Die Myelinmembran des Zentralnervensystems —
essentielle makromolekulare Strukturen und Funktion

Von Wilhelm Stoffel *

Die Markscheiden der Nervenfasern (Axone) werden von den Oligodendrocyten im Zentral-
nervensystem (CNS) und den Schwann-Zellen im peripheren Nervensystem (PNS) aus myelin-
spezifischen komplexen Lipiden und Proteinen in der Myelinisierungsphase gebildet. Die
mehrschichtigen Myelinmembranen isolieren die Axone und machen eine schnelle saltato-
rische Erregungsleitung mdglich und bewirken einen verminderten Axondurchmesser im Ver-
gleich zu nichtisolierten Axonen. Somit ist die Myelinisierung das Ereignis in der Evolution,
das entscheidend zur Miniaturisierung des Zentralnervensystems (Gehirn und Riickenmark)
beitrug. Die Myelinmembran ist morphologisch vor allem elektronenmikroskopisch detailliert
studiert worden. Biochemisch wurde sie in den letzten Jahren sowohl durch die Analyse der
Lipidkomponenten (Cholesterin, Phospholipid- und Sphingolipidklassen) als auch die der
Proteinbausteine auf der molekularen Ebene weitgehend aufgekldrt. Eine charakteristische
Periodizitit zeichnet das multilamellare System aus. Sie ist bedingt durch myelinspezifische
Lipide, die eine 5 nm dicke Doppelschicht aufbauen. Diese tritt mit dem Basischen Myelinpro-
tein (MBP) der cytosolischen Seite der Plasmamembranausstiilpung in Wechselwirkung, wih-
rend das integrale Membranprotein Proteolipidprotein (PLP) hydrophile Doméinen sowohl
auf der cytosolischen als auch der extracytosolischen Oberfldche der Doppelschicht exponiert.
Eine Vielzahl von proteinchemischen wie immuntopochemischen Befunden wurde in einem
Myelinmembranmodell zusammengefalit. Molekularbiologische Untersuchungen fiihrten zur
Aufschliisselung der Genstrukturen der Myelinproteine und ihrer Chromosomenlokalisation.
Der ProzeB der Myelogenese, die zeitliche und ortsspezifische Expression der Myelinprotein-
Gene im Gehirn, kann nun mit molekular- und zellbiologischen Techniken analysiert werden.
Mit gentechnischen Methoden wurden die Mutationen an den Modellen jimpy-Maus und
myelin-defiziente Ratte bestimmt. Dabei handelt es sich um Tiermodelle, die genetisch beding-
ten Myelindefekten (Dysmyelinosen) beim Menschen entsprechen. Damit wird es moglich
sein, auf der molekularen Ebene den Zelltod der Oligodendrocyten zu erforschen, der als Foige
der Expression mutierter Myelinproteine eintritt und mit dem Leben nicht vereinbar ist.
Oligodendrocyten und die von ihnen synthetisierten Myelinstrukturen sind Zielstrukturen
cytotoxischer Lymphocyten (Tc), die im Verlauf des demyelinisierenden Geschehens bei der
Multiplen Sklerose in schubhaft auftretenden Entziindungsherden den Abbau der Myelin-
scheiden einleiten. Tc-Lymphocyten erkennen Myelinstrukturen als Epitope und zerstoren sie.
Das sich nun abrundende Biid iiber den molekularen Aufbau der Myelinmembran wird auch
zu einem besseren Verstindnis der Demyelinisierung auf der molekularen Ebene und damit zu
therapeutischen Ansatzen fithren.

1. Einleitung

Im Verlauf der Evolution, die zu einer stindig wachsen-
den Komplexitdt der Organismen fiihrte, entwickelte sich
eine Reihe von Mechanismen, die es ermdglichen, rasch auf
Umwelteinfliisse zu reagieren und selbst zu agieren. Dabei
kommt dem zentralen und dem peripheren Nervensystem
(CNS bzw. PNS) groBte Bedeutung zu, da sie Informationen
zwischen Nervenzellen (Neuronen) und Erfolgsorganen tiber
Nervenfasern (Axone) mit hoher Geschwindigkeit iibertra-
gen. Neben den Neuronen entwickelte sich die Neuroglia, ein
Stiitzgewebe fiir die Neuronen, zu dem die Astroglia und die
Oligodendroglia zihlen. Ein entscheidender Sprung in der
Evolution bestand in der Entwicklung eines elektrischen Iso-
liersystems fiir die Nervenfasern in Form der Myelinscheide,
die von den Oligodendrocyten gebildet wird. Die Geschwin-
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digkeit der Erregungsleitung ist proportional dem Durch-
messer des Axons im Falle der nackten Axone. In myelini-
sierten Axonen verlduft diese bis zu 100mal schneller als in
Abwesenheit des Myelins, der Querschnitt eines Axons kann
also fiir die gleiche Leistung erheblich reduziert werden. Ne-
ben der Erh6hung der Erregungsleitungsgeschwindigkeit er-
moglicht die Myelinisierung die Unterbringung einer weit
hoheren Zahl von Axonen. Das wiederum macht die duBlerst
kompakte Struktur des CNS moglich. Wiren die Axone der
Bahnen des Riickenmarks nicht myelinisiert, so miiten sie
zur Erfillung der gleichen Leistung den Durchmesser einer
mehrere hundert Jahre alten Eiche aufweisen; der Sehnerv
(Nervus opticus) miiBte statt 2—4 mm einen Durchmesser
von 10-15 cm aufweisen.

Die fettreichen Umhiillungen der Axone des CNS, die be-
sonders in der weiBen Substanz, den Marklagern, im Aus-
schnitt eines Gehirns deutlich werden (Abb. 1), wurden von
Virchow 185411 erstmals mit dem Namen Myelin (griech.
myelos, Mark) bezeichnet. 1871 beobachtete Ranviert?! im
Lichtmikroskop Unterbrechungen der Myelinscheiden in 1 -
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Abb. 1. Makroskopischer Querschnitt eines menschlichen Gehirns. Der Cor-
tex und die weile Substanz (Pfeile) sind deutlich zu erkennen.

2 um Abstédnden, die heute als Ranviersche Schniirringe be-
zeichnet werden. Hier liegen die Axone nackt vor und sind
die K®/Na®-Pumpen konzentriert, die fiir die Wiederher-
stellung des Aktionspotentials verantwortlich sind. Die hohe
Geschwindigkeit der Erregungsleitung wird nicht wie in
nackten Axonen durch kontinuierliche Depolarisation er-
reicht, sondern sprunghaft von einem Schniirring Giber die
internodalen Abstinde zum anderen. Man bezeichnet dies
nach A. L. Hodgkin und A. F Huxley'® als saltatorische Er-
regungsleitung. Die nur an den Schniirringen lokal auftre-
tende Depolarisation fithrt bei der Repolarisierung zu einer
erheblichen Energieeinsparung.

2. Myelinisierung

Myelinartige Nervenscheiden traten erstmals im Evolu-
tionsschritt auf, der zu den Vertebraten (Knochenfischen)
fiihrte!*!. Durch die Ausbildung der Myelinscheiden um die
Axone wurden drei Vorteile erlangt: rascher Informations-
fluB, kompakte Organisation des CNS und Energieeinspa-
rung bei der Wiederherstellung und Aufrechterhaltung des
Ruhepotentials.

Die Myelinisierung (Myelogenese) im CNS verlduft zeit-
lich und rdumlich streng programmiert ab. Das Programm
wird in den sich aus den Vorlduferzellen vom O2A-Astrocy-
ten-Typ differenzierenden Oligodendrocyten zu einem fiir
jede Spezies charakteristischen Zeitpunkt gestartet, bei
Maus und Ratte etwa am zehnten Tag nach der Geburt und
beim Menschen nach dem sechsten Schwangerschaftsmonat.
Die Ausbildung der Myelinscheiden um die Nervenfasern

des Gehirns und des Riickenmarks ist bei Ratte und Mausim
wesentlichen um den 30. Tag nach der Geburt abgeschlossen,
beim Menschen am Ende des zweiten bis vierten Lebensjah-
res!®!, In dieser Phase synthetisiert der Oligodendrocyt tig-
lich das Zwei- bis Dreifache seines Eigengewichtes an Mye-
linbausteinen, Lipiden und Proteinen®). Die Oligodendro-
cyten des CNS bilden dabei Ausstiilpungen ihrer Plasma-
membranen (Abb. 2 A), die bis zu 50 Axone ansteuern, diese
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Abb. 2. Schematische Darstellung A) der von einem Oligodendrocyten zu vie-
len Axonen ausgehenden Plasmamembran-Fortsdtze mit Bildung von Ranvier-
schen Schniirringen, B) des Spiralisierungsprozesses bei der Myelinisierung und
C) der aus dem elektronenmikroskopischen Bild abgeleiteten Periodizitit des
Myelins (siehe auch Abb. 3).

spiralig umwickeln, wobei das Cytoplasma weitgehend aus
den Fortsdtzen abgepreBt wird. Die Innenseiten (cytoplas-
matische Oberflichen der Fortsdtze) lagern sich dicht anei-
nander und erscheinen im elektronenmikroskopischen Bild
aufgrund ihrer hohen Elektronendichte als ,,main dense li-
ne** (MDL). Auch die AuBenflichen der Plasmamembran-
Ausstiilpungen (extracytosolische Seiten) treten im Verlauf
der spiraligen Umwicklung in engen Kontakt. Die Kontakt-
zone stellt sich als ,,intraperiod dense line** (IDL) dar. Abbil-
dung 2 A veranschaulicht schematisch die Ausstiilpung der
Myelinmembranen aus der Plasmamembran des Oligoden-
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drocyten, Abbildung 2 B den SpiralisierungsprozeB und Ab-
bildung 2 C die Periodizititen der Myelinmembran, abgelei-
tet aus dem elektronenmikroskopischen Bild eines myelini-
sierten Axons (Ausschnitt in Abbildung 3).

Abb. 3. Elektronenmikroskopische Aufnahme des Querschnitts eines myelini-
sierten Axons. Neben der dem cytosolischen Spalt entsprechenden, hohe Elek-
tronendichte aufweisenden ,.main dense line™ (MDL) und der ..intraperiod
dense line* {IDL), dem Pendant der extracytoplasmatischen Seiten zweier auf-
einander gepackten Myelinmembranschichten, sind die radialen Komponenten
erkennbar.

Die Myelinmembran weist eine Periodizitdt von 11.5 nm
auf. Jede Lipiddoppelschicht ist etwa 4-5nm dick
(Abb. 2C) und unterscheidet sich damit erheblich von der
Dicke der Plasmamembran einer Leber- oder Bindegewebs-
zelle (2.5-3 nm). In diesen Dimensionen schlagen sich die
unterschiedlichen chemischen Strukturen der die Doppel-
schicht aufbauenden Lipide nieder, die im folgenden Ab-
schnitt beschrieben werden.

Die Funktion der Oligodendrocyten in der Myelogenese
des CNS iibernimmt im peripheren Nervensystems die
Schwannsche Zelle. Obwohl das Myelin des PNS dem des
CNS in seiner morphologischen Architektur (Periodizitat)
sehr dhnlich ist, ist es jeweils eine Schwannsche Zelle, die nur
eine internodale Hiille bildet.

Im folgenden werden Biochemie und Molekularbiologie
der makromolekularen Komponenten der Myelinmembran
des Zentralnervensystems im Hinblick auf vier Hauptfragen
behandelt:

1. Welche chemischen Strukturen sind fiir die kompakte
Schichtung der Myelinlamellen und damit fiir die Funktion
der Isolierung des Axons verantwortlich, und wodurch ist
die auBergewohnliche Periodizitit der Myelinmembran-
struktur bedingt?

2. Wie konnen wir uns die Aufwicklung der Oligodendro-
cyten-Plasmamembranfortsitze um die Axone vorstellen?

3. Wie fithren durch Mutationen verursachte geringste
Verdnderungen der Proteinstrukturen zum vollstindigen
Defekt des Myelins und Tod des Individuums ?

4. Welche Bedeutung hat die Kenntnis der Myelinstruktu-
ren fiir das pathogenetische Verstindnis der dys- und demye-
linisierenden Erkrankungen?

3. Die Lipiddoppelschicht der Myelinmembran

Einfache Zentrifugationsschritte fithren zur Isolierung des
Myelins in einheitlicher Form und machen es damit der Ana-
lyse zuginglich. Die Myelinmembran ist die lipidreichste
Membran des tierischen Organismus. Etwa 80% seines
Trockengewichts bestehen aus Cholesterin und komplexen
Sphingo- und Phospholipiden und nur 20% aus Proteinen.
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Tabelle 1. Vergleich der Bausteine der Oligodendrocyten-Plasmamembran mit
denen des isolierten Myelins.

Komponente Oligodendrocyten- Myelin
Plasmamembran
{Mol-%} {Mol-%}
Proteine 54 h3
Lipide 46 79
Cholesterin 36.4 40.9
Cerebroside 94 15.7
Sulfatide 3.0 4.0
Sphingomyelin 54 4.7
Phosphatidylcholin 25.4 109
Phosphatidylethanolamin 73 13.6
Phosphatidylinositol(di)phosphat 74 4.7
Phosphatidylserin 5.1 5.0
Ganglioside 0.9 0.5

Tabelle 1 faBt eine Komponentenanalyse des Myelins zusam-
men und erlaubt den Vergleich mit der der Plasmamembran
des Oligodendrocyten. Die Lipiddoppelschicht weist inso-
fern eine sehr spezielle Zusammensetzung auf, als sie mit
40 Mol-% einen auBergewohnlich hohen Cholesteringehalt
hat. So entfillt auf jedes Phospholipid (Sphingomyelin wird
hier zu den Phospholipiden gezihlt, weil es die gleiche zwit-
terionische polare Kopfgruppe enthilt wie die Phosphatidyl-
choline) ein Molekiil Cholesterin. Zu den Sphingolipiden
Cerebrosid und Sulfatid steht es im Molverhiltnis 1:2.

Eine vollstindige Extraktion der Myelinlipide aus dem
Myelin gelingt nur mit saurem Chloroform-Methanol (z. B.
Chloroform-Methanol-Essigsdure 2:1:0.1), da die sauren
Phospholipide und Sulfatide eine starke ionische Bindung an
die Myelinproteine eingehen. Die amphiphilen komplexen
Lipide bestehen aus den hydrophoben Gruppen der Alkan-
ketten der Fettsduren und des Sphingosins sowie der Al-
kenylethergruppen der Plasmalogene, die die zentrale oder
Core-Region der Lipiddoppelschicht aufbauen, und den po-
laren Kopfgruppen, die die Oberfliche bilden und damit dem
wiBrigen Milieu zugekehrt sind (Abb. 4, 5).

Die hydrophoben Anteile der Sphingolipide (Cerebrosid
und Sulfatid) setzen sich aus sehr langen Fettsduren von C,4
(Stearinsdure) bis C,, (Lignocerinsdure) als gesittigte
a-D-Hydroxy- oder ungesittigte w-9-Monoensduren zusam-
men, die amidartig mit dem Sphingosin (Sphingenin,
(2 S, 3 R, 4 E)-2-Amino-1,3-dihydroxy-4-octadecen)  zum
Ceramid verkniipft sind. Der Alkankettenanteil von Fett-
sduren und Sphingosinbasen ist daher im Ceramid von un-
terschiedlicher Lange. Die all-trans-Struktur der langketti-
gen Acylreste (> C,,) bedingt eine Linge von 3.6~4.0 nm.
Dies erklart die ungewohnliche Dicke der Doppelschicht
der hydrophoben Core-Region von 4.5-5.0 nm, wobei
,,sticky ends* der Alkanketten im fluiden Zentrum der Dop-
pelschicht liberlappen.

An der Grenze zur hydrophilen Kopfgruppe befinden sich
freie Hydroxygruppen der langkettigen ao-Hydroxyfettsiu-
ren und des Sphingosins, die zusammen mit der des Chole-
sterins und der Amidogruppe des Ceramids Wasserstoff-
briickenbindungen mit den Carbonylgruppen der Phospho-
und Sphingolipide bilden kénnen. Wasserstoffbriickenbin-
dungen verkiirzen den Abstand zwischen den bindenden
Gruppen. Die Summe der freien fiir die Wasserstoffbriik-
kenbindung zur Verfiigung stehenden Protonen ermdéglicht
die Quervernetzung aller Carbonylgruppen der Lipiddoppel-
schicht und damit deren Stabilisierung durch eine flachen-
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hafte Wasserstoffbriicken-Sperrschicht (Abb. 4). Die Acyl-
gruppen der Ceramide — Sphingomyelin enthdlt nur Spezies
mit langkettigen gesdttigten C, - und C,,-Fettsduren — wiir-
den bei 37°C als kristalline Verbindung vorliegen, werden
aber durch die Intercalation der Cholesterinmolekiile und
die zum Teil hochungesittigten Acylgruppen der Phospho-
lipide in eine fluide Phase iiberfiihrt. Erwdhnenswert, wenn
auch in ihrer Funktion unbekannt, ist die Gruppe der 1-Al-
kenylether in der Klasse der Phosphatidylethanolamine.

Bei den polaren Kopfgruppen der Myelinmembranlipide
an der Wasser-Interphase treten neben den ubiquitdren
Membranphospholipiden Phosphatidylcholin und Phospha-
tidylethanolamin besonders reichhaltig die sauren Phospho-
lipide Phosphatidylserin und Phosphatidylinosit auf. Dies
fiihrt dazu, da auch noch Sulfatide vorhanden sind, daB
durchschnittlich jede vierte polare Kopfgruppe der komple-
xen Phospho- und Sphingolipide eine anionische Gruppe auf
der Membranoberfliche ist. Die als Spurenlipide auch in der
Myelinmembran vorkommenden Ganglioside sind dabei
nicht beriicksichtigt.

Wir wissen heute nur wenig iiber die Symmetrie/Asymme-
trie der Lipidanordnung in der Doppelschicht. Die Markie-
rung der Oligodendrocyten-Plasmamembran und der
Myelinmembran mit Anti-Galaktosylceramid- und Anti-
Sulfatid-Antikorpern weist jedoch ihre dichte Verteilung in
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Abb. 4. Darstellung einer Modell-Lipiddoppelschicht
mit Cholesterin, den myelinspezifischen Sphingolipiden
Cerebrosid und Sulfatid und den sauren Phospholipiden.
Die vier Typen der moglichen Wasserstoffbriickenbin-
dungen sind hervorgehoben. Die chemischen Strukturen
der Myelinlipidspezies sind in Abbildung 5 nochmals
deutlicher dargestelit.

der duBeren Schicht der Sandwichstruktur der Membran
nach. Die Oberflidchen der Myelinmembran-Doppelschicht
besitzen aufgrund der zwitterionischen Kopfgruppen der
Phospholipide, der hydrophilen, ungeladenen Galaktosere-
ste der Cerebroside und vor allem der anionischen Gruppen
mannigfache Mdglichkeiten zur Wechselwirkung mit kom-
plementdren Molekiilen auf der cytosolischen und extracyto-
plasmatischen Seite der Membran, denen moglicherweise fiir
die kompakte Packung und auch fiir den Spiralfaltungspro-
zeB bei der Myelinisierung einige Bedeutung zukommen
diirfte. Vollig ungeklirt ist die Bedeutung des relativ hohen
Gehalts an Phosphatidylinositen im Myelin, vor allem im
Hinblick auf deren Bedeutung als ,,Second Messenger*-
System.

4. Myelinproteine des Zentralnervensystems

Wihrend die Myelinlipide des PNS und CNS eine sehr
dhnliche Zusammensetzung aufweisen, treten bei den Mye-
linproteinen erhebliche Unterschiede auf. Die Natriumdode-
cylsulfat-Polyacrylamidgelelektrophorese (SDS-PAGE) trennt
das Proteingemisch des Myelins in wenige Bestandteile auf
(Abb. 6).
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Abb. 5. Strukturformeln der wichtigsten Lipidklassen der Myelinmembran.

Die Banden sind dem Proteolipidprotein (PLP), auch
Lipophilin genannt, und einem von ihm abgeleiteten Iso-
protein, dem DM 20, sowie dem Basischen Myelinprotein
(MBP) und seinen Isoformen zuzuordnen. Das sind Formen

rat-
myelin
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Abb. 6. SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese von Ratten-Myelinproteinen
(rechts) und Standards (links); W: Wolfgram-Proteine; PLP: Proteolipidpro-
tein; DM 20: Isoform des PLPs; BMP; Basisches Myelinprotein (in diesem
Beitrag sonst als MBP abgekiirzt).

des MBPs mit niedrigerer Molekiilmasse, die durch alterna-
tives Spleilen entstehen (siehe Abschnitt 5, Abb. 7). Die rest-
lichen Banden verteilen sich auf Glycoproteine, die Wolf-
gram-Proteine (W) und das Myelin-assoziierte Glycoprotein
(MAG). PLP und MBP machen zusammen etwa 90 % des
Gesamtproteins aus.
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4.1. Basische Myelinproteine (MBPs)

Basische Myelinproteine stellen einen Anteil von 30-40%
des Gesamtproteins des Myelins und konnen durch saure
Extraktion des Myelins und anschlieBende Ionenaustausch-
chromatographie und Gelfiltration gewonnen werden!”).
Mensch und Rind enthalten als Hauptkomponente ein 18.5-
kDa-MBP mit 170 bzw. 169 Aminosiduren!®! (davon 24 %
basische Aminosiuren®’). Beim Menschen treten zwei Iso-
formen auf (17.2 kDA und 21.5 kDA)!'?! bei Nagetieren
vier (14, 17, 18.5 und 21.5 kDa). Diese entstehen hierl!0: 11}
wie beim Menschen!!# durch alternatives SpleiBien des einen
Primirtranskripts des MBP-Gens!'!l, auf das bei der Be-
schreibung der MBP-Genstruktur eingegangen wird (Ab-
schnitt S). MBP weist alle Eigenschaften eines peripheren
Membranproteins auf. Seine Lokalisation im cytoplasmati-
schen Spalt (elektronenmikroskopisch als MDL erschei-
nend) gelang mit Hilfe von spezifischen Antikdrpern!* 3 und
durch enzymatischen Abbau der Myelinproteine!!4). Auf-
grund seiner hohen Basizitét tritt es in ionische Wechselwir-
kung mit den sauren polaren Kopfgruppen der Lipide auf
der cytoplasmatischen Seite der Lipiddoppelschichten und
bewirkt deren kompaktes Zusammenlagern.

MBP hat in wiBriger Losung liberwiegend Knéuelstruk-
tur, wie Circulardichroismus-Messungen ergaben!!®). Sio-
ner!1) hingegen postulierte eine Sekundérstruktur mit Falt-
blatt-Strukturen. Diese Aussage beruht auf der Gewichtung
der Sekundirstrukturparameter bei der computerunterstiitz-
ten Berechnung.

4.2. Proteolipidproteine (PLPs)

Die Proteolipidproteinfraktion wurde erstmals 1951 von
Folch und Lees aus einem Chloroform-Methanol-Extrakt
der weiBlen Substanz des Gehirns gewonnen!!”), Mit 50—
55% des Trockengewichts ist sie die groBte Proteinfraktion
des Myelins. Mit SDS-PAGE kann sie in zwei Banden von
26 kDa (PLP) und 20 kDa (DM 20) getrennt werden. PLP
und DM 20 sind Isoproteine, die aufgrund ihrer groBen Hy-
drophobie wasserunléslich sind. Der wesentliche Grund da-
fiir, daB die Aufklirung der Primérstruktur erst 30 Jahre
nach ihrer Entdeckung in meinem Kolner Arbeitskreis ge-
lang (1982—1983), war die Entwicklung neuer Trennmetho-
den fiir hydrophobe Peptide, die durch chemische Spaltung
(Bromcyan an Methioninresten und Bromsuccinimid-Dime-
thylsulfoxid (DMSO) an Tryptophanresten der Polypeptid-
kette) und durch enzymatischen Abbau aus dem PLP frei-
gesetzt wurden, woran sich der Edman-Abbau dieser gerei-
nigten Peptide anschloB.

Wir untersuchten das menschliche und das Rinder-Hirn.
PLP besteht aus 276 Aminosduren und hat eine Molekiil-
masse von 29891 Da. Uberraschend war der Befund, daB
sich die Sequenzen des menschlichen und des Rinder-PLP
nur in zwei Positionen unterscheiden: Ala'®® und Thr!®® des
Rinder- sind durch Phe!®® und Ser!®® im Menschen-PLP
ausgetauscht (Abb. 7 oben). Die Sequenz ist streng geglie-
dert in eine kurze und vier lange hydrophobe Sequenzen, die
durch hydrophile Schleifen (,,Loops**) verbunden sind. Ord-
net man diese Doménen getrennt an (Abb. 7 unten) und
berechnet ihre rdumliche Ausdehnung, so werden die fiir ein
integrales Membranprotein typischen Strukturen deutlich:
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G=L-L=E-C-C-A-R-C-L=V~-G-BAzR~EA-$-L-V-A-T-G=L-C-E=F-G=V-A=}-F-C-G-C-G-H-E~A=L-T~

40 Abb. 7. Oben: Aminosiuresequenz und
Strategie fiir die Sequenzierung des mensch-

Trpl I —V8-TrpIl~> lichen Proteolipidproteins des Zentralner-

T1 .- vensystems. Trp: Tryptophanbruchsticke

80 I--1V; V8: V8-Staphylococcus-Protease;
G-T-E-K-L=L-E-T~Y-F-5~K-N-Y~Q-D-Y~E~Y-Lol-N-YoI-H-BA={-Q-Y-¥=I-Y-G-I-A-JR-E-K-L- |y C: Lys-C-Protease: T-Mal: Trypsin-

~-V8-Trpl--
——T1-Trp I————>

Y-G-Azl-JeL-A-E-G=F-Y-T-T-G~A=Y{-R~Q-I-F-G-D-Y-K-J=I-1-C-G-K-G-L-§-A-T-Y~T-G-G-Q~

Lys—C1 >

Lys-Cl

K-G-R-G-S-R-G-Q-H-Q-A~H-§=L~E-R-V~C-H-C~L=G-K-W-L-G-H-P-D-K-E-¥-G~[-T-Y-B=L-T=V~

T-Mal-} —mM8M8M8™————»

— - fragment nach Maleolylierung; Th: Ther-

molysin-Fragment; T: Trypsinspaltstiicke;
120 BrCN: Bromcyanfragmente. Unten: Hy-
drophobe (halbfett) und hydrophile Domi-
nen des Proteolipidproteins. Uber den Se-
quenzen sind die Aminosauren-Positionen,
160 die Ganghdhen der aus ihnen bestehenden
a-Helix (3.6 Aminosiduren pro Ganghdhe)

~— Thl >

Thl ———>» und die resultierende Lange der Helix ange-
T2 > geben (0.54 nm pro Ganghdhej.
200
V=W-Loy Yo E-A-C-§=f Y=P-V-Y~I-Y-F~N-T-W-I=1-C~Q-§=J_B-E-P-S-K-I-§=A-§=-G-S-1-C~
TrpIII g
T2 > Trpllla ——————————3
P 240
A-D-A-R=M-Y-G=Y-L-P-W-N=A-E~P-G=K~V-C-G~$~N-Lol-§=1-C-K=J-A-E=F-Q-M-T-F-H-L-E-]=
BrCN2 ————— 3 T1-TrpIV——3
— TrpIlla—3» TrplV ——————3 276
AA-E-V-G-A-A-A-T-L-V-§ol-L-T-F-M-I-A-B-T-Y-N-E=§-¥-L-K-L-M-G-R-G-I=K-F
—_————— T1-TrplvV . -
BrCN3+4 o
S —;Z—C—C~A—l;— Zentrum der Sequenz Prolinreste auf, die a-Helix-Brecher
sind und zu einem Knick und einer Umkehr der Laufrich-
27 Aminosiuren, 7.5 Ganghdhen, 4.05 nm tung der chHellx fuhretn. PLP.enthalt 14.Cystemreste, vier
10 20 30 von ihnen liegen als freie Cysteine vor. Zwischen Cys?2” und
C~L-V-G-A-P-F-A-$-L-V-A-T-G-L-C-F-F-G-V-A-L-F-C-G-C-G- . 5 . . . .
dem N-terminalen Cys® besteht eine Disulfidbindung. Die
. - 40 -+ - 50 + - - Hydrophobie des Polypeptids wird durch Acylierung mit
S einer langkettigen Fettsdure am Thr'®® noch erhéht.
29 Aminosiiuren, 8 Ganghéhen, 4.35 nm
60 {+) 70 80 . . .
Y-L-T-N-V-I-H-A-F-Q-¥-V-I-Y-G-T-A-S-F-F-F-L-¥~G-A-L-L-L~A- 4.2.1. Anordnung des Proteolipidproteins
in der Myelinmembran
90 + 100 -~ + + 120+

E-G-F-Y-T-T~G-A-V-R-Q-I-F-G-D-Y-K-T-T-1-C~G-K~G-L-§-A~T-V-T-G~G-Q-K-~

+ + (+1130¢+) - . (+1140  + ) -+
G~R-G-S-R-G~Q-H-Q-A-H-S-L-E-R-V-C-H-C-L-G-K-W~L-G-H-P-D-K-

40 Ami en, 11 Ganghéhen, 6.00 nm

160 170
F-V-G-I-T-Y-A-L-T-V-V-W-L-L-V-F-A-C-S-AR-V-P-V-~

180 190
Y-I-Y-F-N-T-W-T-T-C-Q-S-I-A-F-P-5-

+ 200 - +
K-T-S-A-5-1-G-$-L-C-A-D-A-R-

12 Aminosiéuren, 3 Ganghohen, 1.65 nm

210
M-Y-G-V-L-P-W-N-A-F-P-G-

+ 220 + 230~ (+)
K~V-C-G-§-N~L-L-S-I-C~K-T-A-E-F-Q-M-T-F-H-

30 Aminosiiuren, 8.3 Ganghdhen, 4.50 nm

240 250 260
L-F-I-A-A-F~V-G-A-A-A-T-L-V-S-L-L-T-F-M-I-A-A-T-Y-N-F-A-V-L-
+ 270 o+ +

K-L-M-G-R-G~T-K-F

drei Dominen haben genau die Gro8e, um die 5-nm-Dop-
pelschicht zu durchspannen (trans-Helices), wihrend zwei in
cis-Anordnung vorliegen, da die eine Domédne (40 Amino-
sduren) zu lang, die andere (12 Aminoséduren) zu kurz fiir die
Durchspannung der Membran ist. Zudem weisen beide im
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Die strenge Gliederung der PLP-Polypeptidkette in hy-
drophobe und hydrophile Doménen fithrte zu einer Modell-
vorstellung iiber deren Integration in die Myelin-Lipid-
doppelschicht, die dann durch biochemische und immun-
topochemische Analysen bestitigt wurde. Abbildung 8 ver-
anschaulicht im oberen Teil unsere derzeitige Vorstellung:
Auf der extracytoplasmatischen Seite liegt eine kurze hydro-
phile N-terminale Sequenz, die sich in die erste transmem-
brane a-Helix fortsetzt, auf der cytosolischen Seite in eine
hydrophile Domine mit zwei {iberschilssigen negativen La-
dungen {ibergeht und sich zuriick in die zweite transmembra-
ne Helix faltet. Die groBte, stark positiv geladene hydrophile
Sequenz (Arg®” bis Arg'*°) befindet sich auf der extrazellu-
laren Oberfliche. Die beiden cis-membranalen Doméinen
tauchen ebenfalls von dieser Seite in die Lipiddoppelschicht,
wihrend die C-terminale hydrophobe Doméne sie wieder
durchspannt und so das C-terminale, stark positiv geladene
Ende der Sequenz zum cytosolischen Spalt hin orientiert ist.
Die hydrophoben Segmente werden durch amonische oder
kationische Aminosdurenseitenketten oder als Zwitterion
angeordnete ionische Seitenketten begrenzt.

In unserem Modell sind zehn Cysteinreste in den hydro-
philen Doménen auf der extracytoplasmatischen Oberfliche
angeordnet, vier befinden sich in a-helicalen Doméanen. Auf-
grund der Disulfidbriicke zwischen Cys® und Cys??” und
moglichen Disulfidbriicken auf der extracytoplasmatischen
Oberfldche, aber auch zwischen den t7ans- und cis-membra-
nalen Helices nehmen wir eine zylindrische Aggregation der
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\ > 50
sIACOHOAEHEOERMEE
6] + ®
POVOOOVVVOO,
N 3 ® ©
GYOYYY<YT Y] ' JC)G]K]1G ©
F + + +
1YOYR] 98 @ ® . -48:
Exon | / ™) Fettslure (16:0; 18:0; 18:1) -5} +
— e 190 (U o
0 o oNMoNo¥o N ©® [
T ® ) o (Pl y-
® M- () Q 0
G 3 A ® [ 0 @ a2z
Exon Il & [*) S of © ®n . |
0 - O, xtracytoplasma-
O © Oka Ohs 00 O+ +@@) G, tische Seite
Q (M) () )
Exon IV {7y 1R S 9 ® ®
© (F) Q ()
—~ . Oy - MO, ®» &~ ExonVl
0 N Q. ® ®
oo - 210" - o
o Yq Exon V ®
® O &) -
O @ ®2s T
0. @ ® °§°‘;'
Q O T ¢
> G o schicht
G Q) ©
© Ue O
& O -0
Q
COEIy 255 ®
® Exon Vil
O Q
Exon Il - 0
B ® 0%
[F)
Q
+ oooeooooooo "
Cytoplasma-
ar + o+ + tische Seite
K7J
0
LEXK)
_4+5 =
€D
Extracytoplasma- J
tische Selte
Illa
Lipid-
doppel-
schicht
Abb. 8. Oben: Modell zur Membranintegration des Proteolipidproteins aufgrund seiner
hydrophoben und hydrophilen Domédnen und der biochemischen und immuntopochemi-
{ schen Evidenz. Die schwarz umrandeten Peptidsequenzen (1, 2, 3, 3A, 3B, 4, 5 und 6) sind
Epitope, die durch Festphasensynthese gewonnen und gegen die Antikorper produziert
wurden ; Querstriche kennzeichnen die Begrenzungen der Exons (Abschnitt §), Pfeile die
proteolytischen Angriffspunkte des Trypsins am intakten Myelin, dessen kompakte Schich-
Oytoplasma- tung durch hyposmotische Behandlung gelockert wurde. Unten: Vorschlag zur Assoziation
tische Selte der Intramembran-a-Helices innerhalb der Lipiddoppelschicht durch extracytoplasmatische
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hydrophoben Helices an, wie sie in Abbildung 8 unten sche-
matisch dargestellt ist. Durch begrenzte Proteolyse der Mye-
linmembran wird die kleine hydrophile Doméne zwischen
Arg?%4 und Lys?!7 leicht freigesetzt. Es ist durchaus mog-
lich, daB sie eine Flipflop-Bewegung zu einer eng benachbar-
ten Myelinmembran durchfiihrt und somit dhnlich wie die
langkettige Acylgruppe durch Intercalation in die Lipiddop-
pelschicht zur Fixierung und engen Apposition der benach-
barten Membran beitrigt. Diese beiden Strukturenelemente
konnten auch fiir die Dynamik der Spiralisierung von Be-
deutung sein.

Diese Modellvorstellung wurde auf zweierlei Weise experi-
mentell untermauert:

a) Durch Trypsinverdauung der durch osmotischen
Schock dissoziierten Myelinmembranschichten und an-
schlieBende Auftrennung von drei groBeren Polypeptiden
und deren Sequenzierung konnten wir feststellen, daB die
Endoprotease an den durch Pfeilen in Abbildung 8 oben
gekennzeichneten Positionen des PLPs angegriffen hatte, al-
so diese dem Enzym, das die Lipiddoppelschicht nicht
durchdringen kann, an der duleren Oberfliche zugidngig wa-
ren. Abbildung 9 zeigt das Resultat der SDS-PAGE des Pro-

kOa 1 2 3 4
b .
-
WP 60— ' =
) - -
- T
p— S

e ~—

e 26— G
OM20 23 — e

BMP 18— ' - (-

LMW 12 =
B

Abb. 9. SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese der Myelinproteine nach Tryp-
sin-Behandlung der intakten Myelinmembran. Die PLP-Bande ist zugunsten
von Proteolyse-Fragmenten verschwunden. Die Spaltstellen sind in Abbildung
8 oben durch Pfeile angedeutet.

dukts der proteolytischen Behandlung des Myelins. Die
PLP-Bande ist zugunsten der Banden kleinerer Polypeptide
zwischen 7 und 10 kDa verschwunden. Hingegen ist das
MBP offenbar voéllig geschiitzt vor der Proteolyse, was nur
durch seine Lokalisation im cytosolischen Spalt, abge-
schirmt durch die Lipiddoppelschichten, erkldrbar ist. Die-
ser Befund ist ein biochemischer Beweis fiir die Anordnung
des MBPs im Myelin.

b) Ausgehend von der Méglichkeit, Antikdrper gegen syn-
thetische Peptidsequenzen aus den verschiedenen Domanen
der PLP-Sequenz, die in Abbildung 8 oben als schwarze
Kaistchen hervorgehoben sind, zu gewinnen und als Marker
auf die nicht permeabilisierte Membran einwirken zu lassen,
sollte die Seitenorientierung des PLPs histologisch bestimm-
bar sein. Wir verwendeten hierzu Priméarkulturen von Rat-
tenhirn-Oligodendrocyten, die sich 18 Tage nach der Geburt
in Primédrkultur befanden. In diesen lauft die Expression der
Proteine des Myelins dhnlich wie bei der myelinisierenden
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Ratte ab. Das PLP sollte in der Plasmamembran seine end-
gultige Orientierung einnehmen, bevor es in den Wachs-
tumskonus des Oligodendrocyten und weiter in den Myelin-
fortsatz segregiert.

Abbildung 10 links zeigt, daB nur Antikdrper gegen Pepti-
de aus dem hydrophilen Loop Arg?’-Arg!3° eine Immun-

Abb. 10. Immuncytochemische Lokalisation der PLP-Domainen mit Hilfe von
Antipeptid-Antikérpern. Links: A Fluoreszenzmarkierung, B Phasenkontrast-
bild; rechts: Goldmarkierung der Plasmamembran-Fortsitze von Oligoden-
drocyten in Gewebekultur (8150fache elektronenmikroskopische VergroBe-
rung).

fluoreszenzmarkierung der Oligodendrocyten-Plasmamem-
branen ergaben. Das gleiche Ergebnis wurde mit
goldmarkierten Antikérpern gegen dieses Peptid erzielt
(Abb. 10 rechts). Somit stehen beide Befunde in Einklang
mit dem vorgeschlagenen Modell zur Anordnung des PLPs
in der Myelinmembran.

Erweiterte Sekundérstrukturbestimmungen nach den Re-
geln von Chou und Fasman, Nagano und anderen ergaben
iiberraschenderweise, daB die hydrophilen Domanen alle bis
auf das erste Drittel der groBen Domine (Arg®’-Lys!?°) als
amphipathische Helices gefaltet sind. In Abbildung 11 sind
diese zusidtzlichen Sekundirstrukturen schematisch einge-
bracht. Dieser Befund konnte von groBer Bedeutung fiir die
Packung der Myelinmembranschichten sein.

4.3. Wolfgram- und andere Proteine

Als weitere Proteinkomponenten, die in sehr geringer
Konzentration vorliegen, sind die Wolfgram-Proteine und
das Myelin-assoziierte Glycoprotein (MAG) zu erwdhnen
(siche auch Abb. 6). 1966 isolierte Wolfgram!'®! aus dem
sauren Chloroform-Methanol-Extrakt bei pH 5 eine aus drei
Banden in der SDS-PAGE bestehende Proteinfraktion mit
Molekiilmassen zwischen 45 und 55 kDa. Von diesen ist die
55-kDa-Komponente a-Tubulin, das mit spezifischen Anti-
a-Tubulin-Antikorpern im Western-Blot reagiert, wahrend
die 45- und 50-kDa-Banden dem Enzym 2',3’-cyclische Nu-
cleotid-3'-phosphodiesterase zuzuordnen sind.

MAG ist ein Glycoprotein mit einer Molekiilmasse von
etwa 100 kDa und liegt als Spurenprotein vor (1% des Ge-
samt-Myelinproteins). Seine Aminosiuresequenz wurde erst
vor kurzem iiber die cDNA aufgekldrt: 626 Aminosduren
mit 69.3 kDa bilden die Sequenz, die in vielen Bereichen
homolog zum neuralen Zelladhdsionsmolekiil (N-CAM)
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Abb. 11. Beitrag der Wechselwirkung von
geladenen Sequenzen (1), der amphipati-
schen Helices der extracytoplasmatischen
hydrophilen Domdnen (2), der Fettsiure-
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ist!'°]. Die Lokalisation in der periaxonalen Region des
Myelins der erwachsenen Ratte weist auf eine mogliche
Wechselwirkung von Neuron und Oligodendrocyt in der
Myelogenese hin.

5. Molekularbiologie der Myelinproteine

5.1. Erstellung von cDNA-Banken aus mRNA
myelinisierender Rattengehirne und Isolierung
MBP- und PLP-spezifischer cDNA-Klone

Die Synthese der Myelinproteine und -lipide ist um den 18.
Tag nach der Geburt am groBten!?°). Wir isolierten Hirn-
RNA von 18 Tage alten Ratten und reicherten die poly(A)*-
RNA durch Affinitdtschromatographie an Oligo(dT)-Cellu-
lose(21) an, die fiir die Synthese der cDNA (complementiren
oder copy DNA) mit Hilfe der Reversen Transkriptase nach
einer modifizierten Gubler-Hoffman-Methode!??! benétigt
wurde (Abb. 12). GroBenfraktionierung durch Gelelektro-
phorese in 1%iger Agarose ergab Kopien von 550 bis
> 6000 bp doppelstrangiger cDNA, die in die Ps¢I-Schnitt-
stelle des Vektors pBR322 kloniert wurden. Aus dieser Bank
wurden Klone, die Spezifitdt fiir das Proteolipid- und das
Basische Myelinprotein aufwiesen, durch Southern-Blot-
Hybridisierung im Kolonien-Screening mit markierten Oli-
gonucleotiden isoliert, die von unserer PLP-Aminosédurese-
quenz im N- und C-terminalen und im zentralen Bereich
sowie dem C-terminalen Bereich des 18.5 kDa groen MBPs
abgeleitet waren. Von diesen enthielt der MBP-spezifische
c¢DNA-Klon von 612 bp die gesamte codierende Region des
14.5-kDa-MBP-Isoproteins, dem lidngsten PLP-spezifischen
von 2585 bp fehlten etwa 310 bp der die N-terminale Region
codierenden Sequenz!?3). Die Schritte, die zu den PLP- und
MBP-spezifischen Klonen fiihrten, sind in einem Ablauf-
schema zusammengefalBBt (Abb. 12).

Mit Hilfe dieser ¢cDNA-Klone wurde die GroBe der
mRNA-Transkripte des PLPs und MBPs in der Northern-
Blot-Hybridisierungsanalyse bestimmt. Zwei stirkere Ban-
den von 3.2 und 1.6 kb Liange wurden als PLP-spezifische
RNA im Hirn von 18 Tage alten Ratten im Verhaltnis 2:1
nachgewiesen, dazu eine schwache Bande bei 2.4 kb. Die
mRNAs unterscheiden sich nicht im codierenden Bereich,
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ketten (3) und des hydrophoben flip-flop-
Loops des PLPs (4) zur Spiralisierung und
kompakten Packung der Myelinlagen.

poly(A)* aus Gehirnen von 18 Tage alten Ratten

Einzelstrangsynthese (ss-cDNA) | Annealing von Oligo(dT),, - ,4-Primern
Reverse Transkriptase

ss-cDNA

mRNA } Hybrid

RNA-Hydrolyse durch RNase H
DNA-Polymerase I, INTP
DNA-Ligase

doppelstringige cDNA (ds-cDNA)

AufTiillen der iberstehenden 5'-Enden

ds-cDNA mit glatten Enden

GroBenfraktionierung (> 500 bp) der
cDNA uber Agarosegel (0.9%)
Isolierung der cDNA durch Elektro-
phorese auf NA45-Membran

ds-cDNA

Verlangerung der 3'-Enden mit dC-homo-
polymeren Einzelstringen
,,dC-tailing*

ds-cDNA(C),,. 30

Ligation mit Pst I-linearisiertem und
dG,o . 30-homopolymerem 3'-Ende modi-
fiziertem Plasmid pBR322

Rekombinate gehirnspezifische cDNA-Vektoren
Transformation von kompetenten E.-coli-
JM83-Zellen

Rattenhirn-spezifische cDNA-Bibliothek

Kolonien-Screening mit PLP- und MBP-
spezifischen *?P-markierten synthetischen
Oligonucleotiden

Isolierung von

Y

MBP-cDNA-Klonen PLP-cDNA-Klonen

N/

Doppelstrangsequenzierung der cDNA-Einschiibe
mit spezifischen Oligonucleotid-Primern

Abb. 12. FluBdiagramm der modifizierten hirnspezifischen cDNA-Synthese
[22] ausgehend von Gehirn-poly(A)*-RNA 18 Tage alter Ratten sowie Isolie-
rung der PLP- und MBP-spezifischen Klone fiir die DNA-Sequenzierung.
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sondern enthalten am 3'-Ende drei unterschiedlich lange
nichttranslatierte Sequenzen, die lidngere 3.2-kb-mRNA
2062 Basen, die 2.4-kb-mRNA 1319 bp und die 1.6-kb-
mRNA 430 bp 3’-wirts vom Stopcodon. Es sind drei Poly-
adenylierungssignale AATAAA vorhanden, die fiir die
unterschiedlich langen Transkripte verantwortlich sind
(Abb. 13). Auch die zweite fir die effiziente Polyadenylie-

Transkrip-
tionsstart PLP-codierende Sequenz (831 bp) Stop  Polyadenylierungssignaie

| | — | T~
§ P TTIT I T2 777 777777 Z T =

1.6 kb-Transkript

{77777 7 7777 7 7 7 77—

2.4 kb-Transkript

2777777777 77 77 7 777 7T A

3.2 kb-Transkript
|
1

Abb. 13. Anordnung der drei PLP-spezifischen Transkripte. Die Polyadenylie-
rungssignale (AATAAA) bei 430 bp (1.4 kb-Transkript). 1310 bp (2.4 kb) und
2062 bp (3.2 kb) 3’-wdrts vom Stopcodon werden bei der posttranskriptionalen
Modifikation verwendet.

rung erforderliche Sequenz, TGTGTCTT, etwa 30 bp hinter
dem Polyadenylierungssignal, ist vorhanden!24), Beim Men-
schen werden nur die 3.2- und 1.6-kb-Transkripte gebildet.

5.2. Genstrukturen des menschlichen Proteolipidproteins
und des Basischen Myelinproteins

Die PLP- und MBP-cDNA-Klone erméglichten uns, die
Organisation der beiden menschlichen Gene sowie deren
Chromosomenlokalisation zu untersuchen. Hierzu wurde
ein Screening von Human-Genom-Banken in den Vektoren
EMBL-3 und Charon 8 mit cDNA-Sonden und Oligonu-
cleotiden eingesetzt, die die codierende Region und die 5'-
und 3’-nichtcodierenden Enden in den Exons des PLPs und
MBPs erfassen.

Die Analyse eines Gens und allgemein groBer DNA-Ab-
schnitte wird durch das Erstellen einer Restriktionskarte un-
ter Verwendung von Typ-II-Endonucleasen, die spezifische
(Hexa-)Nucleotidsequenzen als Restriktionsschnittstellen
erkennen, eingeleitet. Mit Hilfe sowohl der aus der cDNA
gewonnenen Hybridisierungssonden (Restriktionsfragmen-
te) als auch synthetischer Oligonucleotide konnte die Lage
der codierenden Sequenzen (Exons) und der dazwischenlie-
genden Abschnitte (Introns) bestimmt werden. Dariiber hin-
aus gibt die Karte Auskunft iber die GroBe des gesuchten
Gens, wenn 5'- und 3-Ende der mRNA durch entsprechende
Sonden erfaBt werden.

5.2.1. Exon-Intron-Struktur des PLPs?%)

Es wurden zwei Klone mit iiberlappenden Sequenzen ge-
funden, die das gesamte humane PLP-Gen enthielten. Voll-
stindige Restriktionen jeweils mit einzelnen und Kombina-
tionen von zwei Enzymen ergaben charakteristische
Fragmente, die durch logisches Zusammenfiigen die Restrik-
tionskartierung der beiden genomischen PLP-spezifischen A-
Phagen-EMBL3-Klone ergaben.
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Abbildung 14 gibt die Restriktionskarte und die Fragmen-
te wieder, die durch Restriktionsanalyse und Southern-Blot-
Hybridisierungsanalyse mit [>?P)-markierten PszI-Frag-
menten aus dem PLP-Klon und S-markierten Oligo-
nucleotiden erstellt wurde. Von erheblichem Vorteil war, daB
zu jener Zeit gerade die Doppelstrang- oder Supercoil-Se-
quenzierung!?® 27 verfiigbar wurde und ferner mit Hilfe
von synthetischen Primern nach den am Anfang erhaltenen
genomischen Sequenzen die zeitraubende Sequenzierung
abgekiirzt werden konnte. Die Umklonierung von kleine-
ren liberlappenden Restriktionsfragmenten aus der zu se-
quenzierenden DNA-Sequenz (cDNA oder genomischen
DNA) in das M13-Phagen-System fiir die Didesoxynucleo-
tid-Kettenabbruch-Sequenzierung wurde {iberfliissig. Die
neugewonnenen Sequenzdaten lieferten die Information
fiir das als Sequenzierungsprimer bendtigte Oligonucleo-
tid.

Die Nucleotidsequenzen der codierenden Regionen und
die abgeleitete Aminosduresequenz stimmten vom Glycin in
Position 2 des PLPs an iiberein. Vom Glycin lagen jedoch
nur zwei der drei Nucleotide vor.

Die Ratten-cDNA-Sequenz weist am N-Terminus nur
Met in Ergdnzung zum reifen PLP auf?® 2%, Daraus folgte,
daB fiir die Ein-Aminosdure-Prisequenz des PLP-Primir-
transkripts ein weiteres Exon, das Exon I mit dem Met-Co-
don ATG und der ersten Base des Tripletts fiir Glycin, vor-
handen sein muBte. Stromabwirts solite GT als Signal der
5-Donor-SpleiBsequenz des anschlieBenden Introns folgen.
Aufgrund der ungewdhnlich hohen Homologie der PLP-Nu-
cleotidsequenzen von Mensch und Ratte wurde ein 24er-
Oligonucleotid mit 18 Basen der Ratten-cDNA und der
Basensequenz ATGGGT synthetisiert und als Hybridisie-
rungssonde verwendet. Mit dieser wurde das fehlende Exon
I auf einem PstI-EcoRI-Fragment 8.8 kb stromaufwirts
von Exon II aufgespiirt.

Die Sequenzierungsergebnisse zusammen mit der Restrik-
tionskarte lassen sich zu folgendem Bild zusammenfassen:
Das PLP-Gen des Menschen erstreckt sich iiber 16.5 kb, be-
steht aus sieben Exons und sechs Introns (Abb. 14 oben).
Exon I umfaBt den 5-nichttranslatierten Bereich, das Tri-
plett der Prisequenz Met und die erste Base des Tripletts von
Glycin, dem N-Terminus des reifen Proteins. Aus den dem
Startcodon folgenden Basen ist erkennbar, daB das Human-
PLP keine Signalsequenz besitzt. Somit liegt eine interne
Signalsequenz fiir den Primirschritt der Integration in die
Membran des rauhen endoplasmatischen Reticulums vor.
Folgende regulatorischen Sequenzen liegen im 5'-Bereich
vor (Abb. 14 unten): CAAT-Box bei — 174 bis — 170
(Met = + 1), Hogness-Box bei — 115 und der Transkrip-
tionsstart bei — 80. Die Exons I1- VII umfassen die Amino-
sduren 1-63, 64—-150, 151-206, 207-231, 232-253 sowie
254-276. Die Codons fiir die Aminosduren 1, 63 und 207
enthalten Exon-Intron-Uberginge, sind also auf zwei Exons
verteilt, wodurch die Moglichkeit des alternativen SpleiBens
sehr eingeschridnkt wird. Bei einer Linge von ca. 17 kb des
gesamten Gens und etwa 3 kb der aus der Transkription
resultierenden mRNA ergibt sich ein Intron/Exon-Lingen-
verhiltnis von 4.7:1. Da nur 831 bp codierende Sequenzen
enthalten, betrdgt das Verhiltnis 19:1. Auch im PLP-Gen
sind die von Breathnach und Chambon beschriebenen Exon-
Intron-Ubergangssequenzen GT-AG streng konserviert er-
halten391,
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I AAGAAAATGA AACAATTGGC AGTGAAAGGC AGAAAGAGAA GATGGAGCCC TTAGAGAAGG GAGTATCCCT GAGTAGGTGG GGARAAGGGG AGGAGAAGGG GAGGAGGAGA GGAGGAGGAA
AGCAGGCCTG TCCCTTTAAG GGGGTTGGCT GTCAATCAGA AAGCCCTTTT CATTGCAGGA GAAGAGGACA AAGATACTCA GAGAGARAAA GTARAAGACC GAAGAAGGAG GCTGGAGAGA

Met Gily)

CCAGGATCCT TCCAGCTGAA CAANGTCAGC CACAAAGCAG ACTAGCCAGC CGGCTACAAT TGGAGTCAGA GTCCCAAAGA C ATG G gtaagtttcaaaaactttag...

II (G)ly Leu Leu Giu Cys Cys Ala Arg Cys Leu Val Gly Ala Pro Phe Ala Ser Leu Val Ala Thr Gly Leu Cys Phe Phe Gly Val Ala

...ttccecttettettecccag GC TTG TTA GAG TGC TGT GCA AGA

-

Leu Phe Cys Gly Cys Gly His Glu Ala Leu Thr Gly Thr Glu Lys Leu Ile Glu Thr Tyr Phe Ser Lys Asn Tyr Gln Asp Tyr Glu Tyr Leu Ile Asn Va(l)
CTG TTC TGT GGC TGT GGA CAT GAA GCC CTC ACT GGC ACA GAA AAG CTA ATT GAG ACC TAT TTC TCC AAA AAC TAC CAA GAC TAT GAG IAL CTC ATC AAT GT gtaa

gtacctgeeeteccac. . .

111 (va)l Ile
...ttgtctacctgttaatgcag A A

Phe Phe Leu Tyr Gly Ala Leu Leu Leu Ala Glu Gly Phe Tyr

DM-20

Thr Thr Gly Ala Val Arg Gln Ile Phe Gly Asp Tyr Lys Thr Thr Ile Cys Gly Lys Gly Leu Ser Ala Thr Zji Thr Gly Gly Gln Lys Gly Arg Gly Ser Arg

ACC ACC GGC GCA GIC AGG CAG ATC TTT GGC GAC TAC AAG ACC ACC ATC TGC GGC AAG GGC CTG AGC GCA ACG

ACA GGG GGC CAG ARG GGG AGG GGT TCC AGA

Gly Gln His Gln Ala His Ser Leu Glu Arg Val Cys His Cys Leu Gly Lys Trp Leu Gly His Pro Asp Lys
GGC CAA CAT CAA GCT CAT TCT TTG GAG CGG GTG TGT CAT TGT TTG GGA AAMA TGG CTA GGA CAT CCC GAC AAG|gtgatcatcctcaggatttt...

v Phe Val Gly Ile Thr Tyr Ala Leu Thr Val Val Trp Leu Leu Val Phe Ala Cys Ser Ala Val Pro Val Tyr Ile Tyr Phe Asn Thr

...acccatgtcaatcattttag

Trp Thr Thr Cys Gln Ser Ile Ala Phe Pro Ser Lys Thr Ser Ala Ser Ile Gly Ser Leu Cys Ala Asp Ala Arg Met Tyr G{ly}

IGG_ACC ACC TGC CAG TCT ATT GCC TTC CCC AGC AAG ACC TCT GCC AGT ATA GGC AGT CTC TGT GCT GAT GCC AGA AIG TAT G

gtgagttagggtacgggtge. ..

\ (G) ly val Leu Pro Trp Asn Ala Phe Pro Gly Lys Val Cys Gly Ser Asn Leu Leu Ser Ile Cys Lys Thr Ala Glu

...gctrrttgtgtcttacttag GI GTT CTC CCA TGG AAT GC C CCT GGC AAG & GT GGC TCC AAC CTT CTG TCC ATC TGC AAA ACA GCT GAG gtgagtgggttattt

gggtet... ji

g
VI Phe Gln Met Thr Phe His Leu Phe Ile Ala Ala Phe Val Gly Ala Ala Ala Thr Leu Val Ser Leu

Gly Pro Asn Asp Leu Pro Pro Val Tyr Cys Cys Ile Cys Gly Gly Cys Ser Tyr Thr Gly Phe Pro

..ctetttreatttrcctgcag TTC CAA ATG ACC TIC CAC CTG TIT ATT GCT GCA TTT GIG GGG GCT GCA GCT ACA CIG GIT ICC CIG gtgagttgactttgaatgat...

VII Leu Thr Phe Met Ile Ala Ala Thr Tyr Asn Phe Ala Val Leu Lys Leu Met Gly Arg Gly Thr Lys Phe Stop
Ser His Leu His Asp Cys Cys His Leu Gln Leu Cys Arg Pro Stop

Abb. 14. Oben: Restriktionskarte und Exon-Intron-Organisation des menschlichen PLP-Gens. Die Exons sind durch Rechtecke gekennzeichnet. Ausgefiillte Recht-
ecke stehen fiir codierende Bereiche, offene fiir 5'- und ¥'-nichttranslatierte Sequenzen. Unten: Nucleotidsequenz der PLP-Exons und der angrenzenden Intronbereiche.
Das DM-20-Isoprotein und die beiden Mutationsstellen von ji-Maus und md-Ratte sind eingetragen. Restriktionsenzyme: B Bam HI, E Eco RI, H HindIll, P Pst1,

X Xbal.

5.2.2. Korrelation zwischen Exons und Proteindomdnen

Das interessanteste Ergebnis resultiert aus der Lage der
von den Exons II-VII codierten Bereiche der Aminoséure-
sequenz des PLPs nicht zuletzt in bezug auf unser vorge-
schlagenes Modell der Integration in die Lipiddoppelschicht.
Jede cis- und trans-membranale Domine und der anschlie-
Bende hydrophobe Teilbereich sind in einem Exon codiert;
lediglich die C-terminale Domine macht eine Ausnahme, sie
ist von zwel Exons (VI und VII) codiert. Diese Gliederung ist
in der Abbildung 8 oben durch Pfeile angedeutet.

In der Evolution entstehen eine Vielzahl von Proteinen
durch Rekombination von DNA-Sequenzen, die Doméanen
von anderen Proteinen codieren und zu neuen speziellen
Funktionen fiihren (,,Exon Shuffling*)!3!1. Als Beispiel sei
das Low Density Lipoprotein(LDL)-Rezeptorgen ange-
fiihrt132). Bisher ist jedoch noch keine mit dem PLP stark
homologe Polypeptidsequenz gefunden worden.

5.2.3. Alternatives Spleifien der PLP-mRNA

Alternatives SpleiBen von Primartranskripten trifft man
im Oligodendrocyten sehr ausgepragt an. Durch den hierbei
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auftretenden Verlust von Exons entstehen Isoformen der
Myelinproteine. Dies gilt auch fir das PLP-Primértrans-
kript. Die DM 20-Isoform des PLPs ist um rund 4.5 kDa
kleiner als das normale PLP. Der Nachweis spezifischer
DM 20-mRNA im Maiusegehirn sowie die Sequenzierungs-
daten der DM 20-mRNA weisen auf das Fehlen von 105 bp
hin, die 35 Aminosduren entsprechen 23 341, Das 212 bp lan-
ge Exon III enthilt eine kryptische SpleiB-Donorsequenz
(GGTAAC, Abb. 14 unten). Ihre Aktivierung fithrt zur De-
letion des 3'-Endes von Exon IIl und damit der Aminosiu-
ren 115-150. Uber die Regulation der Aktivierung dieser
SpleiBstelle ist noch nichts bekannt.

5.2.4. Lokalisierung des Human-PLP-Gens
auf dem X-Chromosom

Die Zuordnung menschlicher Gene zu eukaryotischen
Chromosomen wurde durch Fusion von menschlichen und
Nager-Zellen (Maus, Hamster) zu somatischen Zellhybriden
moglich. Sie enthalten den volistindigen Chromosomensatz
des Nagers und zusitzlich menschliche Chromosomen (ganz
oder als Bruchstiick)*), Die Humanchromosomen in jeder
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Abb. 15. Bestimmung der Chromosomenlokalisation des PLP-Gens. A) Sou-
thern-Blot-Hybridisierung genomischer Mensch-Maus-Zellhybrid-DNA mit
Human-PLP-spezifischen Sequenzen, B) Zuordnung der menschlichen Chro-
mosomen zu den Zellhybriden und deren Verhalten in der Hybridisierung, C)
Zuordnung des PLP-Gens zum Xq12-q22-Bereich. Erlduterung siehe Text.
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Hybridzellinie werden mit Hilfe von Markerproteinen be-
stimmt.

Die genomische DNA von 15 Somazellhybridlinien (siehe
Abb. 15A, a-q), die alle 23 Chromosomenpaare enthielten,
wurden mit Bam HI vollstindig geschnitten (Zusammenar-
beit mit der Arbeitsgruppe Prof. Grzeschik, Universitit Mar-
burg), die Fragmente durch Agarose-Gelelektrophorese ge-
trennt und durch Southern-Blot-Hybridisierungsanalyse mit
dem 3?P-markierten 1200 bp groBen C-terminalen Eco RI-
Fragment des genomischen PLP-Klons hybridisiert. In Ab-
bildung 15A ist die menschliche PLP-spezifische 9.3-kb-
BamHI-Bande in der Southern-Blot-Hybridisierungs-
analyse zu erkennen (Pfeil rechts, Mensch). Die kieinere
Bande (Pfeil rechts, Maus) ist die mausspezifische PLP-
Bande. Die Rasterabbildung 15 B zeigt, welche menschlichen
Chromosomen (1-22, X, Y, obere Reihe) ganz (Quadrate)
oder partiell (Dreiecke) in den Hybriden vorhanden sind.
Die Chromosomen 2, 4, 5, 6, 7, 9, 10, 12, 13, 14, 18, 20, 21
und 22 konnten ausgeschlossen werden, da die DNA aus
diesen Zellinien in den Spuren b, h und k nicht mit der
PLP-Probe hybridisierten. Die Chromosomen 1, 3, 8, 11, 15,
17, 19 und Y schieden ebenfalls aus, da Hybridisierungen
auch mit DNA aus Zellinien auftraten, die diese Chromoso-
men nicht enthielten. Somit verblieb Chromosom X als ein-
zige Moglichkeit fiir den PLP-Genlocus. Die Zuordnung zu
Chromosom X wurde untermauert durch die Hybridisierung
von 4X-chromosomenhaltiger Zellinien-DNA, die mit
Bam HI geschnitten wurde: Es traten deutlich stirkere PLP-
spezifische Signale auf.

998
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Die Eingrenzung des PLP-Locus auf den q13-q22-Be-
reich des X-Chromosoms gelang mit Hilfe der somatischen
Zellhybride, die nur Teile des X-Chromosoms enthalten. Das
Diagramm in Abbildung 15 C zeigt die Bereiche des X-Chro-
mosoms, die in den jeweiligen Zellinien enthalten sind. Hy-
bridisierende Zellinien sind mit einem ,,+** versehen. Die
Balken c und d ergeben den kleinsten iiberlappenden Bereich
zwischen q13 und q22. In dieser Region ist auch das 3-Phos-
phoglycerat-Kinase(PGK)-Gen lokalisiert. Zur Bestétigung
wurde der Bam HI-Bjot mit einer *?P-markierten PGK-
cDNA hybridisiert. Parallel zu unseren Untersuchungen
kamen Willard und Riordan'®! sowie Mattei et al. zum glei-
chen Ergebnis!37).

5.2.5. Konservierung der PLP-Struktur in der Evolution

Der Vergleich der Aminosdure- und entsprechenden co-
dierenden Nucleotidsequenz des PLPs von in der Evolution
sehr entfernten Spezies unterstreicht die hohe Konservierung
der Sequenzen. Der Vergleich von Ratte, Maus und Mensch
und, soweit vorhanden, Rind (Abb. 16 oben), zeigt, daB zwi-
schen Mensch und Ratte kein Aminosdureaustausch stattge-
funden hat und nur 22 Nucleotide von 831 codierenden Ba-
sen ausgetauscht sind; in der Maus sind 28 bp ausgetauscht
und es gibt zwei konservative Aminosdureaustausche (Ser-
Thr, Tyr-Cys). Die extrem hohe Konservierung demonstriert
die engen Grenzen, in denen die Funktion des Proteins noch
gewihrleistet bleibt. Das gleiche gilt fiir die 3'-nichtcodieren-
de Sequenz, in der um die potentiellen Polyadenylierungser-
kennungssequenzen eine sehr hohe Homologie herrscht
(Abb. 16 unten).

5.3. Organisation des Gens des menschlichen
Basischen Myelinproteins

Das Basische Myelinprotein (MBP) liegt im Myelin von
Mensch, Maus und Ratte in verschiedenen Isoformen
vor!(38:391 S dominieren im Myelin der Ratte und der Maus
das 18.5- und 14-kDa-MBP. Das kleinere MBP unterschei-
det sich von der groBeren Isoform durch eine 40 Aminosiu-
ren groBe Deletion im C-terminalen Bereich. Bei der Maus
findet man eine 21.5-kDa- und eine 17-kDa-Form mit einer
Insertion von 28 Aminosduren, bei beiden im N-terminalen
Bereich!!0 40,

Die Anteile der vier Iso-MBP-Formen dnderte sich in der
Entwicklung von Maus und Rattet % 4*- 421, Das Myelin des
menschlichen Zentralnervensystems enthilt drei dominante
Isoformen, die 21.5-, die 18.5- und die 17.2-kDA-Form. Das
17.2-kDa-Protein entsteht durch eine Deletion von 41 Ami-
nosduren im C-terminalen Bereich (140 - 180) der 21.5-kDa-
Form.

In Abschnitt 5.1 wurde die Isolierung eines vollstdn-
digen MBP-cDNA-Klons aus der Rattenhirn-cDNA-
Bank beschrieben. Untersuchungen im Laboratorium von
Hood!'!*3 hatten ergeben, daB das MBP-Gen bei der Maus
iiber sieben Exons verteilt, 30 kb lang und auf dem distalen
Arm von Chromosom 18 lokalisiert ist. Wir isolierten das
menschliche MBP-Gen durch Screening mit markierten
MBP-cDNA-Sonden aus genomischen Cosmid-Banken
(pcos2 EMBL und Charon 4 A) und analysierten seine Exon-
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Abb. 16. Oben: Vergleich der Aminosiure- und codierenden Nucleotidsequenz
des PLPs von Mensch, Ratte und Rind (H, R bzw. B). Unten: Graphische
Veranschaulichung der Homologie im 3'-nichttranslatierten Bereich. x
Rind, @ = Ratte, & = Maus.
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Phe Ala Ser Leu Val Ala 20
TTT GCT TCC CTG GTG GCC 60
Gly His Glu Ala Leu Thr 40
GGA CAT GAA GCC CTC ACT 120
T
Gln Asp Tyr Glu Tyr Leu 60
CAA GAC TAT GAG TAT CTC 180
G
Ala Ser Phe Phe Phe Leu 80
GCC TCT TTC TTC TTC CTT 240
Ala val Arg Gln Ile Phe 100
GCA GTC AGG CAG ATC TTT 300
T
Thr Val Thr Gly Gly Gln 120
ACG GTA ACA GGG GGC CAG 360
Glu Arg Val Cys His Cys 140
GAG CGG GTG TGT CAT TGT 420
Thr Tyr Ala Leu Thr val 160
ACC TAT GCC CTG ACC GTT 480
T
Ile Tyr Phe Asn Thr Trp 180
ATT TAC TTC AAC ACC TGG 540
T
T
Ser Ile Gly Ser Leu Cys 200
AGT ATA GGC AGT CTC TGT 600
C
C
Thr
Pro Gly Lys Val Cys Gly 220
CCT GGC AAG GTT TGT GGC 660
G
Thr Phe His Leu Phe Ile 240
ACC TTC CAC CTG TTT ATT 720
Thr Phe Met Ile Ala Ala 260
ACC TTC ATG ATT GCT GCC 780
Lys Phe 276
ARG TTC 828

Intron-Organisation. Wie fiir das menschliche PLP-Gen
fiihrten wir auch hier Restriktionsanalysen zur Kartierung
des MBP-Gens durch. Es ist iiber sieben Exons und 32—
34 kb verteilt!4#1; Abbildung 17 veranschaulicht seinen Auf-
bau und die Sequenzierungsstrategie.

Ein Vergleich der codierenden Sequenzen des menschli-
chen und Maus-MBP-Gens macht eine groBe Homologie in
der Nucleotidsequenz dieser beiden Gene deutlich, obgleich
sie nicht so hoch wie beim PLP ist. Es wurden drei potentielle
Transkriptionsstartpunkte durch die Primer-Extension-
Methode bei — 55, — 82und — 183 bp 5’-wirts vom Trans-
lationsstart bestimmt. In der S-nichtcodierenden Region
trifft man weder eine in eucaryotischen Genen haufig auftre-
tende TATA- noch eine CAAT-Box an, jedoch drei direkte
,»Repeats*, eine gleichgerichtete nonamere Sequenz und
zwei oktamere Nucleotidsequenzen. Eine dekamere Sequenz
bei — 256 bis — 265 ist absolut homolog zu einer der regula-
torischen Region des PLP-Gens. Zukiinftige Untersuchun-
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...tgggtaggtgggtgtgtgtatggatggatggatagatggatggatgggtaaatggactgttatgtggatggatggatggatggatagagagatagatggatgactggtattacagg
gatatgtgagtgaatcctgttttctgtagataagtaatagagtttggagaggaaactaactaaatgatatttatttaaacctaacactctaacttgaaagcaaaatggattcattgeece
ttcgtgacagaaatgtggtattttttggagaaagctatgagatgetggtatacaacatgaaatatctcaatcecacttcagatttctaattgtttetgettccagaggagaageccaage
caaaatgtcctgaataagcagttctctattgtgagaggectcttgtggaatctgggattgaaacaattctaaatgeccccacttctttcatgcatgaattgecaaaaagatgtggcaaget
ttgtttctaccaagaaaactaaaaacaccttttgtcaaataaatgctccttgecatatttaacttatgecaccagtggecttttaaacagtcaatgtcccatcaaggtgectgecacatetg
ggctctccgggagcagccatgqgeocagcaecccgggaagaaacgetgatgtggetgetctgecatgetcagatgacttcatcgggaagectgggtgecattttacgetgggtgeccaasatctgag
taactgaggaattcccagagccttctgaaacacagagctgecaataaggetgetccatccaggttagetccatectaggeccaagggectttatgaggactgecacatattectgtgggtttta
taggagacagctaggtcaagacccectcagagaaagetgetttgtccggtgetcagetttgecacaggeccgtattcatatctcattgttgtttgocaggagaggecagatgegaaccagaac
aatgggacctcctctcaggacacagcggtgactgactccaagegcacageggaccecgaagaatgocctggecaggatgecacccagetgacccagggagecgecccececacttgatccgecte
ttttcccgagatgecccocggggagggaggacaacaccttcaaagacaggceccctctgagtccgacgagectccagaccatccaagaagacagtgcageccacctccgagageetggatgtg

Met Ala Ser Gln Lys Arg Pro Ser Gln Arg His Gly Ser Lys Tyr Leu Ala Thr Ala Ser Thr Met Asp His Ala Arg His Gly Phe Leu 29
ATG GCG TCA CAG AAG AGA CCC TCC CAG AGG CAC GGA TCC AAG TAC CTG GCC ACA GCA AGT ACC ATG GAC CAT GCC AGG CAT GGC TTC CTC 87

Pro Arg His Arqg Asp Thr Gly lle Leu Asp Ser Ile Gly Arg Phe Phe Gly Gly Asp Arg Gly Ala Pro Lys Arg Gly Ser Gly Lys 58
CCA AGG CAC AGA GAC ACG GGC ATC CTT GAC TCC ATC GGG CGC TTC TTT GGC GGT GAC AGG GGT GCG CCC AAG CGG GGC TCT GGC AAG gtga 174

gctctgaggagtagaggagttttagtttaaatggaaaaagcasaggagaaatcagtaggtgaactcageccattagaggaagaactggecacgtagectcttgetgtctaaggtetegttec
gtgctggagaatgcatatgagcccaagagtgtgggecctgagaggoctgecttaggacgttttegtttaactcacccecctecttttectcacaagggatggtggeecggggtgtggctcaggaat
gtaaggacatgctgaattc...

1I

. .ctgcagaaaatcggaaaaggtccgtcctcggttcactgaaccttcacagagcagaaaaagectttaacctgectaaatccaatgecagaagataacacacttgectataaaagaaaaaat
acaactctgcaagtaaagtggaatgtaaaatttatccattccatggtagacgtcaaaaaacccttttagtgcactttgeteccagactgggaaaggeccttctgecactggatecctagaaat
ctttcacagctggtgecctgetgeccatattaagaactettggteccattgtttgatacagggectcagaatagactttggaggagagaattcttcectaaactttecttttgetctcegat
ttcctgagteccttcagggegeatgetgecctectgacctecccatcacctettgetettecttecatcatccatcatctgecacatgecttcttetetecctgtegteccttecatectecace
ccccgctcactectccteactctgggectecttgeccaageccagetctagaggagatttgetggaggactttggggecattgeecggeggegeccaccecggactcacgecageccactetgtgte

val Pro Trp Leu Lys Pro Gly Arg Ser Pro Leu Pro Ser His Ala Arg Ser Gln Pro Gly Leu Cys Asn Met Tyr Lys 84
ccceggcag GTA CCC TGG CTA AAG CCG GGC CGG AGC CCT CTG CCC TCT CAT GCC CGC AGC CAG CCT GGG CTG TGC AAC ATG TAC AAG gtaag 252

acgccggcgggtcctcacccatcggggccaggggtgacctgecgtttectgagetctcageecgactgtcecteggggecaggtagt gtcactgccaggggeccacccccagect., ..
III
Asp Ser Hls His Pro Ala Arg Thr Ala His Tyr Gly 96
.tteccctgaggaggacaagccgcagggactgtggacttgtcctgaggtcaccgegectetgtgtttcag GAC TCA CAC CAC CCG GCA AGA ACT GCT CAC TAC GGC 288

Ser Leu Pro Gln Lys Ser His Gly Arg Thr Gln Asp Glu Asn Pro Val val His Phe Phe Lys Asn Ile 119
TCC CTG CCC CAG AAG TCA CAC GGC CGG ACC CAA GAT GAA AAC CCC GTA GTC CAC TTC TTC AAG AAC ATT gtaagtgacgatcgatgggaagaggta 357

gcaactgtgagggggagqgaggqgg. - -
IV und V

val Thr Pro Arg Thr Pro Pro Pro Ser Gln Gly Lys 131
...gccagggttctctgtgecctttcag GTG ACG CCT CGC ACA CCA CCC CCG TCG CAG GGA AAG gtaagaccttggaatgttttgattgatcatcacttttctgata 393

gaccttctctaaaatcccataatgtaccaaagagagagttaggctccgagctaccagaatccatcccaaaacgtgttgeccaggcagetcccaagtagaacaggtcggagatccatgeac
ccctcectgtcecteccgecacctgeacagecgetgtggeccctagetgeoggeccecectecggagetccgggt ggaacctgtttttaccacctcagetccactgtgetttgactgtgttteeat

Gly Arg Gly Leu Ser Leu Ser Arg Phe Ser Trp 142
gttgattgaaaggactttcccttcactgaccaccatgtcattatttctetgtcttectcatgecag GGG AGA GGA CTG TCC CTG AGC AGA TTT AGC TGG qtaggtgac 426

gaacgcacttccatcggettectettcegtecccagtcctcacagocccgecaacttttgtgttotgetectgttteggttgettectggectecttttectectectectega. ..

VI
.cctcagcgtggtgectggcececgtggetectgaaccactcaccagtccagteccgggectgggeecttecceggggecctggtggecagetecccagtggectcaagecagegtgeccageac

Gly Ala Glu Gly Gln Arg Pro Gly Phe Gly Tyr Gly Gly Arg Ala Ser Asp Tyr Lys Ser 162
cgcgggtggaggttgageteogtggtettetettgecag GGG GCC GAA GGC CAG AGA CCA GGA TTT GGC TAC GGA GGC AGA GCG TCC GAC TAT AAA TCG 486

Ala His Lys Gly Phe Lys Gly Val Asp Ala Gln Gly Thr Leu Ser Lys Ile Phe Lys Leu 182
GCT CAC AAG GGA TTC AAG GGA GTC GAT GCC CAG GGC ACG CTT TCC AAAR ATT TTT AAG CTG gtaaggtaccctctgctcagctccactga. .. 546
VII

. .agaaaatgctcatcaaagcaaagcaatggagcggctgcacttcacccacagaatgcacttgtttgecagagcatggttatgecaggecaccactccctggggectgggaatccgatte
cagttctctctcacagaactggaaattcattagcatttgetgagggaggtcgggagaaatggaatgaaaagaccagectctecggggtgecatttctattagcagatgagagagacacee

Gly Gly Arg Asp Ser 187
aatggctcagcatggacccgggaccacagaagaggggatgetggtgtgggaggacectgeggeactctegtcctaactecctetetecttecttttcag GGA GGA AGA GAT AGT 561

Arg Ser Gly Ser Pro Met Ala Arg Arg Stop 196
CGC TCT GGA TCA CCC ATG GCT AGA CGC TGA aaacccacctggttccggaatcctgtcctcagettcttaatataactgecttaaaactttaatcccacttgeccetgtt 588

acctaattagagcagatgacccctecccctaatgectgecggagttgtgecacgtagtagggtcaggeccacggcagectaceggecaatttccggecaacagttaaatgagaacatgaaaaca 607
gaaaacg "ttaaaactgtccctttctgtgtgaagatcacgttectteccccgeaatgtqeccecagacgecacgtgggtcttcagggggccaggtgcacagacgtccctccacgttcace 726
cctccacc ‘ttggactttcttttcgeccgtggcteggecacecttgegettttgetggtcactgecatggaggeacacagectgecagagacagagaggacgtgggcggecagagaggactgtt 845
gacatccaagcttcctttgtttttttttectgtccttctctcacctcctaaagtagacttcatttttcctaacaggattagacagtcaaggagtggecttactacatgtgggagettttt 964
ggtatgtgacatgcgggctgggecagectgttagagtccaacgtggggcagecacagagagggggecacctcecccaggeegtggetgocccacacaccccaattagectgaattce. .. 1074

Abb. 17. Oben: Exon-Intron-Organisation des menschlichen MBP-Gens. Unten: Nucleotidsequenz der Exons und umfangreicher Teile der Introns des MBPs.
Enzyme wie in Abbildung 14.
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gen sollen zeigen, ob diese Motive von Bedeutung fiir die
Transkriptionsregulation sind. Die Isoformen des MBPs ent-
stehen durch alternatives SpleiBen. Es sind im wesentlichen
die Exons 11, V und VI, die hieran beteiligt sind. Abbildung
18 faBt die SpleiBvorginge und die daraus resultierenden
Isoformen zusammen.

i n m v v Vi vii

i Il n v v Vi Vil

g

Abb. 18. Isoformen des Basischen Myelinproteins entstehen durch alternatives
SpleiBen. Die Molekiilmassen sind in kDa rechts angegeben, die durch das
SpleiBen eliminierten Exons sind schraffiert dargestellt.

1-Vil: Exons

6. Tiermodelle zum Studium der normalen

und der genetisch-pathobiochemisch veriinderten
Myelinmembran des Zentralnervensystems
(Dysmyelinosen)

Tiermodelle mit einem auf genetischer Basis beruhenden
defekten Aufbau der Myelinmembran eignen sich hervorra-
gend a) zur Untersuchung des Membranaufbaus und der
Funktion der Membrankomponenten, vor allem ihrer Pro-
teine, b) fiir die Analyse der Differenzierungsvorginge in der
Myelogenese sowie c) fiir das Studium der Pathogenese auf
molekularer Ebene. Von den Myelin-Mutanten bei Maus,
Ratte, Kaninchen und Spanielhunden sollen zwei Ge-
schlechtschromosom-gebundene Mutationen der Maus und
der Ratte beschrieben werden.

6.1. Geschlechtlich (X-chromosomal) vererbte Defekte
6.1.1. Jimpy(ji)-Maus

1952 beschrieb Falconer den geschlechtsgebundenen Tab-
by(Ta)-Marker der Maus'*®!. Die heterozygoten Weibchen
zeichnen sich durch eine Querstreifung des Riickenfells, die
homozygoten Mannchen durch ein hellbraunes Fell aus. Mit
dem Ta-Marker gekoppelt ist das jimpy(ji)-Gen, das zum
vollstindigen Fehlen des Myelins der betroffenen minnli-
chen Maus und zum frithen Tod unter den Symptomen des
Tremors der gesamten quergestreiften Muskulatur und von
Krimpfen fiihrt. Die das ji-Gen tragenden Weibchen zeigen
ein Mosaikmuster, da die Expression des X-chromosomalen
Gens von der Inaktivierung des mutierten oder des normalen
X-Chromosoms bestimmt wird“¢-47). Wihrend im hetero-
zygoten Weibchen die Hypomyelinisierung mit zunehmen-
dem Alter kompensiert wird, findet man bei der proteinche-
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mischen Analyse des Gehirns der befallenen Minnchen eine
markante Reduktion von PLP und MBP 48491,

Der primire Defekt der ji-Mutation wurde zunichst in der
PLP-Expression gesucht. Jedoch erwiesen sich die Sou-
thern-Blots der genomischen DNA von ji- und normaler
Maus mit der PLP-cDNA als Sonde als gleich!3#-37:30. 311,
Die exakte Bestimmung des ji-Defektes in der mRNA
wurde durch Isolierung und Analyse der ji-PLP-cDNA
erbracht!*®!, Es wurde eine 74-Basenpaare-Deletion mit Le-
serasterverschiebung des C-Terminus des PLP-Gens beob-
achtet.

Ein Blick auf die Exon-Intron-Struktur des menschlichen
PLP-Gens zeigt, daB die 74-Basenpaare-Deletion exakt der
Nucleotidsequenz von Exon V entspricht. Die nichstliegen-
de Interpretation war die eines alternativen Spleilens
(Abb. 14 unten). In der Tat liegt eine Umwandlung (,, Transi-
tion*') an der SpleiB-Acceptor-Stelle vor (AG — GG). Dabei
werden Exon V, Intron IV und Intron V eliminiert. Exon V
endet auf dem ersten Nucleotid des Glycins (G). Da Exon VI
mit dem Triplett TTC (Phe) beginnt, kommt es zur Lesera-
sterverschiebung und Synthese eines missense-Proteins. Die
Folge ist der Verlust von myelinisierenden Oligodendrocyten
und das Auftreten von unreifen Oligodendrocyten. Dies ist
sehr gut erkennbar in der vergleichenden in-situ-Hybridi-
sierung von normalen, md-Ratten- und ji-Maus-Gehirn-
schnitten mit antisense-PLP- und -MBP-mRNA (Abb. 19).

¢

Abb. 19. In-situ-Hybridisierung von Horizontal-Cryoschnitten der normalen
und der md-Ratte sowie der ji-Maus mit antisense-PLP- und -MBP-RNA. A
Ratte; B md-Ratte; C ji-Maus; D normale Ratte mit antisense-PLP-RNA
hybridisiert; E normale Ratte mit antisense-MBP-RNA hybridisiert; F md-
Ratte mit antisense-PLP-RNA hybridisiert; G md-Ratte mit anti-MBP-RNA
hybridisiert.

Einen weniger drastischen Verlauf der Erkrankung beob-
achtet man in der Myelinsynthese-defizienten (msd) Maus,
die phinotypisch der ji-Maus sehr verwandt ist>2:33] Auch
diese Mutation ist ein X-chromosomal gebundener Defekt.
Es handelt sich um eine einzige Basen-Transition (C — T) in
Exon 1V, die zu einer homologen Aminosdure-Substitution
{Alanin — Valin) im PLP fiihrt6°],
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6.1.2, Mpyelin-defiziente(md) Ratte

Die md-Ratte ist eine im Phidnotypus der ji-Maus sehr
verwandte Mutante der Wistar-Ratte. Das endoplasma-
tische Reticulum der Oligodendrocyten des CNS ist aufge-
weitet, im Cytoplasma treten flockige Ausfillungen auff®4l,
Die mRNA von PLP und MBP sowie von MAG und CNP
sind stark reduziert. Abbildung 19 vergleicht die in-situ-Hy-
bridisierung, die wir von Hirnschnitten der normalen Ratte,
der md-Ratte und ji-Maus mit (>*SJUDPS-markierter anti-
sense-PLP- und MBP-RNA durchfiihrten!**!. Die markant
reduzierte Zahl von Oligodendrocyten in den Gehirnen von
md-Ratten und ji-Miusen ist erkennbar an der geringfiigi-
gen Markierung durch die spezifischen Hybridisierungs-
sonden.

Zur Aufklarung des genetischen Defekts auf der moleku-
laren Ebene wurden Southern-Blots von normaler PLP-
DNA und der von md-Ratten verglichen. Keine GréBenun-
terschiede waren erkennbar; die Sequenzen der 5'-regula-
torischen Region sowie die Sequenzen der Exons IV bis VII
und Introns I'V bis VI waren identisch. Aus der md-Ratten-
gehirn-spezifischen cDNA-Bank isolierten wir mit der Poly-
merase-Kettenreaktion(PCR)-Methode die die Exons [, {1
und I1I codierenden Nucleotidsequenzen und amplifizierten
gleichzeitig mit geeigneten Oligonucleotid-Primern die
Exons II und III sowie das Intron II. Die Sequenzierung der
mit der PCR-Methode erhaltenen Fragmente der md-cDNA
ergaben eine Punktmutation (A — C-Transversion), die zur
Mutation von Thr”5 zu Pro fihrt. Die Punktmutation liegt
im Exon I11, der das zweite transmembranale a-helicale Seg-
ment codierenden Sequenz. Durch die Transversion wird
gleichzeitig eine AvaII-Restriktionsschnittstelle geschaffen
(GGACC). Dieser Ava II-Polymorphismus im Exon III bie-
tet ein rasches Diagnostikum des md-Allels (Abb. 20). Wel-
che Folgen hat diese Punktmutation Thr — Pro fiir die Pro-
teinstruktur? Prolin mit dem vorhergehenden Glycin bricht
die a-Helix-Struktur und fGhrt zum Knick und zur teilweisen
B-Turn-Struktur der Helix. Diese Konformation aber verhin-
dert offenbar eine Integration der C-terminalen PLP-Se-
quenz in die Lipiddoppelschicht des Myelins. Zellbiologisch
driickt sich diese A — C-Transversion, also die Mutation ei-
ner von 17000 Basen durch den Verlust der Oligodendrocy-
ten aus. Die Myelinisierung bleibt aus und fithrt zu einem
frihen Tod des befallenen minnlichen Tieres. Wir untersu-
chen diese pathogenetisch wichtige Reaktionskette augen-
blicklich sehr intensiv.

6.2. Autosomal-rezessiv vererbte Dysmyelinosen

Eine rezessiv vererbte Dysmyelinose ist der Shiverer-Defekt
der Maus (shi-Maus). Dieser Defekt beruht auf der Deletion
von fiinf der sieben Exons des MBP-Gens, das auf Chromo-
som 18, q22-qter lokalisiert ist!** 3% 37 Der Verlust des
MBPs verhindert zwar nicht die Myelinbildung, jedoch
bleibt die Ausbildung des im elektronenmikroskopischen
Bild als main dense line (MDL, Abb. 3} erkennbaren kom-
pakten cytosolischen Spaltes aus!*®l. Der Myelinisierungs-
defekt konnte durch Implantation des intakten MBP-Gens
in die Keimzelle der Maus im transgenen Mausmodell beho-
ben werden 9],

Eine weitere autosomale Maus-Mutante ist die Myelin-
defiziente Maus. Die Arbeitsgruppe von Hood fand heraus,
daB aufgrund einer MBP-Gen-Duplikation und -Inversion
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Exon !l
intron H

A

genomische DNA

md normal

M1 2 3 4

64 IleHisAlaPheGlnTyrVallleTyrGlyProAlaSerPhePhaPheleuTyrGlyAla 83
314 GATTCATGCTITCCAGTATGTCATCTATRGACOIGCCTCTTICTTCITCCTTTATOR0CES 373
Ava IT
84 LeuleuLeuAlaGluGlyPheTyrThrThrGlyAlaValArqGlnllePheGlyAspTyr 103
178 TTCTACACCACCGGCGCTGTCAGGCAGATCITTGGCGACTAC 434

Sav 3A

104 LysThrThrIleCysGlyLysGlyLeuBerAlaThrValThrGlyGlyGlnLysGlyArg 123
435 AAGACCACCATCTGCGACAAGGGCC TGAACACARCAG TANC X 454

124 GlySerArgGlyGlnNisGlnAlaMisSerLeuGluArgVelCysKisCysLeuGlylys 143
495  GGTTCC XA TCATICTY TGTT AAA 554

14¢ TrpleuGlylisPzodaplys 150
555 TGGCTAGGACATCCOGACAAG 373

genomische DNA oDNA
A G C T AGCT

o

Hl
!‘
%3

i

i

. m‘s‘m
Ty

RK
‘00
»

Exon il ~
Exon ! _
Exonll -~

[ )
IR
XL

Abb. 20. A) Amplifikation von Exon 1I-Intron I1-Exon 111 durch die Polyme-
rase-Kettenreaktion (PCR) mit genomischer DNA der Wildtyp- und md-Ratte
als Template (md 1 und normal 3). Restriktion des resultierenden 1180-bp-
Fragments mit Avall. Es weist einen Ava [I-Restriktionsfragmentlingen-Poly-
morphismus auf. Avall spaltet das von der genomischen DNA der md-Ratte
abgeleitete Fragment in ein 960 und ein 220 bp groBes Fragment (md 2}, nicht
das PCR-Fragment der genomischen DNA der normalen Ratte (normal 4). B)
Nucleotidsequenz und abgeleitete Aminosduresequenz von Exon III des PLP-
Gens der md-Ratte (siche auch Abb. 16) sowie ,,Sequenzgele™ der genomischen
und cDNA der md-Ratte.

die Regulation der Genexpression gestort ist und dadurch
der der Shiverer-Mutante verwandte Phdnotypus entsteht.
Auch hier gelang es durch Einschleusung des normalen
MBP-Gens, transgene Mause zu schaffen, die Myelin in ver-
schiedener Stirke bildeten (%91,

Angew. Chem. 102 {1990) 987 - 1005



Der Quaking-Maus (gk-Maus) liegt ein an Chromosom 17
gebundener Defekt zugrunde. Phanotypisch beobachtet man
elektronenmikroskopisch eine stark aufgelockerte Myelin-
struktur mit stark reduzierter Expression sowohl des PLP-
als auch des MBP-Gens. MBP scheint nicht in die Myelin-
membran eingebaut zu werden. Eine molekularbiologische
Erklirung dieser Mutation steht noch aus!#9: 611,

6.3. Geschlechtsgebundene rezessive Dysmyelinosen
des Menschen

Dempyelinisierungen fithren zum Abbau von vorhande-
nem, intaktem Myelin durch entziindliche oder toxische Utr-
sachen. Eine Reihe von Dysmyelinosen, Leucodystrophien,
hingegen beruhen auf genetisch bedingten Funktions-
storungen der Oligodendrocyten. In diesem Zusammenhang
sind die Human-Dysmyelinosen mit X-chromosomal-rezes-
sivem Erbgang, z. B. die Adrenoleucodystrophie(ALD) und
die ,,familidren diffusen Sklerosen‘‘, auch als Pelizaeus-
Merzbacher-Erkrankung bezeichnet, von besonderer Bedeu-
tung!6?!. Die schwere Form der Adrenoleucodystrophie
fiihrt beim homozygoten ménnlichen Nachfahren friihzeitig
zur geistigen Retardierung, zu motorischen Storungen, zur
Entmyelinisierung des Nervus opticus mit Erblindung und
Tod im Alter von vier bis acht Jahren. Charakteristisch und
als diagnostisches Hilfsmittel verwertet findet man die Ak-
kumulation sehr langkettiger Fettsduren (> C,,~C,¢) in
fast allen Geweben, meist als Cholesterinester[63!. Die gas-
chromatographische Bestimmung der langkettigen Fettsdu-
ren in den Lipiden von Leucocyten, Hautfibroblasten und
durch Aminocentese gewonnenen Zellen ist augenblicklich
die vor allem prinatal verwandte diagnostische Methode der
Wah!!6#], Der ALD-Locus auf dem X-Chromosom ist noch
nicht genau bestimmt, jedoch erfaBt eine fiir die Xq28-Bande
spezifische DNA-Sonde einen Restriktionsfragmentliangen-
Polymorphismus (RFLP), der fiir das defekte Allel charakte-
ristisch sein soll¢%!. Solange jedoch der genaue Abstand von
Sonde und ALD-Locus nicht bekannt ist, haftet diesem
RFLP wegen moglicher Rekombinationen ein Unsicher-
heitsfaktor an.

Eine seltene Leucodystrophie-Form ist die Pelizaeus-
Merzbacher-Erkrankung. Schon im Siuglingsalter beginnt
der geistige und psychische Verfall, der bis zum Tod in den
ersten Lebensjahren progredient ist. Der Phidnotypus ist dem
der ji-Maus oder der md-Ratte sehr dhnlich. Die Erkran-
kung ist durch das vollige Fehlen der weiBen Substanz des
CNS histologisch charakterisiert. Astrocyten im Bereich der
Dysmyelinisierung weisen Fetttropfchen auf. Der postulierte
Defekt des Phospholipidstoffwechsels!'®®! ist sicherlich nur
ein peripheres Symptom im komplexen Phédnotypus dieser
genetisch bedingten Dysmyelinose. Die X-Chromosomen-
Linkage, verbunden mit einem volligen Fehlen des Proteoli-
pidproteins (PLPs)!¢"! und die immuncytochemisch stark
veranderten Marker-Enzyme des Myelins weisen auf eine
Mutation des PLP-Gens hin. Die Klonierung des Pelizaeus-
Merzbacher-PLP-Gens und seine Analyse brachten Klarheit
liber die Mutation und einen Einblick in die Pathogenese der
Erkrankung bei vier verschiedenen Familien: eine C - T-
Transition in Exon IV, die zu einem Thr!33-Ile-Austausch 7%}
sowie zu einer Pro'# -» Leu-!"!1, Trp!¢%Z —Arg-1"2 und
Pro?!¢ — Ser-Substitution 3! fithrt.
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6.4. Demyelinisierende Erkrankungen

Die hiufigste und schwerste, sehr oft progredient verlau-
fende entziindliche Erkrankung des CNS ist die Enzephalo-
myelitis disseminata, auch als Multiple Sklerose (MS) be-
zeichnet. Thre Ursachen sind noch véllig ungeklirt, obwohl
immer wieder Virus-Infektionen — es sind inzwischen mehr
als 20 beschrieben worden — als auslosendes Ereignis ange-
fiihrt wurden. Dies gilt besonders fiir das Windpocken-, R6-
teln- und Mumps-Virus und jiingst das Retrovirus HIV-
1168 Eine wesentliche Komponente in der Pathogenese ist
die Autoimmunreaktion. Im Tiermodell gelingt es, eine sym-
ptomatologisch verwandte Demyelinisierung experimentell
durch Immunisierung von Kaninchen oder Ratten mit dem
Basischen Myelinprotein {MBP) zu erzeugen. Neben den
entziindlichen Degenerationsherden, die bei dieser experi-
mentellen allergischen Enzephalitis (EAE) auftreten, werden
im Versuchstier T-Lymphocyten mit MBP-Spezfitit akti-
viert. Ein Transfer der T-Lymphocyten kann im gesunden
Tier die Symptome der Multiplen Skierose ausiosen. Ganz
analog zum Tiermodell findet man auch im Liquor cerebro-
spinalis der MS-Patienten MBP-spezifische T-Lymphocy-
ten.

Unabhingig von den Ursachen der Multiplen Sklerose
stellt sich die Frage, ob MBP das primdre Antigen fur die
Auslosung des Autoimmunprozesses ist. Fiir das Verstand-
nis pathogenetischer Abldufe ist der molekulare Aufbau der
am Geschehen beteiligten Strukturen von groBer Hilfe. Die
Topologie des MBPs ist eindeutig im cytosolischen Spalt der
Myelinmembran, durch die dichten Lipiddoppelschichten so
angeordnet, daB es von Proteasen nicht angegriffen werden
kann, wie dies experimentell gezeigt wurde!!*L Betrachtet
man das Myelinmembranmodell (Abb. 8 oben), so wird
deutlich, daB das Proteolipidprotein (PLP) groBe hydrophile
Dominen an der Myelinmembran-Oberflache exponiert, die
fiir Proteasen von Makrophagen, Lymphocyten und Leuco-
cyten als primidrer Angriffspunkt direkt zuginglich sind.
Durch eine Fragmentierung des PLPs wiirde die Membran-
organisation des Myelins empfindlich gestort. Es konnten
Phospholipide fiir den Angriff von Phospholipasen und in
Folge auch das Basische Myelinprotein fiir Proteasen expo-
niert werden. Die hohe Antigenitit des MBPs und seiner
Peptidfragmente {ibernimmt im Autoimmunisierungsproze
die dominierende Rolle, wenn auch nach dieser noch hypo-
thetischen Reaktionssequenz erst sekunddr und auf einer
spiteren Stufe im pathogenetischen Geschehen. Die Kennt-
nis der entscheidenden Epitope, die primdr im Entmarkungs-
prozeB von aktivierten T-Lymphocyten erkannt werden,
konnte, auch wenn die Krankheitsursachen noch nicht auf-
gekldrt sind, von gréBter Bedeutung fiir das pathogenetische
Verstiandnis der Multiplen Sklerose und fiir deren Therapie
werden.

7. Zusammenfassung und Perspektiven
der Membranforschung in der Neurobiologie

Die Myelinmembran des CNS ist aufgrund ihrer iiber-
schaubaren Zahl von Komponenten eine biologische Mem-
bran, deren Morphologie und Funktion heute auf der mole-
kularen Ebene sehr weitgehend beschrieben werden kann.
Die chemische und biochemische Analytik hat ergeben, da3
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die einfachen und komplexen Myelinlipide, die die 5 nm dik-
ke Doppelschicht aufbauen, die bestimmenden Strukturen
fiir die isolierenden Eigenschaften der Myelinscheide um die
Axone sind. Die dichte laterale Packung der langkettigen
Fettsduren der Sphingolipide und des Cholesterins in der
Lipiddoppelschicht wird stabilisiert durch ein hier erstmals
beschriebenes Netz von Wasserstoffbriickenbindungen, das
zwischen polaren Gruppen an der Interphase zwischen dem
hydrophoben Kern der Doppelschicht und den polaren
Kopfen der Lipide ausgespannt wird.

Der auffallend hohe Gehalt an sauren polaren Lipidkopf-
gruppen — eine anionische auf vier polare oder zwitterio-
nische — bedingt eine polyanionische cytoplasmatische und
extracytoplasmatische Oberfliche. Beide werden in ionische
Wechselwirkungen einbezogen. Biochemische und immun-
topochemische Studien fiihrten zu der Erkenntnis, dafl das
Basische Myelinprotein im cytosolischen Spalt von auflen
nicht zugdngig ist und Uber ionische Wechselwirkungen zwi-
schen den Seitenketten der basischen Aminosduren und den
anionischen polaren Kopfgruppen der Sulfatide und Phos-
pholipide, aber auch einer anionischen Doméne des Proteo-
lipidproteins eine kompakte Schichtung der Ausstiilpungen
der Oligodendrocyten-Plasmamembran bewirkt. Sie findet
in der ,,main dense line** (MDL) im elektronenmikrosko-
pischen Bild ihren Niederschlag. Ionische Wechselwirkungen
zwischen polaren Kopfgruppen der Lipiddoppelschichten
und Domaénen des Proteolipidproteins miissen auf der extra-
cytosolischen Seite fiir die dichte Aufeinanderlagerung der
auBeren Oberflichen sich umeinanderwickelnder Myelin-
fortsdtze verantwortlich gemacht werden. Diesen engen
Spalt zwischen den AuBenflichen erkennt man im Elek-
tronenmikroskop als ,.intraperiod dense line** (IDL). Zu-
sitzlich konnten hydrophobe Wechselwirkungen zwischen
gegeniiberliegenden Membranoberflichen durch langkettige
Fettsdurereste ausgelGst werden. Beispielsweise gehen sie im
PLP mit Thr/Ser!'®® eine Esterbindung ein und konnten in
der hydrophoben Phase intercalieren. Auch die hydropho-
ben Seiten amphipathischer Helices oder die flip-flop-
Dynamik einer kleinen hydrophoben cis-Schleife bei der
noch nicht verstandenen Dynamik des Spiralisierungspro-
zesses (Abb. 2B) konnten das Muster der dulBleren Mem-
bran-Adhisionsflichen bestimmen und dadurch ein wesent-
licher stabilisierender Faktor bei der Bildung des dichten
multilamellaren Membransystems sein. Dieses System ist
nicht nur fiir die Isolatorfunktion der Myelinscheide verant-
wortlich, sondern auch fiir die saltatorische Erregungslei-
tung iiber die Ranvierschen Schniirringe, die mit der Depola-
risierung nur kleiner Areale der axonalen Membran einher-
geht.

Die Myelinisierung der Axone des CNS stellt einen faszi-
nierenden Entwicklungs- und DifferenzierungsprozeB bei
der Reifung des Gehirns dar. Nach einem zeitlichen, aber
auch in den einzelnen Hirnarealen radumlich regulierten Pro-
gramm wird die Masse der Lipide und Myelinproteine inner-
halb eines kurzen Zeitintervalls (2—3 Wochen bei Nagern,
1-2 Jahre beim Menschen) synthetisiert.

Mit den hier geschilderten molekularbiologischen Techni-
ken konnen wir heute den Verlauf und die Regulation der
Myelogenese analysieren und die steuernden Elemente und
Faktoren sowie die Expression der Gene der Myelinmem-
branproteine und der Enzyme aufldsen, die fiir die Synthese
der komplexen Myelinlipide verantwortlich sind. In-situ-Hy-
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bridisierungstechniken und die Analyse der DNA-Protein-
Wechselwirkungen in den regulatorischen Regionen der hier
beschriebenen Gene werden hierbei eine wichtige Rolle spie-
len. So wird beantwortet werden k6nnen, ob die Genaktivi-
tdt der Myelinproteine simultan und konjugiert mit der Li-
pidsynthese ,,angeschaltet* wird, wie der Transport der
Myelinbausteine zum Axon vor sich geht, wo der Zusam-
menbau der segregierten Membranbausteine des Myelinfort-
satzes der Oligodendrocyten-Plasmamembran erfolgt. Die
in-vitro-Proteinsynthese des PLPs und des MBPs und die
Integration des PLPs in die Lipiddoppelschicht wird derzeit
experimentell untersucht, um Einblick in den in-vivo-ProzeB
Zu geben.

Die geschilderte molekularbiologische Analyse genetisch
bedingter Myelindefekte (Dysmyelinosen), hier der jimpy-
Maus und Myelin-defizienten Ratte, liefert einen iiberzeu-
genden Beweis fiir die weitreichenden Maoglichkeiten, nicht
nur den Defekt auf der DNA-Ebene und den Chromoso-
menort zu beschreiben, sondern auch die zellbiologische
Grundlage fiir das pathogenetische Geschehen als Folge die-
ser Mutation aufzukldren. So werden wir bald wissen, wa-
rum die fehlerhafte Expression eines Strukturproteins, wie
die des PLPs, den Tod des Oligodendrocyten, das Ausbleiben
der Myelinisierung und damit den friihen Tod des Individu-
ums verursacht. Die untersuchten Tiermodelle sind von emi-
nenter Wichtigkeit fiir die Aufklidrung analoger, auf einer
defekten Myelinsynthese beruhenden Dysmyelinosen beim
Menschen.

Eine Vielzahl genetisch bedingter Myelindefekte in der
Tierwelt und beim Menschen warten noch auf die Aufkla-
rung der zugehoérigen Mutationen. Fiir die Aufklirung der
pathogenetischen Vorginge dieser Gehirnerkrankungen
werden transgene Tiermodelle unverzichtbar sein. Die Auf-
kliarung der Topochemie der Myelinmembran und die Ver-
fiigbarkeit der Proteinstrukturen hat der Erforschung der
demyelinisierenden Erkrankungen, mit der Multiplen Skle-
rose als Hauptvertreter, einen wichtigen Impuls verliehen.
Dies gilt vor allem fiir den autoimmunologischen Aspekt
dieser Erkrankung. Die antigenen Epitope der Zielstruktu-
ren des Myelins sind nun bestimmbar. Damit er6ffnen sich
weitreichende therapeutische Moglichkeiten.

Die Ergebnisse der biochemischen und molekularbiologi-
schen Forschung der letzten Jahre haben auf dem Gebiet der
Neurobiologie, wie hier an der Myelinmembran des CNS
dokumentiert, einen eindrucksvollen Beweis dafiir geliefert,
daB zunichst solide chemische und biochemische Kenntnis
iiber makromolekulare Strukturen gewonnen werden miis-
sen. Mit Hilfe der molekularbiologischen und zellbiologi-
schen Techniken und Denkweisen gelingt es dann, die an
diese Strukturen gekniipften normalen Funktionen und ihre
pathologischen Abweichungen bis auf der molekularen Ebe-
ne verstehen zu lernen. Die ,,neue Biochemie* im weitesten
Sinne macht die molekulare Neurobiologie zu einem der auf-
regendsten Gebiete der modernen Biologie.

Die in diesem zusammenfassenden Beitrag dargestellten eige-
nen Arbeiten wurden von der Deutschen Forschungsgemein-
schaft (SFB 74), dem Bundesministerium fir Forschung und
Technologie (Genzentrum Kéln) und der Fritz-Thyssen-
Stiftung gefordert. Mein besonderer Dank gilt allen zitierten
Mitarbeitern sowie Herrn Dr. B. Tunggal und Dipl.-Chem.
K. Hofmann fiir die fruchtbare und begeisterte Zusammenar-
beit auf diesem ein hohes Experimentiergeschick erfordernden
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Gebiet der Neurochemie. Herrn Jochen Teufel bin ich fur die
Hilfe bei der Fertigstellung der Abbildungen und des Manu-
skriptes zu Dank verpflichtet.
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