unterschiedlichen Positionen durch 

Serine ersetzt, um eine Thiolbindung mit Palmitoylsäure zu verhindern. Serin 

wurde aufgrund seiner Ähnlichkeit zu Zystein gewählt (der einzige Unterschied 

besteht in einer OH-Gruppe anstelle der SH-Gruppe), um mit den Mutationen 

die Struktur von PLP so wenig wie möglich zu ändern.  

 

Folgende sechs Konstrukte wurden hergestellt (siehe Abb. 3.1): 

Bei Konstrukt 1 und 2 handelt es sich jeweils um die Wildtyp-Formen von PLP 

und DM20, denen ein myc-Tag angehängt wurde, um sie von endogenem 

PLP/DM20 zu unterscheiden.  

Bei Konstrukt 3 (DM20-∆cys3-myc) und 5 (PLP-∆cys3-myc) wurden die ersten 

drei Zysteine mit PCR durch Serine ersetzt, zunächst in den Klonierungsvektor 

pGemt eingefügt und anschließend in den Expressionsvektor pR4 und in SFV 

kloniert.  
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1 PLP-wt-myc

2 DM20-wt-myc

3 DM20-∆cys3-myc

4 DM20-∆cys108-myc

5 PLP--∆cys3-myc

6 DM20-∆cys3-∆cys108-myc

PLP-spezifisch
Myc-Tag
Mutation von Cystein nach Serin

myc

myc

myc

myc

myc

myc

myc

 
Abb. 3.1: Hergestellte Konstrukte 
Folgende Plasmide wurden verwendet: PLP-wildtyp und DM20-wildtyp, jeweils mit ei-
nem myc-Tag versehen, um die transfezierten Proteine vom endogenen PLP/DM20 zu 
unterscheiden. Außerdem wurden vier veränderte Konstrukte der beiden Proteine klo-
niert: Bei ∆cys3 wurden die ersten drei Zysteine in Serine geändert, bei ∆cys108 das 
Zystein an Position 108. DM20-∆cys3−∆cys108-myc besitzt keine Zysteine mehr, an 
die eine Palmitoylsäure binden könnte. 
 
 

In Konstrukt 4 (DM20-∆cys108-myc) wurde die Aminosäure an Position 108 mit 

PCR so verändert, dass ein Serin entsteht. Dem Konstrukt 6 (DM20-∆cys3- 

∆cys108-myc) fehlen alle vier Zysteine, an die eine Palmitoylsäure binden 

könnte. Alle Konstrukte wurden zuerst im Klonierungsvektor pGemt hergestellt 

und anschließend mittels Restriktionsverdau und Ligation in den Expressions-

vektor pR4 und Semliki-Forest-Virus kloniert.  

Der Semliki-Forest-Virus ist ein Einzelstrang-RNA-Virus aus der Familie der 

Togaviridae. Das abgeänderte SFV-Expressionssystem wird häufig verwendet, 

um heterologe Proteine in eukaryonten Zellen zu exprimieren. Der Vorteil ist, 

dass man eine hohe Transfektionseffizienz erreicht, Proteine überexprimieren 

kann und z. B. auch primäre Zellen oder Zelllinien, die mit anderen Transfekti-

onsmethoden nicht zugänglich sind, gut infizieren kann. Das Expressionssys-

tem setzt sich zusammen aus einem Expressionsvektor und einem Helferplas-

mid. Der Expressionsvektor besteht aus der defekten cDNA von SFV ohne des-
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sen Strukturproteine. Hinter den Promotor wird die DNA des gewünschten Pro-

teins kloniert. Das Helferplasmid wird von den SFV Strukturproteinen und einem 

SP6-Promotor gebildet. Das Helferplasmid und der Expressionsvektor werden 

zunächst linearisiert, anschließend in vitro in die RNA transkribiert und schließ-

lich in eukaryonte Zellen kotransfeziert, die rekombinantes SFV ins Medium 

abgeben. 

 

3.1.2 Expression der Konstrukte in BHK 
 
Um sicherzustellen, dass alle Konstrukte exprimiert werden, wurden zunächst 

BHK-Zellen mit dem pR4-Vektor transfeziert, nach 24 Stunden ein Zelllysat her-

gestellt und anschließend ein Westernblot mit dem monoklonalen myc-

Antikörper durchgeführt. BHK-Zellen sind eine Fibroblastenzelllinie, die keine 

endogenen Myelinproteine bilden und leicht mit Fugene zu transfezieren sind.  

Bei 20 bzw. 24 kDa waren Banden zu sehen, die den Grössen von PLP und 

DM20 entsprachen. Als Negativkontrolle wurde ein nicht transfeziertes Zelllysat 

verwendet. 

 

 

 
Abb. 3.2: Westernblot mit den sechs Plasmiden in tr ansfezierten BHK-Zellen  
BHK-Zellen wurden mit den sechs Plasmiden transfeziert, ein Zelllysat hergestellt und 
ein Westernblot mit myc-Antikörper und anschließendem Anti-Mouse-Antikörper 
durchgeführt. Konstrukte 1 und 5 sind PLP-Plasmide, die auf der Höhe von 24 kDa 
wandern. 2,3,4 und 6 sind DM20-Konstrukte, die sich etwa auf der Höhe von 22 kDa 
befinden (siehe Abb. 3.1). Nummer 7 ist die Negativkontrolle mit untransfezierten Zel-
len.  
 

Die Ergebnisse der Immunfluoreszenz zeigten ebenso wie der Westernblot, 

dass alle sechs Konstrukte exprimiert werden (siehe Abb. 3.3). Für den Versuch 

wurden BHK-Zellen mit den sechs Plasmiden transfeziert und nach 24 Stunden 

immungefärbt. Nicht transfezierte Zellen dienten als Negativkontrolle.  
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Abb. 3.3 Immunfluoreszenz mit den sechs Plasmiden i n BHK-Zellen 
Die sechs Konstrukte wurden in BHK-Zellen transfeziert und nach 24 Stunden immun-
gefärbt. myc-Antikörper wurde als Primärantikörper verwendet, Anti-mouse-cy3 als 
Sekundärantikörper. Eine Negativkontrolle mit nicht-transfezierten Zellen zeigte keine 
Färbung. Bilder 1 und 5 zeigen wieder die PLP-Konstrukte, Bilder 2, 3, 4 und 6 die je-
weiligen DM20-Konstrukte. 
 

3.1.3 Lokalisation der unterschiedlichen PLP-Mutant en in BHK-
Zellen  

In der Immunfluoreszenz (siehe Abb. 3.3) fand sich eine unterschiedliche Ver-

teilung der Mutanten innerhalb der Zelle. Die genaue Verteilung der unter-

schiedlichen Konstrukte innerhalb der Zelle wurde nun mit Ko-Färbungen unter-

sucht, um Differenzen zwischen den Mutationen in der Sortierung auf morpho-

logischer Ebene zu erkennen. 

Dazu wurden BHK-Zellen transfeziert und 24 Stunden später die Versuche 

durchgeführt. Für die Darstellung der PLP/DM20-Konstrukte wurde der mo-

noklonale myc-Antikörper verwendet und zusätzlich einzelne Zellkompartimente 
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mit spezifischen Markern angefärbt. Calnexin ist ein Marker für das ER, wäh-

rend mit Dextran das Endosomale/Lysosomale System sichtbar gemacht wer-

den kann. Das Antibiotikum Filipin färbt Cholesterin. Oberflächliches PLP wird 

mit dem O10-Antikörper gezeigt.  

Es fand sich folgende Verteilung (siehe Tab. 3.1): PLP-wt-myc (Konstrukt 1) 

und DM20-wt-myc (Konstrukt 2) sind wie erwartet in Endosomen, Lysosomen 

und an der Zelloberfläche zu finden und kolokalsieren außerdem mit Choleste-

rin. Die myc-„getaggte“ Form von PLP und DM20 zeigte eine ähnliche Vertei-

lung wie die nicht-„getaggte“ Form. Damit konnte ausgeschlossen werden, dass 

der myc-Tag den Transport beeinträchtigt. DM20-∆cys108-myc (Konstrukt 4) 

und PLP-∆cys3-myc (Konstrukt 5) kolokalsieren genau wie die Wildtyp-Formen 

mit Dextran und Filipin und konnten mit dem O10-Antikörper an der Oberfläche 

angefärbt werden. Im Gegensatz dazu bleibt DM20-∆cys3-myc (Konstrukt 3) im 

ER und wird nicht weitertransportiert. Das ER sieht verändert aus: Es verliert 

seine retikuläre Struktur und stellt sich flächig dar. DM20-∆cys3-myc zeigt kei-

nerlei Kolokalsierung mit den anderen Markern. Dagegen wird DM20-∆cys3-

∆cys108-myc (Konstrukt 6) bis an die Oberfläche transportiert und ist ebenfalls 

in Endosomen und Lysosomen nachzuweisen. 

Diese Ergebnisse weisen darauf hin, dass die N-terminale Palmitoylierung von 

DM20 für die Faltung des Proteins entscheidend ist. Erstaunlicherweise kommt 

es jedoch durch die Entfernung einer zusätzlichen Palmitoylierungstelle 

(cys108) wieder zu einer korrekten Faltung. 
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Tab. 3.1: Verteilung der PLP/DM20-Proteine in trans fezierten BHK-Zellen 
BHK-Zellen wurden transfeziert und nach 24 Stunden mit myc-Antikörpern und einem 
jeweiligen anderen Primärantikörper angefärbt bzw. mit anderen Reagenzien inkubiert, 
um mögliche unterschiedliche Lokalistionen der jeweiligen Proteine innerhalb der Zelle 
zu untersuchen. Für das ER wurden Calnexin-Antikörper verwendet. Filipin färbt Cho-
lesterin an und wurde nach Fixation und Inkubation mit Primär- und Sekundärantikör-
per für 20 min den Zellen zugesetzt. Der O10-Antikörper zeigt PLP/DM20 an der Zell-
oberfläche. Für die Darstellung des endozytischen Kompartimentes wurden die Zellen 
vor dem Fixieren für zwei Stunden mit Dextran inkubiert.  
+ : Kolokalsierung 
- : Keine Kolokalsierung 
∆cys3 / ∆cys108: Mutation an der jeweiligen Position von Zystein nach Serin 
myc: angehängter myc-Tag 
wt: Wildtypform der Proteine 
 

 Dextran Calnexin O10 Filipin 

1 PLP-wt-myc + - + + 

2 DM20-wt-myc + - + + 

3 DM20-∆cys3-myc - + - - 

4 DM20-∆cys108-myc + - + + 

5 PLP-∆cys3-myc + - + + 

6 DM20-∆cys3-∆cys108-myc + - + + 

 
 

3.1.4 CHAPS-Extraktion in Oli-neu-Zellen 

Um zu untersuchen, ob die Palmitoylierung von PLP und DM20 die Löslichkeit 

in CHAPS und damit die Assoziation mit „Myelinrafts“ ändert, wurden Oli-neu-

Zellen mit den hergestellten Konstrukten in SFV infiziert. Anschließend wurde 

nach 12 Stunden post-Infektionszeit die CHAPS-Extraktion durchgeführt. 

CHAPS ist ein nichtionisches Detergens, mit dem man detergensunlösliche 

Membrandomänen (DRM´s) bei 4°C isolieren kann. Man nimmt an, dass diese 

CHAPS-DRMs „Myelinrafts“ entsprechen, und CHAPS somit die Protein-Lipid-

Interaktion zwischen PLP/DM20 und den Myelinlipiden nicht auflösen kann. Oli-

neu-Zellen entsprechen zwar nicht-differenzierten primären Oligodendrozyten, 

besitzen jedoch Myelinlipide und sind somit ein geeignetes Zellkulturmodell.  
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Die CHAPS-Extraktionen wurden nach einer 30-minütigen Extraktionszeit 

zentrifugiert und damit in eine detergensunlösliche (Pellet) und detergenslösli-

che Fraktion getrennt (Überstand). Danach wurden die Fraktionen elektrophore-

tisch aufgetrennt und im Westernblot angefärbt. Das Pellet enthält die unlösli-

chen Anteilen und das Zytoskelett, der Überstand dagegen die CHAPS-

löslichen Proteine.   

Da für PLP schon gezeigt wurde, dass es CHAPS-unlöslich ist und im Dichte-

gradienten flotiert, war es nicht mehr notwenDRM, die Optiprep-

Dichtezentrifugation durchzuführen. Der Vorteil, die CHAPS-Extraktion mit der 

hier verwendeten einfachen Zentrifugation in nur zwei Fraktionen zu teilen, be-

steht darin, dass in den einzelnen Fraktionen mehr Protein vorhanden ist, und 

sie somit besser vergleichbar sind. 

Die Abbildung 3.4 zeigt einen repräsentativen Versuch. Das Experiment wurde 

für die vorliegende Doktorarbeit in dieser Form viermal durchgeführt. Zusätzlich 

wurden in unserem Labor CHAPS-Extraktionen mit denselben Konstrukten so-

wohl in Oli-neu-Zellen (mit anschließendem Dichtegradienten) als auch an pri-

mären Zellen mehrfach wiederholt. 

Das Pellet wurde in Verhältnis gesetzt zu Überstand und Pellet zusammen. Der 

somit erhaltene prozentuale Anteil von unlöslichem PLP/DM20 wurde zwischen 

den einzelnen Konstrukten verglichen. Es zeigte sich kein wesentlicher Unter-

schied. Insgesamt scheint die Palmitoylierung keine bedeutende Rolle in der 

Assoziation von PLP mit DRMs zu haben. 

 

 

 
Abb. 3.4 CHAPS-Extraktion in Oli-neu-Zellen 
Oli-neu-Zellen wurden mit dem SFV mit den jeweiligen Konstrukten 1 Stunde infiziert, 
nach 12 Stunden wurde ein Zelllysat hergestellt, 30 min mit CHAPS bei 4°C extrahiert 
und anschließend 30 min zentrifugiert. Das Pellet (P) und der Überstand (S) wurden 
auf ein Gel aufgetragen und ein Westernblot mit myc-Antikörpern durchgeführt. Num-
mer 1 - 6 sind die jeweiligen Konstrukte, Nummer 7 ist ein nicht transfeziertes Zelllysat. 
 

24kDA
20kDA

{ { { { { { {P    S     P    S      P    S     P    S          P   S   P   S    P   S 

1            2             3            4                5         6          7
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3.2 Weitere Sortierungssignale 

3.2.1 Dileucin-Signal in der Sortierung von PLP 
 
Bei den Immunfluoreszenzen (siehe Abb. 3.3) zeigte sich, dass PLP/DM20 in 

BHK-Zellen hauptsächlich in Endosomen/Lysosomen zu finden ist. Ein bekann-

tes lysosomales Sortierungssignal ist ein Dileucin-Motiv am N-terminalen Ende 

eines Proteins. Auch PLP/DM20 haben an Position 2 und 3 Leucine. Um zu 

untersuchen, ob der Transport der beiden Proteine durch das Dileucin verän-

dert wird, wurden zwei weitere Konstrukte hergestellt. Sowohl bei PLP-wt-myc 

als auch bei DM20-wt-myc wurde mit einer PCR die Leucine in Alanine verän-

dert und wieder von pGemt in pR4-Vektor kloniert (siehe Abb. 3.5). 

 

 

7 PLP-∆leu-myc

8 DM20-∆leu-myc

PLP-spezifisch
Myc-Tag
Mutation von Leucin nach Alanin

myc

myc

myc

 

Abb. 3.5: Hergestellte Konstrukte mit ∆∆∆∆Leu-Mutation 
Mittels PCR wurden in PLP-wildtyp-myc und DM20-wildtyp-myc die Leucine an Positi-
on 2 und 3 in Alanine verändert. Die Konstrukte wurden zuerst in pGemt kloniert und 
anschließend in den pR4-Vektor eingebracht. 
 

Um Veränderungen in der Verteilung herauszufinden, wurden die zwei Kon-

strukte in BHK-Zellen transfeziert und mit den wildtyp-Konstrukten verglichen. 

Nach 24 Stunden wurden Immunfluoreszenzen mit myc-Antikörper und Ko-

Färbungen durchgeführt: Beide Konstrukte wurden exprimiert. Ko-Färbungen 

mit allen Markern zeigten, dass beide mit Dextran, O10 und Filipin, jedoch nicht 

mit Calnexin kolokalisieren. Somit ergab sich eine ähnliche und von den wild-

typ-Formen nicht unterscheidbare Verteilung. 
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1 2
 

Abb. 3.6: Immunfluoreszenz mit PLP/DM20- ∆∆∆∆leu-myc 
BHK-Zellen wurden transfeziert und nach 24 Stunden mit myc–Antikörpern angefärbt. 
Nicht transfezierte Zellen zeigten nach der Färbung kein Signal. 
1= PLP-∆leu-myc  
2= DM20-∆leu-myc 
  

 

Tab. 3.2: Verteilung von PLP/DM20- ∆∆∆∆leu-myc 
BHK-Zellen wurden wieder mit PLP-∆leu-myc und DM20-∆leu-myc transfeziert, nach 
24 Stunden mit myc-Antikörper angefärbt und zusätzlich noch mit anderen Antikör-
pern/Reagenzien inkubiert. Dextran zeigt das endozytische Kompartiment, Calnexin 
das ER. O10 färbt PLP an der Zelloberfläche und Filipin stellt Cholesterin dar. 
+ : Kolokalisierung 
- : Keine Kolokalisierung 
∆leu: Mutation von Leucin nach Alanin 
myc: angehängter myc-Tag 
 

 Dextran Calnexin O10 Filipin 

7 PLP-∆leu-myc + - + + 

8 DM20-∆leu-myc + - + + 
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3.3 Protein-Protein-Interaktionen in der Sortierung  von PLP 

3.3.1 MOG und PLP bilden spezifische Komplexe in Ol igodendrozy-

ten 

Um herauszufinden, ob Protein-Protein-Interaktionen eine Rolle in der Sortie-

rung von PLP spielen, wurde zuerst getestet, ob PLP mit anderen Myelinprotei-

nen interagiert. Das zweite Myelinhauptprotein ist MBP (~35% aller Myelinpro-

teine). Um zu sehen, ob die beiden einen Komplex bilden, wurden Ko-

Immunopräzipitationen (IP) an primären Oligodendrozyten durchgeführt.  

Zuerst wurden aus 4 - 6 Tage alten Zellen Zelllysate hergestellt, über Nacht mit 

dem polyklonalen P6 Antikörper (anti-PLP) und Sepharose A inkubiert, am 

nächsten Tag gewaschen und die anschließenden Westernblots mit unter-

schiedlichen Antikörpern angefärbt. 

Es zeigte sich, dass PLP und MBP in diesen Zellen nicht ko-

immunopräzipitieren, aber überraschenderweise ko-immunopräzipitieren PLP 

und MOG (Abb. 3.7 A). Um unspezifische Interaktionen mit der Sepharose oder 

Hintergrund durch den Antikörper auszuschließen, wurden die IP´s sowohl mit 

als auch ohne Antikörper und Zelllysat durchgeführt (in der Abbildung durch +/- 

angezeigt).  

PLP und MOG sind beide in CHAPS-DRM´s zu finden. Um herauszufinden, ob 

es sich um eine Lipid-Protein- oder Protein-Protein-Interaktion handelt, wurden 

in Abb. 3.7 B die Zellen vor der IP mit 5 mM Methyl-β−Cyclodextrin für 30 Minu-

ten behandelt. Dieser Stoff entzieht den Zellen Cholesterin und zerstört die vor-

handenen Rafts. Auch hier ko-immunopräzipitieren MOG und PLP. Dies legt 

nahe, dass es sich um eine spezifische Protein-Protein-Interaktion und nicht um 

eine Lipid-Protein-Interaktion handelt. 

Um festzustellen, ob beide Proteine auch in einer Zelllinie interagieren, wurden 

PLP und MOG in BHK-Zellen kotransfeziert und 24 Stunden später eine Ko-IP 

durchgeführt (Abb.7 C). Auch hier zeigte sich wieder eine deutliche Interaktion 

von MOG und PLP. 
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Abb. 3.7: Ko-Immunopräzipitation von PLP und MOG 
A Mit Zelllysaten aus primären Oligodendrozyten wurden Ko-Immunopräzipitationen 
durchgeführt. Für die IP wurde der P6-Antikörper gegen PLP verwendet, die anschlie-
ßenden Westernblots jeweils mit MBP- oder MOG-Antikörpern angefärbt. Um unspezi-
fische Färbung zu unterscheiden, wurden die IP´s jeweils mit und ohne Antikörpern 
und Zelllysat (wie über den Banden angegeben) durchgeführt. Der Pfeil zeigt die MOG-
Bande. 
B Hier wurde den Zellen vor der IP mit 5mM Cyclodextrin für 30 Minuten Cholesterin 
entzogen. Der Pfeil zeigt auch hier auf die MOG-Bande. 
C BHK-Zellen wurden vor der Ko-IP mit MOG und PLP kotransfeziert. Die IP wurde mit 
P6 durchgeführt, der Westernblot mit MOG-Antikörper. Der Pfeil deutet wieder auf die 
MOG-Bande. 
Cl: Zelllysat; ab: Antikörper 
 

In einem weiteren Versuch wurde an 4 - 6 Tage alten primären Oligodendrozy-

ten eine Ko-Immunopräzipitation durchgeführt, jedoch in umgekehrter Form: Die 

IP wurde mit dem MOG-Antikörper durchgeführt, der Westernblot mit P6-

Antikörper. Über Nacht wurden die Zelllysate mit MOG-Antikörper und Beats 

inkubiert und der Westernblot mit Antikörpern gegen PLP (P6-Antikörper) 

durchgeführt. Um den Hintergrund, der durch unspezifische Interaktion mit der 

Agarose entsteht, von den eigentlichen Banden zu unterscheiden, wurde wieder 

eine IP mit Beats und Zelllysat ohne Antikörper durchgeführt. Als Positivkontrol-

le diente ein Zelllysat ohne IP. Auch in diesem umgekehrten Versuch zeigt sich 

eine deutliche PLP-Bande im Vergleich zur Kontrolle: Ein weiterer Hinweis auf 

eine Interaktion. 
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Abb. 3.8: Ko-Immunopräzipitation mit MOG- und P6-An tikörpern 
Aus primären 4 - 6 Tage alten Oligodendrozyten wurden Zelllysate hergestellt, IP´s mit 
und ohne MOG-Antikörper (wie angegeben) durchgeführt und im Westernblot mit P6-
Antikörper angefärbt. Der Pfeil zeigt auf die PLP-Bande. Als Positivkontrolle diente ein 
Zelllysat. 
ZL: Zelllysat; AK: Antikörper 
 

Nachdem die IP´s deutliche Hinweise auf eine Interaktion zwischen PLP und 

MOG gaben, wurde überprüft, ob diese in Oligodendrozyten kolokalsieren. Da-

zu wurden primäre Oligodendrozyten fixiert und mit MOG und PLP-Antikörpern 

angefärbt. Zuvor wurde in transfezierten BHK-Zellen ausgeschlossen, dass die 

beiden Antikörper kreuzreagieren. Es zeigte sich hier eine partielle Kolokalsati-

on zwischen PLP und MOG (Abb. 3.9 A).  

Auffällig war, dass sich diese Komplexe vor allem an Verzweigungsstellen als 

lokale Anreicherungen fanden. Weitere Versuche mit Phalloidin-Rhodamin zeig-

ten, dass in diesen Stellen auch Aktin vorhanden ist (Abb. 3.9 B). Phalloidin 

bindet an Aktin und verhindert dessen Depolymerisation. Rhodamin ist ein roter 

Farbstoff, der im Floureszenzmikroskop dargestellt werden kann. 

Insgesamt zeigen diese Immunofloureszenzen, dass PLP und MOG mit Aktin 

kolokalisieren. 
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Abb. 3.9: Ko-Immunfluoreszenz an primären Oligodend rozyten mit MOG/PLP-
Antikörpern und Aktin-Färbung  
4 - 6 Tage alte Oligodendrozyten wurden fixiert, und mit den jeweiligen Antikörpern – 
wie in den Abbildungen angegeben – ko-gefärbt. 
Für die Darstellung des Aktins wurde Phalloidin-Rhodamin verwendet. Die Ausschnitte 
zeigen in der Vergrößerung die Kolokalisation zwischen PLP und MOG (A) und MOG 
und Aktin (B). Der Balken entspricht 5 µm. 
 

3.3.2 PLP wird durch MOG in aktinreiche Membrandomä nen sortiert 

Um festzustellen, ob MOG und PLP auch in einer Zelllinie kolokalisieren, wur-

den PLP und MOG in BHK-Zellen kotransfeziert und anschließend mit den je-

weiligen Antikörpern angefärbt. In BHK-Zellen zeigte sich eine fast vollständige 

Überlappung der beiden Proteine. Beide Proteine finden sich sowohl in großen 

Mengen um den Zellkern, als auch in lokalen Anreicherungen („Patches“) an 

der Zellmembran (Abb. 3.10A). In der anschließenden Phalloidin-Rhodamin-

Färbung (Abb. 3.10 B) konnte man, ebenso wie in den Oligodendrozyten, eine 

Anreicherung von Aktin in diesen „Patches“ beobachten. α-Aktinin, ein Aktin-

Cosslinking-Protein, konnte ebenfalls in den „Patches“ nachgewiesen werden 

(Abb. 3.10 C). 

 

 

A 

B 

PLP MOG merge 

actin MOG merge 
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Als nächstes stellte sich die Frage, ob die MOG/PLP/Aktin-Patches intrazellulär 

oder an der Zelloberfläche lokalisiert sind. Um dies zu untersuchen, wurden 

nicht fixierte Zellen bei 4°C mit MOG-Antikörper in kubiert, um ausschließlich auf 

der Oberfläche lokalisiertes Protein anzufärben. Anschließend wurden die Zel-

len fixiert, permabilisiert und das Aktin angefärbt. In Abb. 3.10 C sieht man, 

dass MOG an der Zelloberfläche in Patches mit Aktin vorzufinden ist.  

Nachdem MOG und PLP in aktinreichen Membranpatches kolokalisieren, wurde 

untersucht, ob sich beide Proteine in der Sortierung gegenseitig beeinflussen. 

Dazu wurde folgendes experimentelle Protokoll gewählt: Zellen wurden entwe-

der mit MOG oder PLP einzeln oder doppelt transfeziert. Anschließend wurde 

der Anteil der Zellen gezählt, bei denen die Proteine in „Patches“ an der Zell-

oberfläche vorzufinden waren.  

In Zellen, die nur mit PLP transfeziert wurden, befand sich in 4,8 % aller Zellen 

PLP auf der Oberfläche in „Patches“. Im Gegensatz dazu befand sich MOG in 

Zellen, die ausschließlich mit MOG transfeziert worden waren, in 93% der Fälle 

in diesen Anreicherungen. Als beide Proteine jedoch gemeinsam in einer Zelle 

exprimiert wurden, war PLP überraschenderweise in 35 % aller Zellen in den 

„Membranpatches“ lokalisiert.  

Dieses Experiment deutet darauf hin, dass MOG den Transport von PLP an die 

Zelloberfläche beeinflusst. Eine andere Erklärung wäre, dass MOG PLP an der 

Zelloberfläche verankert und damit die Endozytose von PLP verhindert. 

 
 

 



                                                                                                             Ergebnisse                                                                                          

 59 

 
Abb. 3.10 : Immunfluoreszenzsfärbungen in transfezi erten BHK-Zellen  
Mit BHK-Zellen wurden Immunfluoreszenzstudien durchgeführt. In Abschnitt A wurde 
zuvor mit PLP und MOG kotransfeziert, in Abschnitt B-D wurde nur MOG transfeziert. 
Die Kofärbungen wurden mit den jeweils in den Abbildungen angegebenen Antikörpern 
durchgeführt. Die Pfeile deuten auf Kolokalistionen. 
In Abschnitt C wurden lebende Zellen mit dem MOG-Antikörper bei 4°C inkubiert, be-
vor sie fixiert und permeabilisiert wurden, um nur das MOG auf der Zelloberfläche an-
zufärben. Darunter befindet sich ein vergrößerter Ausschnitt. 
„merge“ sind die jeweils übereinandergelegten Aufnahmen. 
Der Balken entspricht 10 µm. 
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3.3.3 Mutationen in PLP behindern den Transport von  MOG aus dem 

ER 

Die Ursachen der Pelizaeus-Merzbacher-Krankheit können Mutationen, Deleti-

on oder Duplikation des PLP-Gens sein. Für die Krankheit gibt es unterschiedli-

che Tiermodelle. Die Rumpshaker- (rsh) und Jimpymsd-Mutation führen zu einer 

Fehlfaltung von PLP. Dies hat zur Folge, dass PLP im ER akkumuliert und nicht 

ins Myelin transportiert werden kann. Bei der Jimpymsd-Mutation ist der Trans-

port stärker beeinträchtigt als bei der rsh-Mutation. 

Um festzustellen, ob Störungen im Transport von PLP auch die Sortierung von 

MOG mit beeinflussen, wurden BHK-Zellen mit MOG und PLPmsd bzw PLPrsh 

ko-transfeziert (Abb. 3.11). Es zeigte sich wie erwartet, dass PLPmsd in einem 

retikulären Muster um den Zellkern zu finden war. Überraschenderweise kolo-

kalsierte ein großer Anteil von MOG mit PLPmsd in einem ER-typischen Muster 

ebenfalls um den Zellkern. Durch eine Färbung mit einem ER-Marker (Calnexin) 

wurde die Kolokalsation von MOG und PLPmsd im ER bestätigt. Ähnliche Er-

gebnisse zeigten sich nach Kotransfektion mit PLPrsh und MOG. Eine Kolokal-

sierung war jedoch in einem deutlich kleineren Anteil der Zellen nachzuweisen.  

Insgesamt zeigen die Ergebnisse, dass die PMD-verursachenden PLP-

Mutationen den Transport von MOG beeinflussen. Möglicherweise ist die spezi-

fische Interaktion von MOG und PLP Ursache dafür, dass MOG nicht aus dem 

ER transportiert werden kann. 

 



                                                                                                             Ergebnisse                                                                                          

 61 

 

 
Abb. 3.11: Immunfluoreszenz in BHK-Zellen mit MOG, P6 und Calnexin 
In beiden Versuchen wurden BHK-Zellen mit MOG und PLP-jimpymsd kotransfeziert. In 
Abschnitt A wurde die Immunfluoreszenz mit MOG und P6-Antikörper durchgeführt, in 
Abschnitt B mit MOG und Calnexin (Cal), einem Marker für das ER. 
„merge“ sind die übereinandergelegten Aufnahmen. 
Der Balken entspricht 10 µm. 
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4 Diskussion 

4.1 Lipidmodifikation an PLP spielt keine Rolle für  dessen Sor-

tierung in „Myelinrafts“ 

Vorarbeiten hatten gezeigt, dass PLP in spezialisierten Rafts, so genannten 

„Myelinrafts“, ins Myelin transportiert werden. Ziel der Arbeit war nun zu unter-

suchen, ob die Palmitoylierung von PLP die Sortierung in Myelinrafts vermittelt. 

Eine interessante Eigenschaft von Raft-Proteinen sind post-translatorische Li-

pidmodifikationen, wie z. B. GPI-Anker oder Palmitoylierungen (Simons und 

Toomre, 2000). Da PLP an sechs Zysteine palmitoyliert ist (Weimbs und Stoffel, 

1992), lag es nahe, zu untersuchen, ob diese für den Transport in Rafts wichtig 

sind. Mittels Mutationen wurden unterschiedliche PLP/DM20-Konstrukte herge-

stellt, an die weniger bzw. keine Palmitoylsäure mehr binden kann. Diese Me-

thode ist gut etabliert, um die Auswirkung von Lipidmodifikationen an Proteinen 

auf deren Assoziation mit Rafts zu untersuchen (Zhang et al., 1998; Arni et al., 

1998; Melkonian et al., 1999). 

Dabei wurden an verschiedenen Positionen Serine anstelle der ursprünglichen 

Zysteine in das Protein eingeführt. Dies verhindert eine Thiolbindung zwischen 

PLP und den Fettsäuren. Mit den insgesamt sechs verschiedenen PLP/DM20-

Konstrukten wurden anschließend CHAPS-Extraktionen bei 4°C durchgeführt, 

um Rafts biochemisch zu isolieren. Vor den Detergens-Extraktionen wurde die 

Sequenz der Konstrukte überprüft und deren Expression im Westernblot si-

chergestellt. 

Eine offensichtliche Fehlerquelle des Austausches einzelner Aminosäuren be-

steht darin, dass das Protein falsch gefaltet und somit im ER zurückgehalten 

wird. Um diese Möglichkeit auszuschließen, wurden die einzelnen Konstrukte in 

BHK-Zellen transfeziert und deren Lokalisation innerhalb der Zelle mit Immun-

fluoreszenz-Färbungen bestimmt. 

Dabei zeigte sich, dass DM20-∆cys3-myc (Konstrukt 3: Zysteine an Position 5, 

6 und 9 in Serin umgeändert) nicht aus dem ER weitertransportiert wird. Zusätz-

lich verliert das ER seine retikuläre Struktur und bekommt ein flächiges Ausse-
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hen. Eine mögliche Erklärung für die Veränderung des ER könnte darin beste-

hen, dass das falsch gefaltete DM20-∆cys3-myc Aggregate bildet, welche die 

Morphologie des ER verändern. Interessanterweise weisen dagegen DM20-

∆cys3-∆cys 108-myc (Konstrukt 6: Zysteine an Position 5,6 und 9 und 108 in 

Serin verändert) transfezierte Zellen nicht die Veränderungen wie DM20-∆cys3-

myc auf. Da die einzelnen Konstrukte sequenziert und somit auf mögliche PCR-

induzierte Mutationen hin überprüft wurden, muss die fehlende Palmitoylsäure 

an Position 108 für die korrekte Faltung von DM20-∆cys3-∆cys108-myc verant-

wortlich gemacht werden. 

Anhand der Detergens-Extraktionen an Oli-neu-Zellen konnten keine Unter-

schiede in der Assoziation der Palmitoylierungs-defizienten Formen von 

PLP/DM20 mit Rafts festgestellt werden. 

Überraschenderweise war DM20-∆cys3-myc, welches im ER lokalisiert ist, e-

benfalls im Pellet (= unlösliche Fraktion). Da Rafts erst im Golgi-Apparat gebil-

det werden, wäre eine mögliche Erklärung, dass falsch gefaltetes DM20-∆cys3-

myc (Konstrukt 3) Aggregate bildet und deshalb ins Pellet zentrifugiert werden 

kann. Das Pellet enthält nicht nur die unlöslichen Raftanteile, sondern auch Zy-

toskelett und größere Proteinaggregate. Um eine saubere Auftrennung zu er-

halten, müssten Dichtezentrifugationen durchgeführt werden. In weiteren Expe-

rimenten in Oli-neu-Zellen und primären Oligodendrozyten in denen DM20-wt-

myc mit DM20-∆cys3-∆cys108-myc verglichen wurde, konnte auch in der Dich-

tezentrifugation kein wesentlicher Unterschied festgestellt werden. Aus diesen 

Experimenten schließen wir, dass PLP/DM20 nicht durch Palmitoylierung mit 

Rafts assoziiert. 

Wie ist dieses negative Ergebnis zu beurteilen? 

Es muss davon ausgegangen werden, dass weitere Signale in der Sequenz des 

Proteins vorhanden sein müssen. Übereinstimmend zeigte McCabe et al. 

(2001), dass verschiedene GFP-Konstrukte mit doppelter Palmitoylierung nur in 

die unmittelbare Umgebung von DRM´s transportiert, jedoch nicht unlöslich 

werden. Auch für Caveolin-1 spielt die Palmitoylierung für die Assoziation mit 

Rafts eine geringe Rolle (Dietzen et al., 1995) 
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Was könnte anstelle der Palmitoylierung für die Sortierung von PLP in „Myelin-

rafts“ verantwortlich sein? 

Das Influenza virus haemagglutinin Protein wird z. B. durch seine Trans-

membrandomäne Rafts zugeordnet (Scheiffele et al., 1997). Es wäre deshalb 

möglich, dass die vier Transmembrandomänen von PLP das entscheidende 

Sortierungssignal darstellen. 

Panchal et al. (2003) haben kürzlich gezeigt, dass Ebola virus protein VP40 

hauptsächlich in seiner oligomerisierten Form dagegen nicht als Monomer in 

Rafts lokalisiert ist. Da PLP ebenfalls Oligomere bilden, wäre auch möglich, 

dass die Oligomerisierung für die Assoziation mit Rafts wichtg ist.  

Zusätzliche Experimente sind nötig, um diese beiden weiteren Möglichkeiten zu 

untersuchen. 

 

4.2 MOG und PLP bilden Komplexe und beeinflussen si ch ge-

genseitig in ihrer Lokalisation innerhalb der Zelle n 

Ein weiteres Ziel der Arbeit war es, für die Sortierung notwendige Protein-

Protein-Interaktionen von PLP mit anderen Myelinproteinen zu identifizieren. 

Dazu wurden unterschiedliche Experimente durchgeführt, in denen eine Interak-

tion zwischen MOG und PLP gezeigt werden konnte. Diese wurde zuerst auf 

biochemischer Ebene nicht nur an primären Oligodendrozyten, sondern auch in 

transfezierten BHK-Zellen gefunden: MOG und PLP ko-immunopräzipitieren in 

beide Richtungen, im Gegensatz zu MBP und PLP. Daraufhin wurde in Immun-

fluoreszenzstudien überprüft, ob die Interaktion auch auf zellulärer Ebene nach-

zuweisen ist. In primären Oligodendrozyten und BHK-Zellen kolokalisieren die 

Proteine.  

Viel mehr noch: es konnte in BHK-Zellen gezeigt werden, dass PLP und MOG 

sich sogar gegenseitig im Transport beeinflussen. PLP wird durch MOG in ak-

tinreiche Membrandomänen sortiert. In COS-Zellen, ebenfalls eine 

Fibroblastenzelllinie, wurde PLP ohne Myelinproteine zuvor schon in aktinrei-

chen Membrandomänen beobachtet (Kalway et al., 1997). Die Versuchsergeb-

nisse ergaben hier indessen, dass MOG den Anteil an PLP in diesen Domänen 
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deutlich erhöht. Ferner wird der Transport von MOG aus dem ER beeinträchtigt, 

wenn die BHK-Zellen gleichzeitig mit PLPmsd und MOG transfeziert wurden. 

PLPmsd ist eine PLP-Mutation, die dazu führt, dass PLP im ER zurückgehalten 

wird. All diese Daten legen eine Interaktion zwischen PLP und MOG nahe.  

 

In dieser Arbeit konnte die zuvor beobachtete Interaktion zwischen PLP und 

MBP nicht nachgewiesen werden (Golds und Brown, 1978; Wood et al., 1984; 

Arvanitis et al., 2002). Eine mögliche Erklärung hierfür besteht darin, dass jun-

ge, nicht voll ausdifferenzierte Oligodendrozytenkulturen (4 - 6 Tage alt) für die 

Experimente verwendet wurden. Eventuell wird die Interaktion der beiden Prote-

ine erst im reifen Myelin ausgebildet. Für die korrekte Bildung von Myelin könn-

ten Proteininteraktionen zu unterschiedlichen Zeitpunkten bedeutsam sein.  

 

Welche Funktion könnte die Interaktion von MOG und PLP haben? 

Myelin verfügt über unterschiedliche Domänen, die wichtig für seine Funktion 

sind: Kompaktes Myelin, äußeres und inneres Mesaxon und die Paranodien. 

PLP ist im kompakten Myelin angereichert. MOG findet sich vor allem im äuße-

ren Mesaxon (Brunner et al., 1989). Dennoch werden beide Proteine in „Myelin-

rafts“ (=CHAPS-DRMs) sortiert (Kim und Pfeiffer, 1999; Simons et al., 2000; 

Taylor et al., 2002). Bis jetzt ist unbekannt, wie MOG im Gegensatz zu PLP vor 

allem in das äußere Mesaxon transportiert wird.  

MOG ist in polaren, epithelialen MDCK-Zellen ausschließlich basolateral zu fin-

den. Wird jedoch das C-terminale membranassoziierte Ende entfernt, wird es 

apikal transportiert. Kroepfl und Gardinier (2001a) bewiesen, dass MOG im C-

terminalen Ende ein basolaterales Sortierungssignal besitzt.  

Ein mögliches Erklärungsmodell wäre, sich mehrere unterschiedliche Protein-

pools vorzustellen: Bekannt ist, dass in Oligodendrozyten viel PLP vorhanden 

ist, aber deutlich weniger MOG. Vorstellbar wäre, dass viele „Myelinrafts“ (als 

Proteinpools) mit PLP beladen sind, aber nur ein kleiner Teil davon zusätzlich 

mit MOG. Dies würde erklären, warum man in primären Oligodendrozyten nur 

stellenweise eine Kolokalisation von MOG und PLP beobachten kann. In BHK-
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Zellen dagegen ist diese hier beobachtete Kolokalisierung fast vollständig, weil 

ähnliche Mengen MOG und PLP vorhanden waren.  

Das basolaterale Sortierungssignal in MOG würde nach dieser Vorstellung nun 

die „Myelinrafts“, die sowohl MOG als auch PLP enthalten, statt ins kompakte 

Myelin in das äußere Mesaxon sortieren. Die Interaktion zwischen PLP und 

MOG könnte somit für den Aufbau der unterschiedlichen Myelindomänen von 

Bedeutung sein.  

 

In dieser Arbeit wird gezeigt, dass PLP-MOG-Komplexe in aktinreichen Memb-

randomänen an der Zelloberfläche zu finden sind. Welche Bedeutung könnten 

diese Komplexe haben? 

Zu Beginn der Myelinisierung bilden Oligodendrozyten dünne Zellfortsätze, die 

mit Aktin angereichert sind. Werden diese Zellfortsätze größer und breiter, wird 

Aktin daraus entfernt und durch Mikrotubuli ersetzt (Richter-Landsberg, 2001). 

Es ist eher unwahrscheinlich, dass die PLP-MOG-Komplexe dabei eine Rolle 

spielen, da MOG sehr spät exprimiert wird. Im reifen Myelin lokalisiert Aktin vor 

allem im inneren und äußeren Mesaxon (wo sich auch MOG befindet) und in 

den Paranodien.  

Weitere Experimente zeigten, dass sich in diesen PLP-MOG-Aktin-Komplexen 

α-Actinin befindet. α-Actinin ist ein Aktin-Crosslinking-Protein, welches unter 

anderem Aktin-Stressfasern in „focal contacts“ an der Zellmembran verankert. 

Eine Hypothese für die Funktion dieser Komplexe könnte sein, dass die PLP-

MOG-Aktin-Komplexe die Adhäsion von intrazellulärem Zytoskelett und extra-

zellulärer Matrix vermitteln. MOG würde dabei als Bindeglied zwischen beiden 

fungieren. Auch andere Autoren haben eine Beteiligung von MOG an der Ad-

haesion von Oligodendrozyten vorgeschlagen. MOG hat ein „L2/HNK-1 carbo-

hydrate epitop“ und gehört zur Ig-Superfamilie (Gardinier et al., 1992; Burger et 

al., 1993). Eine Möglichkeit wäre, dass MOG benachbarte Nervenfasern ver-

bindet (Burger et al., 1993; Bernard et al., 1997). Bis jetzt konnte diese Hypo-

these weder bewiesen noch ein möglicher Ligand für MOG identifiziert werden. 

Es wurde lediglich in Versuchen an COS-Zellen ausgeschlossen, dass MOG 

mit sich selbst assoziiert (Hilton et al., 1995).  
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Welche Konsequenz haben die Ergebnisse dieser Arbeit für PMD/SPG2? 

In dieser Doktorarbeit wurde gezeigt, dass PLPmsd und zu einem geringeren 

Anteil auch PLPrsh den Transport von MOG aus dem ER behindern. Beides sind 

Mutationen von PLP, die aufgrund ihrer falschen Faltung nicht aus dem ER 

transportiert werden. Die Retention von MOG ist nicht vollständig: im Myelin von 

Jimpy-Mäusen ist weiterhin MOG vorhanden (Thomson et al., 1997). Aber die 

Versuche dieser Arbeit zeigen, dass dennoch ein großer Anteil von MOG im ER 

zurückgehalten wird. 

Auslöser der PMD ist weniger ein Verlust der Funktion von PLP, sondern viel 

mehr ein „gain of toxic function“. Eine PLP-Nullmutation beeinträchtigt Oligo-

dendrozyten in geringem Ausmaß, während Mutationen oder Duplikationen 

schwerwiegende Folgen nach sich ziehen. Duplikationen bewirken eine Umsor-

tierung von PLP und Cholesterin in Lysosomen (Simons et al., 2002). Für Muta-

tionen wurde gezeigt, dass sie falsch gefaltet im ER zurückgehalten werden 

und zum Zelltod der Oligodendrozyten führen (Gow und Lazzarini, 1996). 

Eine Hypothese für das Entstehen dieser toxischen Eigenschaften von PLP ist, 

dass Protein-Protein-/Protein-Lipid-Interaktionen, die für die normale Myelinbil-

dung notwendig sind, nun den Oligodendrozyten zum Verhängnis werden: 

Wenn PLP in einem Zellkompartiment zurückgehalten wird, führt dies nun zu 

intrazellulärer Umsortierung von weiteren Myelinkomponenten.  

Ein Beispiel eines solchen Pathomechanismus ist die Charcot-Marie-Tooth-

Krankheit Typ 1A (CMT1). Diese dysmyelinisierende Krankheit des peripheren 

Myelins wird durch das Tetraspan-protein PMP22 ausgelöst (Suter und Snipes, 

1995). Auch hier kommt es zu einer „gain of toxic function“-Mutation und zur 

Umsortierung anderer Proteine. Dickson et al. (2002) berichteten von einer Ko-

lokalisation von mutiertem PMP22 mit Lamp, einem lysosomalen Marker. Auch 

das ER-Protein Calnexin war in Lysosomen zu finden. Zusätzlich bildet PMP22 

„intrazelluläre myelin-ähnliche Strukturen“, die möglicherweise toxisch für die 

Zellen sein könnten. 

Die in dieser Arbeit gezeigte zusätzliche Retention von MOG kann ein Hinweis 

darauf sein, dass in Oligodendrozyten ebenfalls intrazelluläre Aggregate mit 
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eventuell noch weiteren Myelinbausteinen gebildet werden (damit bestände ei-

ne Analogie zu CMT1). Die Myelinbausteine stehen den Oligodendrozyten dann 

nicht nur in geringerem Maße zur Verfügung, sondern verursachen auch eine 

Aggregation des ER. Dies könnte in letzter Konsequenz zur Apoptose führen. 

Weitere Experimente müssen zeigen, ob dieser Mechanismus zutrifft. 

 

Schlussfolgerung   

Zusammenfassend zeigen die Ergebnisse dieser Studie, dass die Palmitoylie-

rung von PLP keine Bedeutung für die Assoziation mit „Myelinrafts“ hat. Ferner 

spielt die Dileucinsequenz keine Rolle in der Sortierung von PLP/DM20 in Lyso-

somen/Endosomen. Es bleibt weiter zu erforschen, ob die Transmembrando-

mänen oder die Oligomerisierung für die Protein-Lipid-Interaktion von PLP ver-

antwortlich sind und damit für dessen Sortierung in „Myelinrafts“. 

Protein-Protein-Interaktionen dagegen haben Einfluss auf die Verteilung von 

PLP innerhalb der Zelle. Es wurde hier gezeigt, dass PLP einen Komplex mit 

MOG eingeht und durch MOG in Aktin-reiche Membrandomänen sortiert wird. 

Außerdem wird MOG durch PLPmsd und PLPrsh im ER zurückgehalten.  

Weitere Studien sind notwendig, um die Funktion dieser Interaktion in der Mye-

lingenese und Aufrechterhaltung der Myelinscheide genauer zu charakterisieren 

bzw. deren Rolle in dysmyelinisierenden Erkrankungen zu klären. 
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5 Zusammenfassung  

Myelin ist eine um Nervenaxone gewundene, spezialisierte Membran, die durch 

ihre isolierende Eigenschaft die Nervenleitungsgeschwindigkeit beschleunigt. 

Oligodendrozyten bilden das Myelin im ZNS und gehören zu den metabolisch 

aktivsten Zellen des menschlichen Körpers. Sie erzeugen in den ersten Le-

benswochen große Mengen an Myelinmembran, wozu ausgefeilte Protein- und 

Lipidsortierungsmechanismen erforderlich sind. Obwohl die Struktur und die 

Zusammensetzung von Myelin schon seit langem bekannt sind, weiß man we-

nig über die molekularen Mechanismen der Myelingenese. In dieser Arbeit wur-

den für die Myelinsortierung wichtige Interaktionen des Myelinhauptproteins 

Proteolipid-Protein (PLP) näher untersucht. PLP geht eine Protein-Lipid-

Interaktion mit Detergens-unlöslichen Membranfraktionen (DRM; „Myelinrafts“) 

ein. Analog zu anderen polaren Zellen wird angenommen, dass Oligodendrozy-

ten diese DRM´s als Sortierungsweg für Proteine in die Myelinmembrandomäne 

verwenden. Bekannt ist nicht, wie die Assoziation von PLP mit „Myelinrafts“ zu-

stande kommt. Die Struktur von PLP weist mit seinen Palmitoylierungen jedoch 

ein gut erforschtes Signal für die Zuordnung zu DRMs auf. Um den Einfluss der 

Palmitoylierungen zu prüfen, wurden für dieses Projekt zunächst mehrere un-

terschiedlich mutierte PLP-Konstrukte hergestellt, die weniger bzw. nicht mehr 

palmitoyliert werden und anschließend deren Anteil in „Myelinrafts“ bestimmt. 

Ein wichtiges Ergebnis war, dass die Palmitoylierung die Assoziation von PLP 

mit „Myelinrafts“ nicht verändert. Ferner wurde untersucht, ob Protein-

Interaktionen Einfluss auf die Sortierung von PLP nehmen. Es konnte hier nun 

gezeigt werden, dass PLP mit Myelin-Oligodendrozyten-Glykoprotein (MOG), 

Komplexe bildet, welche sich hauptsächlich in Aktin/α-Aktinin-reichen Memb-

randomänen an der Zelloberfläche befinden. MOG erhöht den Anteil an PLP in 

diesen Domänen. Vor allem aber wird MOG von mutiertem PLP (PLPmsd und 

PLPrsh) im Endoplasmatischen Retikulum (ER) zurückgehalten. PLPmsd und 

PLPrsh werden wegen ihrer falschen Struktur nicht aus dem ER transportiert und 

lösen u.a. die Pelizäus-Merzbacher-Krankheit aus. Die Ergebnisse dieser Arbeit 

können somit zum weiteren Verständnis der Myelinerkrankungen beitragen. 
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