Julius-Maximilians-

UNIVERSITAT
WURZBURG

Der Einfluss von Mutationen im LMNA-Gen auf die

Struktur und Funktion des Zellkerns

Dissertation zu Erlangung des
naturwissenschaftlichen Doktorgrades

der Bayerischen Julius-Maximilians-Universitat Wurzburg

vorgelegt von
Sebastian Kandert
aus

Bad Windsheim

Wirzburg 2009



Der experimentelle Teil dieser Arbeit wurde von September 2005 bis September 2008 am
Lehrstuhl fur Elektronenmikroskopie am Theodor-Boveri-Institut fur Biowissenschaften der
Bayerischen Julius-Maximilians-Universitat Wirzburg durchgefuhrt.

Eingereichtam: L

Mitglieder der Promotionskommission:

Vorsitzender: Prof. Dr. Martin J. Muller
Erstgutachter: Prof. Dr. Marie-Christine Dabauvalle
Zweitgutachter: Prof. Dr. Clemens Miiller-Reible

Tag des Promotionskolloquiums: ...

Doktorurkunde ausgehandigt am: ...



Inhaltsverzeichnis

2.1
22
221
222
223
2.3
231
2.3.1.1
2.3.1.2
2.3.1.3
2.3.2
2.33
2.34
24
24.1
24.1.1
2.4.1.2
2.4.1.3
24.1.4
2.5

3.1
3.1.1
3.1.3
3.1.4
3.1.5
3.1.5.1
3.1.5.2
3.2
3.21
3.2.2
3.2.3
3.2.4
3.25
3.3

3.4

Zusammenfassung

Einleitung

Die Kernhlille

Die Kern-Lamina und die Lamine

Die molekulare Struktur der Lamine

Die Proteinfamilie der Lamine

Die Funktion der Lamine

Weitere Proteine der Kernhtille

Die LEM-Doménen-Proteine

Die Lamina-assoziierten Polypeptide 1 und 2 (LAP1, LAP2)
Emerin

MAN1

Die SUN-Proteine

Die Nesprine

BAF

Krankheiten ausgeldst durch Mutationen in Proteinen der Kernhlille
Die priméaren Laminopathien

Die Emery-Dreifuss Muskeldystrophie

Das Hutchinson-Gilford Progerie-Syndrom

Die Mutation LMNA S143F und die damit verbundene Krankheit
Hypothetitsche Mechanismen der primdren Laminopathien

Zielsetzung der Arbeit
Material

Biologisches Material
Zelllinien
Zellkulturmedien
Bakterienstamme
Antikdrper
Primar-Antikérper
Sekundar-Antikdrper
Molekularbiologisches Material
Plasmidvektoren
Enzyme
Oligonukleotide
GroRenstandards

Kits und Kitbestandteile
Chemikalien

Gerdte

10
12
13
16
18
18
20
22
23
23
25
26
28
30
32
34
36
39

40

40
40
41
41
42
42
44
45
45
49
49
50
50
50

51



4

4.1
4.1.1
4.1.2
4.1.3
414
4.15
4.1.6
4.1.7
4.1.7.1
4.1.7.2
4.2
421
4.2.2
4.2.3
4.2.4
4.2.5
4.2.6
4.2.7
4.2.7.1
4.2.7.2
4.2.8
4.2.9
4.2.10
4.2.11
4.2.12
4.2.13
4.2.14
4.2.15

Methoden
Mikrobiologische Methoden

Flissigkeitskultur von Bakterien

Bestimmung der Bakteriendichte einer Flissigkultur durch photometrische Messung
Glyzerinkultur

Herstellung von LB-Agar-Selektionsplatten

Herstellung von chemisch kompetenten Bakterien

Bestimmung der erreichten Kompetenz

Transformation von Plasmid-DNA in Bakterien

Transformation von Rosetta™ (DE3)pLysS Competent Cells E.coli

Transformation von E.coli XL1blue

Molekularbiologische Methoden

PCR (Polymerase Kettenreaktion) zur Vermehrung von DNA-Abschnitten
RT-PCR (Reverse-Transkriptions-Polymerasekettenreaktion)

Primer und Primerdesign

Kolonie-PCR

Punktmutagenese

Primerdesign fur eine Punktmutagenese

Plasmid-DNA-Isolation

Miniprep

Midiprep

Restriktionsverdau

Verdau von PCR-Produkten

Photometrische Konzentrationsbestimmung von Nukleinsauren (DNA und RNA)
Auftrennung von DNA-Fragmenten durch Agarosegelelektrophorese
Gelextraktion von DNA-Fragmenten (Peqglab)

DNA-Fallung

DNA-Sequenzierung

AT-Klonierung von PCR-Fragmenten

4.2.15.1 Klonierung in den pCR®2.1-Vektor mit dem TOPO TA Cloning® Kit (Invitrogen)
4.2.15.2 Klonierung in den pDrive-Vektor mit dem Qiagen PCR Cloning Kit

4.2.16

Klonierung von DNA-Fragmenten

4.2.16.1 Gewinnung des Inserts

4.2.16.2 Dephosphorylierung des Vektors

4.2.16.3 Phosphorylierung der Primer

4.2.17
4.3
4.3.1
4.3.1.1
4.3.1.2
4.3.1.3
4.3.1.4
4.3.1.5
4.3.1.6

Ligation

Proteinbiochemische Methoden

Eindimensionale SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese nach Thomas und Kornberg
Herstellung der Gele

Vorbereitung der Proben

Elektrophoresebedingungen

Coomassie-Farbung

Page Blue™-farbung

Trocknen von SDS-Gelen

53

53
53
53
53
53
54
54
55
55
55
55
55
57
57
58
58
59
60
60
60
60
61
61
61
63
63
63
65
65
66
67
67
67
67
68
69
69
69
70
70
71
71
71



4.3.2 Westernblot (Semidry-Elektroblot nach Towbin)

4.3.2.1 Proteintransfer auf Nitrocellulose

4.3.2.2 Immunreaktion mittels Antikdrper-Nachweis

4.3.2.3 Detektion liber ECL (Enhanced Chemi-Luminescence)

4.3.2.4 Entfernen von gebundenen Antikérpern (Strippen)

4.3.3 Nachweis einer Protein-Protein-Interaktion tber einen ,,Overlay-Blot-Assay*
4.3.4 Herstellung und Aufreinigung von Histidin-Fusionsproteinen

4.3.4.1 Expression von Hexa-Histidin-Fusionsproteinen in Bakterien

4.3.4.2 Aufreinigung von Proteinen mit einem Histidin-Tag unter denaturierenden Bedingungen
4.3.4.3 Saulenvorbereitung

4.3.4.4 Aufschluss der Bakterien

4.3.4.5 Aufreinigung Uber Ni-NTA-Agarose-Sdule

4.3.4.6 Protokoll einer Proteinreinigung tber ,His-Tag" unter denaturierenden Bedingungen

4.3.4.6.1 Aufbereitung der Saulenmatrix
4.3.4.6.2 Vorbereiten der Proben fiir die SDS-Page
4.3.4.6.3 Bestimmung der Proteinausbeute

4.3.5 Herstellung und Aufreinigung von ungetagten Laminen

4.3.5.1 Expression von Laminen in Bakterien

4.3.5.2 Aufreinigung der Lamine unter denaturierenden Bedingungen

4.3.6 in vitro-Bildung von Laminfilamenten

4.3.7 Renaturierung von Proteinen durch Dialyse

4.3.8 Bestimmung der Proteinkonzentration

4.3.8.1 BSA-Konzentrationsreihe

4.3.8.2 Bradford-Test

4.3.9 Extraktion von Proteinen aus Kulturzellen

4.3.10 Fallung von Proteinen

4.3.10.1 Proteinfallung mit Methanol und Chloroform

4.3.10.2 Proteinfallung mit Aceton

4.3.11 Salzextraktion von Proteinen aus Kulturzellen

4.3.12 Nachweis einer Protein-Protein-Interaktion tber einen ,,Pull-Down-Assay*
4.3.13 Nachweis von Protein-Protein-Interaktionen tber ELISA

4.3.13.1 Experimentelles Prinzip

4.3.13.2 Auswertung

4.4 Methoden der Zellkultur

4.4.1 Kultivieren von Zellen

4.4.2 Passagieren adharenter Kulturzellen

4.4.3 Einfrieren von Kulturzellen

4.4.4 Auftauen von Kulturzellen

4.45 Verbesserung der Zelladhasion auf Deckglaschen

4.4.6 Behandlung von Kulturzellen mit dem Proteasominhibitor Lactacystein
4.4.7 Isolierung von Zellkernen aus Kulturzellen

4.4.8 Mengenbestimmung von Partikeln mit der Neubauer-Zahlkammer
4.4.9 Testder Zellkultur auf eine Kontamination mit Mycoplasmen

4.4.10 Transfektion von Kulturzellen

71
72
73
73
73
74
74
74
75
76
76
76
76
76
77
77
77
77
78
79
80
80
80
80
81
81
81
82
82
84
85
85
86
86
86
87
87
87
88
88
88
89
89
90



4.4.10.1 Transfektion eukaryontischer Zellen mit Effectene™ (Qiagen)
4.4.10.2 Transfektion eukaryontischer Zellen mit Lipofectamine™ (Invitrogen)
4.4.10.3 Transfektion eukaryontischer Zellen mit FuGene HD™ (Roche Diagnostics)
4.4.11 Einleitung der Zell-Differenzierung in Muskelzellen

4.5 Licht- und elektronenmikroskopische Methoden
4.5.1 Analyse von Fluoreszenzpraparaten am Epifluoreszenzmikroskop
4.5.2 Analyse am konfokalen Laser Scanning Mikroskop (CLSM)
4.5.3 Lebendbeobachtung von Zellen unter dem Mikroskop
4.5.3.1 Herstellung von Lebendbeobachtungskammern

4.5.3.2 Analyse unter dem Mikroskop

4.5.4 Fixierung von Zellen

4.5.4.1 Fixierung mit Formaldehyd-Triton™

4.5.4.2 Fixierung mit Methanol-Aceton

4.5.5 Indirekte Immunfluoreszenz bei Kulturzellen

45.6 FRAP (Fluorescence Recovery After Photobleaching)
4.5.6.1 Experimentelles Prinzip

4.5.6.2 Durchfiihrung

4.5.6.3 Auswertung

4.5.7 Analysen mittels Durchflusszytometer

4.5.7.1 Experimentelles Prinzip

4.5.7.2 Durchfiihrung

4.5.7.2.1 Apotosenachweis nach der sub-G1-peak-Methode
4.5.7.2.2 Zellmarkierung mit Fluoreszenzfarbstoffen

4.5.7.3 Auswertung

4.5.8 BIFC (Bimolecular fluorescence complementation)

4.5.8.1 Experimentelles Prinzip

4.5.8.2 Durchfiihrung

459 TUNEL-Assay

4.5.10 Nachweis von DNA-Reparatur-Foci

4.5.11 Untersuchung der Seneszenz in Kulturzellen

4.5.12 Herstellung der Praparate fur die Elektronenmikroskopie

4.5.12.1 Préaparate fiir morphologische Ubersichtsaufnahmen

4.5.12.1.1 Lokalisation von transfizierten Zellen

4.5.12.1.2 Fixierung, Kontrastierung und Entwasserung der Zellen

4.5.12.1.3 Einbettung der Proben in Epon

4.5.12.2 Praparate fiir Immungoldlokalisationen

45.12.2.1 Antikorperinkubation

45.12.2.2 Fixierung, Kontrastierung, Entwasserung und Einbettung der Zellen

4.5.12.3 Anfertigen der Ultradiinnschnitte

4.5.12.4 Kontrastierung der Kupfernetzchen

4.5.13 Aufnahmen am Transmissions-Elektronenmikroskop
4.5.14 negative staining

4.5.14.1 Auswertung

90
91
91
92
92
92
92
93
93
93
93
93
93
94
95
95
95
96
97
97
97
97
98
98
98
99
99
99
101
102
102
103
103
103
104
104
104
104
104
104
105
105
105



5 Ergebnisse 106

5.1 Charakterisierung von Fibroblasten mit der Mutation LMNA S143F 106
5.1.1 Aminosauresequenzvergleich der Stabdoméne im Lamin A/C 106
5.1.2 Morphologische Veranderungen der Fibroblasten mit der LMNA S143F Mutation 107

5.1.3 Die Lokalisation und Expression von Proteinen der inneren Kernmembran in LMNA S143F
Fibroblasten ist verandert 110
5.1.4 Chromatin-assoziierte Proteine und Gen-regulierende Proteine in LMNA S143F Fibroblasten
sind umverteilt 112
5.1.5 Fibroblasten mit der LMNA S143F Mutation weisen eine erhohte Anzahl an
DNA-Reparatur-Foci auf 116
5.1.6 Die LMNA S143F Mutation beeinflusst die Lokalisation der Nesprin2 Proteine 117
5.1.7 Nesprin2 Giant exprimierende LMNA S143F Fibroblasten zeigen eine normale
Zellkernmorphologie 118
5.1.8 Eine Reduktion von Nesprin2 Giant ist an Kerndeformationen von LMNA S143F Fibroblasten
nicht nachweisbar 120

5.1.9 Die Lokalisation von Kernproteinen in Nesprin2 Giant reduzierten LMNA S143F Fibroblasten

ist verandert 121
5.1.10 Ektopische Expression von LMNA S143F-GFP 122
5.1.10.1 Die Expression von LMNA S143F-GFP induziert den fiir Patientenfibroblasten charakteristischen

Phanotyp 122
5.1.10.2 Die Expression von LMNA S143F-GFP induziert eine abnormale Lokalisation von LAP2a und der

transkriptionell aktiven Form der RNA-Polymerase II 123
5.1.11 Fibroblasten mit der LMNA S143F-Mutation zeigen keine erh6hte Apoptoserate 124
5.1.12 FRAP-Analysen zeigen Veranderungen der Mobilitat von Lamin S143F 126

5.1.13 Lamin A/C zeigt eine reduzierte Loslichkeit in Fibroblasten mit der LMNA S143F-Mutation 128
5.1.14 Veréndertes Banderungsmuster in Laminfilamenten bei der Formation von Lamin

S143F-Parakristallen /in vitro 129
5.1.15 Nachweis der Kooperation von Lamin wt und Lamin S143F tiber Bimolekular

Fluorescence Complementation (BiFC) /in vivo 132
5.1.16 Untersuchung der Interaktionen von Lamin S143F-Proteinen und -Protofilamenten

mit Proteinen der inneren Kernmembran 134
52 Charakterisierung von Myoblasten mit der Mutation LMNA R545C 135
5.2.1 Morphologische Veranderungen und abnormale Lokalisation von Lamin A/C und

Emerin in LMNA R545C Myoblasten 135

5.2.2 LMNAR545C Myoblasten zeigen eine veranderte Lokalisation von Markern von

aktivem und inaktivem Chromatin 138
5.2.3 Die Mutation LMNA R545C induziert eine vorzeitige Seneszenz in Myoblasten 141
5.2.4 Abnormale Aggregation der nuklearen Proteasomen in LMNA R545C Myoblasten 142
5.25 LMNAR545C Myoblasten weisen eine verénderte Verteilung des CDK-Inhibitors p21 auf 144
5.2.6 Heterochromatin akkumuliert im Zellkern von LMNA R545C Myoblasten 146

5.2.7 LMNAR545C Myoblasten zeigen eine verringerte Effizienz der Zell-Differenzierung
und der Formierung von Myotuben 146
5.2.8 Wildtypisches Banderungsmuster in Laminfilamenten bei der Formation von Lamin R545C-

Parakristallen /n vitro 149



6.1
6.1.1
6.1.2

6.1.3
6.1.4

6.1.5

6.1.6
6.2

6.2.1
6.2.2

6.2.3

6.2.4

6.2.5
6.3

81
82

Diskussion

Die Mutation LMNA S143F

LMNA S143F Fibroblasten zeigen morphologische Defekte des Zellkerns

Einfluss der Mutation LMNA S143F auf die Lokalisation und Funktion von Proteinen der
inneren Kernhulle

Die Mutation LMNA S143F beeinflusst die Lokalisation der Nesprin2-Proteine
Nesprin2 Giant exprimierende LMNA S143F Fibroblasten zeigen eine normale
Zellkernmorphologie und Verteilung von Zellkernproteinen

Die ektopische Expression von LMNA S143F-GFP ruft den fir Patientenfibroblasten
charakteristischen Phanotyp hervor

Einfluss der Mutation LMNA S143F auf die Struktur und Dynamik der Lamina

Die Mutation LMNA R545C

LMNA R545C Myoblasten zeigen morphologische Defekte des Zellkerns

Einfluss der Mutation LMNA R545C auf die Lokalisation von Proteinen der inneren Kernhtille

sowie von Markern von aktivem und inaktivem Chromatin

Myoblasten von Patienten mit der Mutation LMNA R545C zeigen Anzeichen einer Seneszenz

und proteasomaler Inhibierung

Die Zell-Differenzierung der Myoblasten von Patienten mit der Mutation LMNA R545C ist

unterdrickt
Einfluss der Mutation LMNA R545C auf die Struktur und Dynamik der Lamina

AbschlieBende Anmerkungen und Ausblick
Literaturverzeichnis
Anhang

Abklirzungen

Oligonukleotide

150

150
150

151
155

156

159
159
163
164

164

165

166
167
168

170
184
184
187



1 Zusammenfassung

Die Lamina ist ein Netzwerk aus Lamin-Proteinen und befindet sich unterhalb der inneren
Kernmembran. Die Lamine A/C, die zu den Typ V Intermediarfilamenten gehdren, spielen eine
wichtige Rolle bei der Aufrechterhaltung der strukturellen Integritdt des Zellkernes sowie der
Chromatinorganisation, der Transkription, der DNA-Replikation, der Differenzierung und der
Genomestabilitat. In den letzten Jahren wurden (iber 200 verschiedene Mutationen im Lamin A/C
kodierenden LMNA Gen gefunden, die mehr als 10 unterschiedliche Krankheiten, die so
genannten Laminopathien, auslésen kénnen. Zu diesen Laminopathien zdhlen unter anderem
die Emery-Dreifuss-Muskeldystrophie (EDMD) und das Progerie-Syndrom.

Die Mutation LMNA S143F

In dieser Arbeit wurde zundchst die Punktmutation LMNA S143F, die in der N-terminalen
Domane des Lamin A/C lokalisiert ist, ndher untersucht. Diese Mutation ist der Ausldoser von
einzigartigen phanotypischen Merkmalen einer frilhen Myopathie sowie einer Progerie.
Strukturelle Analysen mit dem Elektronenmikroskop ergaben, dass die primdren dermalen
Fibroblasten der Laminopathie-Patientin morphologisch verdnderte Zellkerne hatten, was sich in
zahlreichen Blaschenbildungen der Kernmembran duBerte. Die Haufigkeit des Auftretens der
Blaschenbildungen korrelierte mit dem Alter der Zellen.

Weiterhin ergaben Immunfluoreszenzanalysen, dass das mutierte Protein Lamin S143F nicht
wildtypisch homogen entlang der inneren Kernmembran lokalisierte, sondern an verschiedenen
Bereichen der Kernhiille bzw. im Karyoplasma in Form eines ,Honigwabenmuster® akkumulierte.
Neben den strukturellen Verdnderungen der Zellkernmorphologie konnte gezeigt werden, dass
die Verteilung von Kernproteinen mit einer LEM-Domane, welche wichtig fiir die Bindung dieser
Proteine an Chromatin ist, verdndert war. Untersuchungen der Verteilung dieser Proteine ergab,
dass zum Einen LAP2a in 50 % der Patientenzellen nicht mehr im Nukleoplasma nachweisbar
war, und zum Anderen die Proteine LAP2B und Emerin in der Kernmembran ungleichmaBig
lokalisiert waren.

Darliber hinaus konnten wir eine Umverteilung von acetyliertem Kern-Histon, ein Marker von
Euchromatin, sowie von Histon H1, ein Marker von Heterochromatin, beobachten. Diese
abnormale Chromatinorganisation und die daraus resultierende Veranderung der Transkription
konnte durch die Misslokalisation der aktiven Form der RNA-Polymerase II, sowie des
transkriptionellen Repressors MeCP2 und des transkriptionellen Regulators Retinoblastoma-
Protein bestdtigt werden. Weiterhin wurde eine erhéhte Anzahl von DNA-Reparatur-Foci in den
Patientenzellen beobachtet, welche ein Zeichen einer dauerhaften Aktivierung von Kontroll-
punkten fir DNA-Schaden sind. Diese DNA-Schaden sind haufig eine Folge von genomischer
Instabilitat.



In Abhdangigkeit von S143F Lamin A/C konnte in den Patientenfibroblasten eine abnormale
Lokalisation der Kernproteine Nesprin2 Giant und den kirzeren Nesprin2-Isoformen
nachgewiesen werden. Darlber hinaus konnten wir beobachten, dass eine reduzierte
Expression von Nesprin2 Giant eine Rolle bei der Auspragung der morphologischen
Kerndeformationen spielte. Patientenzellen, die Nesprin2 Giant in hohem MaBe exprimierten,
zeigten keine Deformationen des Zellkerns und eine normale Verteilung verschiedener
Kernproteine. Im Gegensatz dazu offenbarten Nesprin2 Giant defiziente Patientenzellen
morphologische Defekte des Kernes, sowie Fehllokalisationen des Kernproteins LAP2a und der
transkriptionell aktiven Form der RNA-Polymerase II.

Um zu zeigen, dass die Mutation LMNA S143F auch tatsachlich Ausldser des flir die Patienten-
zellen charakteristischen Phanotyps war, wurde Lamin A S143F in wildtypischen Fibroblasten
ektopisch exprimiert. Immunfluoreszenzanalysen der transfizierten Fibroblasten bestatigten
diese Hypothese. Es konnten Kerndeformationen und Misslokalisationen der Proteine LAP2a und
der transkriptionell aktiven Form der RNA-Polymerase II beobachtet werden. Auch hier war der
Effekt der Expression von ektopischem S143F Lamin A in wildtypischen Zellen abhangig von der
Starke der Expression von Nesprin2 Giant.

FRAP-Analysen /n vivo und biochemische Proteinextraktionsstudien des S143F-Lamin A/Cs in
vitro zeigten eine verringerte Mobilitdét und Dynamik, sowie eine reduzierte Loslichkeit von
S143F Lamin A/C gegeniber wildtypischem Lamin A/C. Die Mutation LMNA S143F liegt im
AuBenbereich der coiled-coil-Struktur des Lamins. Dadurch fuhrt der Austausch der neutralen
AS Serin durch die groBe hydrophobe AS Phenylalanin nicht zu einer Stérung in der Dimer-
bildung, sondern zu einer Beeinflussung der Formierung zu Protofilamenten bzw. hdheren
Strukturen. Dies konnte durch /n vitro Untersuchungen von rekonstituierten Parakristallen aus
S143F Lamin A/C dargestellt werden, die eine Veranderung des transversalen Banderungs-
musters aufwiesen. Eine weitere Frage war, inwieweit sich Homopolymere aus Lamin A S143F
bzw. Heteropolymere aus wildtypischem und mutiertem Lamin A /7 vivo bilden. BIFC-
Untersuchungen ergaben zum Einen, dass sich Heteropolymere aus wildtypischen Lamin A und
mutiertem Lamin A S143F, als auch Homopolymere /n vivo formen. Darliber hinaus wurde die
Lokalisation dieser Homo- bzw. Heteropolymere in der Lamina /7 vivo analysiert. Die Unter-
suchungen ergaben, dass die Lamin-Heteropolymere, sowie die wildtypischen Homopolymere
korrekt in der Lamina lokalisierten. Im Gegensatz dazu beeinflusste die Bildung von mutierten
Lamin S143F-Homopolymeren die korrekte Lokalisation dieser in der Lamina, sowie die
Kernmorphologie der transfizierten Zellen.

Zusammengenommen zeigen die Resultate, dass die Mutation LMNA S143F die Lamin-A-
Polymerisation beeinflusst und dadurch die Dynamik und Mobilitdt der Typ A-Lamine

beeintrachtigt. Weiterhin hat die Mutation Einfluss auf die Kernarchitektur und -Protein-



verteilung, die Chromatinorganisation und die Genexpression. AuBerdem konnte erstmals
nachgewiesen werden, dass das Nesprin2 Giant Protein eine essentielle Rolle in der
Pathogenese von Laminopathien einnimmt, indem es die Struktur des Zellkerns verstarkt und
als struktureller ,Gegenspieler" zu Lamin A/C fungiert.

Die Mutation LMNA R545C

Die Punktmutation LMNA R545C, die in der C-terminalen Domane des Lamin A/C lokalisiert, ist
Ausloser eines sehr gravierenden Phanotyps der autosomal dominanten Form der Emery-
Dreifuss-Muskeldystrophie (AD-EDMD). Strukturelle Analysen ergaben, dass die primaren
Myoblasten des EDMD-Patienten morphologisch verdnderte Zellkerne haben, was sich, dhnlich
wie bei der LMNA S143F Mutation, in zahlreichen Blaschenbildungen der Kernmembran duBerte
und die Haufigkeit des Auftretens dieser Kerndeformationen mit dem Alter der Zellen
korrelierte. Ein Vergleich von deformierten Kernen aus Zellen mit verschiedenen Laminopathie-
ausldsenden Mutationen wie LMNA R545C, LMNA S143F und LMNA R377H zeigten allerdings,
dass die untersuchten Mutationen nicht immer zu gleichen abnormalen Phanotypen der Kern-
morphologie, sondern zu divergenten Auspragungen der morphologischen Kernverdnderungen
in Patientenzellen fihrten. Immunfluoreszenzanalysen ergaben, dass auch die Proteine Lamin
A/C und Emerin in den Patientenzellen eine fehlerhafte Verteilung aufwiesen und
~<Honigwabenmuster" ausbildeten. Dariiber hinaus war in mutierten Myoblasten die nukledre
Verteilung von trimethyliertem Histon3 sowie der transkriptionell aktiven Form der RNA-
Polymerase II verandert. Diese Resultate weisen auch hier auf eine abnormale Genexpression
hin.

Interessanterweise konnte auch eine vom Alter der Zellen abhdngige Akkumulation der 20S-
Untereinheit des Proteasoms in kleine nukledare Foci beobachtet werden. Diese Foci
kolokalisierten weitgehend mit den promyelotischen Leukdamie-Kérperchen (PML). In den
Patientenmyoblasten war der CDK-Inhibitor p21 stark angereichert, was ein Hinweis auf eine
Beeintrachtigung der proteasomalen Funktion ist. Ferner ist die Akkumulation von p21 im Kern
von Patientenzellen ein Zeichen einer vorzeitigen zelluldaren Seneszenz, was durch den Nachweis
Seneszenz-spezifischer B-Galaktosidase, der Anhdaufung von Heterochromatin in spaten
Passagen, sowie die 1-2-fache VergréBerung des Kernvolumens der mutierten Myoblasten
bestatigt wurde. Nach Kultivierung der Patientenmyoblasten in Minimalmedium zeigten diese
eine eingeschrankte Fahigkeit zur ex-vivo Differenzierung zu Myotuben. Dementsprechend war
die Expression des Myogenese-spezifischen Transkriptionsfaktors Myogenin, sowie des
Proliferationmarkers hypophosphoryliertes Retinoblastoma-Protein in Patientenmyoblasten nicht
korrekt induziert.

Zusammengenommen weisen diese Daten darauf hin, dass auch die Mutation LMNA R545C

Einfluss auf die Kernarchitektur und -Proteinverteilung, die Chromatinorganisation, Gen-



expression und Funktion des Proteasoms einnimmt. Darliber hinaus beeintrachtigte die Mutation
LMNA R545C die Fahigkeit zur korrekten Proliferation und Differenzierung der Myoblasten,

welches eine potentielle Rolle in der Pathogenese von Laminopathien einnimmt.



Summary

The nuclear lamina is a network of lamin polymers underlying the inner nuclear membrane. The
lamins A/C, which are type V intermediatefilaments, are involved in the organisation of
chromatin, gene regulation, DNA-replication, differentiation and the integrity of the genome. In
recent years more than 200 mutations in the lamin A/C coding LMNA gene were discovered,
which cause more than 10 genetic diseases, collectively termed as laminopathies. These
laminopathies include the Emery-Dreifuss-muscular dystrophy (EDMD) and the progeria
syndrome.

The mutation LMNA S143F

First we observed the S143F lamin A/C point mutation, located in the N-terminal domain of the
lamin A/C. This mutation causes a phenotype combining features of myopathy and progeria.
Structural analyses revealed that patient dermal fibroblast cells had dysmorphic nuclei
containing numerous blebs and lobulations, which progressively accumulated as cell age in
culture. The lamin S143F organization was altered, showing intranuclear and nuclear envelope
aggregates and often presenting a honeycomb appearance.

Immunofluorescence microscopy showed an altered localisation of proteins, containing a LEM-
domain, which is necessary for binding to chromatin. LAP2a was recovered in the cytoplasm or
not detectable in 50 % of the patient cells, whereas LAP23 and emerin were unevenly localized
along the nuclear envelope.

In addition, the intranuclear organization of acetylated histones, a marker of euchromatin and
histone H1, a marker of heterochromatin were markedly different in patient cells. The observed
abnormal organization of chromatin and the resulting change in transcription were supported by
the mislocalization of the transcriptional active form of RNA polymerase II, the transcriptional
repressor MeCP2 and the hyperphosporylated form of the transcriptional regulator
retinoblastoma-protein. Furthermore there is an increase in the number of DNA-repair-foci,
which is the result of persistently activated DNA damage checkpoints because of a possible
compromise in genomic integrity.

Subject to the S143F lamin A/C, there is a reduced expression and an altered distribution of
nesprin2 giant and the shorter nesprin2 isoforms in patient fibroblasts. A subpopulation of
mutant cells, however, expressing the nesprin2 giant isoform, did not show an overt nuclear
phenotype. By contrast, nesprin2 giant deficient cells reveal an aberrant nuclear phenotype and
a mislocalization of LAP2a and the transcriptional active form of the RNA-Polymerase II.

To confirm that the mutation S143F lamin A recapitulates the patient cell phenotype, we
ectopically expressed S143F lamin A/C in dermal fibroblasts. No effects were observed by
immunofluorescence-analysis in cells, which highly express nesprin2 giant. Overexpression of

the mutant lamin A protein had a more severe impact on the nuclear envelope of nesprin2 giant



deficient fibroblasts when compared with wildtype, resulting in nuclear deformations and
mislocalizations of the proteins LAP2a and the transcriptional active form of the RNA-
polymerase II. More detailed analyses of the S143F lamin A/C structure by FRAP-analysis /n vivo
and biochemical extraction studies in vitro revealed that S143F lamin is less dynamic and
dissoluble compared to wildtype lamin A/C. The LMNA S143F mutation occupies the surface of
the coiled-coil-structure of the lamin A/C. Thus, the structural topology and particularly the
substitution by a bulky, hydrophobic amino acid do not affect the lamin A/C dimer structure but
rather perturb intermolecular interactions. This was confirmed by /in vitro analysis of
reconstituted paracrystals of lamin A/C, which exhibited an altered transversal stratification-
pattern. Beyond that, another question was, whether there is a formation of heteropolymers of
wildtype and S143F lamin A/C and a formation of homopolymers in vivo. BIFC-analysis
confirmed that wildtype and mutated lamins had the capacity to form heteropolymers and
homopolymers /n vivo. Moreover, the wildtype homopolymers and the lamin A/C-
heteropolymers localized correctly in the nuclear envelope. In contrast, the formation of the
S143F lamin A/C homopolymers influenced their correct localization in the nuclear envelope and
lead to an aberrant nuclear morphology.

In summary, our results suggest that the S143F lamin A/C mutation affected lamin-
polymerisation, the dynamic of lamin A/C, nuclear envelope architecture and the distribution of
nuclear proteins, chromatin organization, gene expression and transcription. Furthermore, our
findings implicate a direct involvement of nesprin2 in laminopathies and propose nesprin2 giant
as a structural reinforcer at the nuclear envelope.

The mutation LMNA R545C

Myoblasts of patients developing a serious form of the autosomal dominant Emery-Dreifuss
muscular dystrophy (AD-EDMD) in response to the R545C lamin A/C point mutation, located in
the C-terminal domain, have been analyzed. Structural analyses revealed that subpopulations of
these patient myoblast precursor cells had nuclear structural defects as lobulations, whose
frequency increased with cell passages in culture. This overt phenotype was compared to other
dysmorphic nuclei from laminopathy-causing mutations like LMNA S143F or LMNA R377H.
These analyses pointed out, that each mutation leads to a specific nuclear phenotype.
Immunofluorescence microscopy showed that the organisation of both lamin A/C and its inner
nuclear membrane partner emerin were altered, showing a honeycomb appearance too. In
addition, the altered distribution of histone H3 trimethylated on lysine 27 and of the
transcriptional active form of the RNA polymerase II, markers of inactive and active chromatin
domains, respectively, suggest an alteration of gene expression.

Furthermore, our data showed for the first time that in an EDMD context, a progressive

accumulation of the 20S proteasomal core subunits into foci that largely colocalized with



promyeolocytic leukemia bodies (PML) was obvious, as cells age in culture. Moreover, the
impairment of proteasome function, as pointed out by p21 nuclear accumulation, may
contribute to the high index of premature cellular senescence we observed in patient cells.
Another signal concerning the premature senescence was the accumulation of heterochromatin
in late passages and the one- to twofold increase of the nuclear volume of the patient
myoblasts. When transferred into low serum medium, patient myoblasts expressing R545C
mutated lamin A/C were deficient for ex-vivo differentiation into myotubes. Accordingly, the
myogenesis transcription factor myogenin and the hypophosphorylated retinoblastoma-protein
were not induced properly in patient myoblasts.

These data suggest that the LMNA R545C mutation also affected the nuclear envelope
architecture and the distribution of nuclear proteins, chromatin organization, gene expression
and the proper function of the proteasome. Furthermore, the LMNA R545C mutation impaired
both proliferation and differentiation capacities of myoblasts precursors as part of the
pathogenesis of the AD-EDMD.
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2 Einleitung

2.1 Die Kernhiille

Ein Unterscheidungsmerkmal zwischen Eukaryonten und Prokaryonten ist der Zellkern
(Nukleus), welcher die genetische Information der Zelle enthdlt. Die Komplexitdt des Nukleus
besteht nicht nur in der strukturellen Organisation, sondern auch in den vielfaltigen Prozessen,
die mit diesem prominenten Organell der Zelle assoziiert sind, zu welchen die DNA-Replikation
und -Transkription, die mRNA-Prozessierung und die Ribosomen-Biogenese zahlen. Neben den
Proteinen, die fiir die gerade genannten Prozesse bendtigt werden, befindet sich die genetische
Erbinformation des Organismus in Form der Desoxyribonukleinsaure (DNA) im Zellkern. Diese
ist mit einer Reihe von Proteinen assoziiert und liegt verpackt als Chromatin vor (Horn und
Peterson, 2002). Die Kernhiille dient dabei als Barriere und trennt die im Kern befindlichen
Komponenten vom umgebenden Zytoplasma. Die Kernhiille selbst ist eine Struktur bestehend
aus einer Lipiddoppelmembranschicht, der duBeren und der inneren Kernmembran (ONM =
outer nuclear membrane bzw. INM = inner nuclear membrane), den Kernporenkomplexen (NPC
= nuclear pore complex) und der Kern-Lamina. Membranen, innere und duBere Kernhiille,
weisen eine biochemisch sehr &dhnliche Lipidzusammensetzung auf, unterscheiden sich
allerdings im Bezug auf die mit ihnen assoziierten Proteine. Die duBere Kernmembran bildet mit
dem rauen Endoplasmatischen Retikulum (ER) eine kontinuierliche Verbindung, wobei die
funktionellen Eigenheiten beider Organellen dhnlich sind. Durch dieses Kontinuum von ONM und
ER wird die Wanderung groBerer Proteine Uiber das Lumen des ER oder die ER-Membran zur
Kernhille hin ermdglicht. Die innere Kernmembran ist mit zahlreichen integralen und peripheren
Proteinen assoziiert, Uber die beispielsweise das Chromatin mit der Kernhille in Verbindung
steht (Worman wund Courvalin, 2000; Foisner, 2001). Die Kernhtlle wird durch
Kernporenkomplexe (NPCs) durchbrochen. Die NPCs sind groBe Proteinkomplexe, die bei
Vertebraten aus geschatzten 50 Einzelproteinen aufgebaut sind. Die molekulare Masse eines
einzelnen NPC betragt etwa 125 MDa (Reichelt et al., 1990; Cronshaw et al., 2002). Uber die
NPCs (@ ~ 90 nm) findet ein Stoffaustausch zwischen dem Nukleoplasma und dem Zytoplasma
statt. Mit wenigen Ausnahmen konnen Molekiile, die eine kleinere GroBe als der
Porendurchmesser haben, ungehindert diffundieren. Molekiile, die eine groBere molekulare
Masse als 60 kDa aufweisen, werden aktiv durch die Poren transportiert (Wente, 2000; Hetzer et
al., 2005).

Auf nukleoplasmatischer Seite liegt der INM die Kern-Lamina an, ein dichtes proteindses
Netzwerk (Durchmesser etwa 10-50 nm), das hauptsachlich aus Laminen aufgebaut ist, welche
zur Familie der Typ V Intermediarfilamente zahlen. Die Lamina interagiert mit verschiedenen
integralen Proteinen der INM, tragt zur strukturellen Stabilitdt des Zellkerns bei und spielt



Einleitung

darliber hinaus eine Rolle bei einigen wichtigen Prozessen, die mit dem Zellkern assoziiert sind,
wie beispielsweise der DNA-Replikation und Transkription oder der Organisation des Chromatins
(Gruenbaum et al., 2003; 2005).

Zytoplasma :
%. = Intermediarfilamente

Nesgyini/2

1] LUMA Nesprin1 : Emerin

- Nespnn

Abb. 2.1: Schematische Representation der Organisation der Kernhiille. Der Querschnitt zeigt die innere und duBere
Kernmembran (INM und ONM) sowie die Porenmembran (PM), einen Kernporenkomplex (NPC) und eine Auswahl
beteiligter Proteine. Dazu gehéren die Lamina, die aus A- und B Typ-Laminen aufgebaut ist, und Proteine, die mit den
Kernlaminen assoziiert sind. Als INM-Proteine sind die Lamina-assoziierten Proteine 1 und 2 (LAP1 und 2), LUMA,
Nesprinl, SUN1 und -2, Emerin, MAN1, Young Arrest (YA) und der Lamin B Rezeptor (LBR) gezeigt. SUN1 und -2
interagieren mit den ONM-Proteinen Nesprinl/2 bzw. Nesprin3 im perinukledren Spalt (PNS), die wiederum mit
Zytoskelettelementen (Aktin oder Intermediarfilamente) assoziiert sind. Einige l6sliche Proteine interagieren mit der
Lamina oder den nukleoplasmatischen Domanen einiger INM-Proteine und stellen dadurch die Verbindung gewisser
Chromatinbereiche an die Kernhiille her. Zu diesen Chromatinlinker-Proteinen gehéren der Barrier-to Autointegration
Factor (BAF) und das Heterochromatinprotein 1 (HP1). Andere Proteine binden direkt oder indirekt an die Lamina oder
an Lamin-assoziierte Proteine (SREBP-1= ,Sterol Regulatory Element-Binding Protein-1’; pRb=,Retinoblastoma-Protein’;
E2F-DP-Komplex; GCL= ,Germ Cell-less’; YT521-B= SpleiBfaktor; Btf= ,Bcl2-assoziierter Transkriptionsfaktor’; R-
SMAD= ,Rezeptor-vermittelte SMAD’; HA95= homolog zu AKAP95 [= ,A-kinase anchoring protein 957]; H3/H4=
Histonprotein 3/4") (Foisner, 2001; Roux und Burke, 2006; Abbildung nach GareiB, 2006).

2.2 Die Kern-Lamina und die Lamine

Eine wichtige Komponente der Kernhille ist neben ONM, INM und Kernporenkomplexen die
Kern-Lamina (siehe 2.1). Hauptstrukturelemente der Kern-Lamina sind die Lamine, die der
Familie der Intermediarfilamente zugehdrig sind und ein Netzwerk bilden, welches mit der INM
assoziiert ist (Gerace et al., 1978; Aebi et al., 1986). Diese Vernetzung wird sowohl durch die
Interaktion mit INM-Proteinen, als auch Uber hydrophobe Wechselwirkungen mit den
Porenkomplexen bewerkstelligt (Aaronson und Blobel, 1975; Dwyer und Blobel, 1976; Scheer et
al., 1976; Aebi et al., 1986; Foisner, 2001; Krohne et al., 2005). Lamine kommen als ,nukledre
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Retikuli™ auch im Nukleoplasma vor, lberwiegend kann die Lamina aber als elektronendichte,
mit der INM assoziierte Struktur erkannt werden, die eine Schichtdicke von durchschnittlich 10-
50 nm aufweist, in seltenen Fallen auch bis zu 60 nm. (Fawcett, 1966; Dwyer und Blobel, 1976;
Aebi et al., 1986; Krohne, 1998, Liu et al., 2000).

2.2.1 Die molekulare Struktur der Lamine

Die Lamine bilden die Klasse V der sechs Klassen der IF (Intermediarfilament)-Proteinfamilie.
Die IF-Proteine haben molekulare Massen zwischen 60 und 80 kDa und lagern sich zu
Filamenten mit einem Durchmesser von 7-12 nm zusammen, aus denen unter anderem Teile
des Zytoskeletts aufgebaut sind (McKeon et al., 1986; Stewart, 1993). Die Lamine lassen sich in
zwei Gruppen einteilen, die Typ A- und Typ B-Lamine und zeigen wie alle anderen IF-Proteine
eine dreigeteilte Molekiilstruktur auf.

Der Aufbau der Lamine lasst sich strukturell und funktionell in eine kurze nicht-helikale amino-
terminale Kopfdomane, eine a-helikale Stabdomane und einen langen carboxyterminalen
Schwanz einteilen. Das C-terminale Ende tragt eine Faltung d&hnlich einer Immunglobulin-
Domane (Ig-Faltung; Abb. 2.2).

. Kopf- Helikale Carboxyterminale
doméne Doméne Doméne

| | Ig-Faltung
Bereich der Dimerbildung NLS CxxM

\Longitudenale Zusammenlagerung

Kernlokalisationssignal Membranaffinitat
Stellen fiir mitotische Stellen fiir mitotische
Phosphorilierung Phosphorilierung

Abb. 2.2: Schemazeichnung eines Lamin-Molekiils. Die Helices 2A und 2B sind zu einer Domdne zusammengefasst.
Es sind die wichtigsten Doméanen dargestellt, die bei Polymerbildung und Lokalisation des Molekiils in der Kernhiille
eine wichtige Rolle spielen (NLS = Kernlokalisations-Signal, ,nuclear localisation signal"; Ig=Immunglobulin-Domane;
OxxM = Aminosauresequenz, beginnend mit Cystein, gefolgt von zwei variablen Aminosauren und Methionin)
(Abbildung nach Krohne, 1998).

Die zentrale Stabdomdne besitzt eine Reihe von Heptadwiederholungen hydrophober
Aminosauren, welche an der Bildung von ,coiled-coil"-Strukturen beteiligt und daher
charakteristisch fir a-Helix-Proteine sind (McKeon 1987; Stuurman et al., 1998). Insgesamt vier
a-Helices (1A, 1B, 2A, 2B) werden durch drei hoch konservierte, nicht-helikale Linkerregionen

(L1, L2, L3) getrennt. Im Gegensatz zu anderen IF-Proteinen enthalten die Linkerregionen der

Lamine keine Proline, welche die Helix aufbrechen, wodurch die a-helikale Anordnung gewahr-



leistet bleibt. AuBerdem besitzen die Lamine im Gegensatz zu anderen IF-Proteinen eine um 42
Aminosduren verlangerte Helix 1B (Sturmann et al., 1998). Aufgrund dieser a-Helices wird die
Dimerisierung der Lamine gewahrleistet. Die zentrale Stabdomane wird auf beiden Seiten von
Phosphorylierungsstellen flankiert, die wahrend der Mitose von den p34/cdc2 Kinasen
phosphoryliert werden. Diese Phosphorylierung resultiert in der Depolymerisation der Lamine
und scheint damit den Zusammenbruch der Kernhiille einzuleiten. Diese Phosphorylierung
beeinflusst aber lediglich die Polymerisation der Lamine, die Dimerisierung hingegen ist nicht
betroffen (Gerace und Bloble, 1980; Newport und Spann, 1987; Heitlinger et al., 1991; Nigg
19923, b).

Der carboxyterminale Schwanz besitzt ebenfalls zwei wichtige Regionen. Zum einen das Kern-
Lokalisations-Signal (NLS = “nuclear location signal*), das die Translokation der Proteinen in
den Zellkern ermdglicht (Loewinger und McKeon, 1988) und zum anderen das OxM (C:
Cystein; x: variable Aminosaure, M: Methionin) -Motiv am C-terminalen Ende des Proteins. Das
CxxM-Motiv ist fir die Interaktion der Lamine mit der inneren Kernmembran essentiell, reicht
aber nicht aus um dort dauerhaft zu halten (Nigg 1992; Hofemeister et al., 2000; Maske et al.,
2003).

Aufgrund ihrer strukturellen und biochemischen Eigenschaften, sowie ihres Verhaltens wahrend
der Mitose, kdnnen die Lamine in Typ A- und Typ B-Lamine unterteilt werden. Die Typ B-
Lamine sind wahrend der Entwicklung in allen Stadien und allen Zelltypen zu finden. Das
Cystein wird kurz nach der Translation im Zytoplasma farnesyliert, worauf die letzten drei
Aminosauren abgespalten werden. AnschlieBend folgt eine Methylierung des Cysteins (Moir et
al., 1995). Der durch diese Modifikation sehr hydrophobe Carboxyterminus interagiert
schlieBlich mit der Kernmembran. Auch wahrend der Mitose bleiben die Typ B-Lamine lber das
CxxM-Motiv mit der inneren Kernmembran assoziiert.

Im Gegensatz dazu folgt bei Typ A-Laminen in differenzierten Zellen, die ebenfalls ein CxxM-
Motiv besitzen, noch ein weiterer Prozessierungsschritt. Das modifizierte Cystein sowie weitere
14 Aminosauren werden durch eine spezifische Protease (ZMPSTE24) proteolytisch abgespalten,
was zu einem Verlust der Membraninteraktion fiihrt. Dies gilt auch fir Lamin C, einer
SpleiBvariante des Lamin A, das von vornherein kein CxxM-Motiv besitzt. Lamin C kann nur tber
die Bildung von Heterodimeren mit Lamin A in die Kernhiille integriert werden (Pendas et al.,
2002; Vaughan et al., 2001)

Im Nukleus lagern sich die Kopf- und Schwanzdomanen der Dimere longitudenal zusammen,
wodurch polare Filamente entstehen, welche sich dann unterhalb der INM antiparallel
ausrichten und die fibrilldre Kern-Lamina bilden (Krohne, 1998; Stuurman et al., 1998). Diese
Aneinanderlagerung der Dimere wird durch die Randbereiche der zentralen Stabchendomane

und die ersten 10 Aminosauren der flankierenden Bereiche erreicht. Im Gegensatz zur variablen



Aminosauresequenz der Stabchendomane sind diese Bereiche hoch konserviert. Mutationen in
diesen Bereichen kdnnen die Ausbildung der Filamente beeinflussen, nicht aber die Dimer-
bildung (Stuurman et al., 1998; Strelkov et al., 2002).

Die Einlagerung von neu synthetisierten Lamin-Polymeren in die Kern-Lamina ist noch nicht
geklart. In vitro bilden die Lamin-Filamente durch laterale Aneinanderlagerung parakristalline
Strukturen mit einem regelmaBigen Muster heller und dunkler Banden, die /n vivo bisher nur in
isolierten Kernhiillen von Xenopus-Oozyten in ahnlicher Form gefunden wurden (Aebi et al.,
1986; Klapper et al., 1997; Stuurman et al., 1998).

2.2.2 Die Proteinfamilie der Lamine

Wie im vorigen Abschnitt bereits erwahnt, gibt es zwei Subklassen von Kern-Laminen, die Typ
A- und die Typ B-Lamine. Sie werden aufgrund ihrer biochemischen Eigenschaften, ihres unter-
schiedlichen Expressionsmusters und ihres Verhaltens wahrend der Zellteilung unterschieden
(Gruenbaum et al., 2003; Gruenbaum et al., 2005).

Typ A-Lamine haben einen neutralen isoelektrischen Punkt und verteilen sich wahrend der
Mitose als l6sliche Proteine im Zytoplasma. Bei Saugern gibt es vier Typ A-Lamin-Isoformen
(Lamin A, C, AA10 und C2), die durch ein einziges Gen (LMNA, 1g21) kodiert werden und durch
alternatives Spleien entstehen. Die Typ A-Lamine unterscheiden sich nur in ihren C-terminalen
Schwanzdomanen und sind sonst vollkommen identisch (Fisher et al., 1986). Typ A-Lamine
werden gewebe- und entwicklungsspezifisch exprimiert. Das Lamin C2 kommt exklusiv in
Spermien vor. In humanen Zellen kann Lamin AA10 nachgewiesen werden, das sich von
normalem Lamin A durch das Fehlen des Exons 10 unterscheidet. Die Funktion bzw. das
Expressionsprofil ist bisher allerdings noch unbekannt (Machiels et al., 1996).

Typ B-Lamine besitzen dagegen einen sauren isoelektrischen Punkt und bleiben wahrend der
Mitose mit Membranvesikeln assoziiert. Typ B-Lamine werden bei Sdaugern von zwei Genen,
LMNBI1 und LMNBZ, kodiert. Das Lamin B2-Gen erzeugt zwei SpleiB-Isoformen, Lamin B2 und
das Keimbahn-spezifische Lamin B3. Typ B-Lamine werden in allen Zellen bereits in der friihen
Embryonalentwicklung ubiquitir exprimiert und sind unabdingbar fiir die Uberlebensfahigkeit
der Zelle.

Die Laminexpression ist speziesabhangig. In Pflanzen, wie z.B. im Reis Oryza oder bei
Arabidopsis thaliana sowie in den Hefen Schizosaccharo-myces pombe oder Saccharomyces
cerevisiae konnten bislang keine Lamin-Gene gefunden werden. Man vermutet, dass sich die
Lamine wahrend der Evolution beim Ubergang von einer ,geschlossenen® zu einer ,offenen®
Mitose entwickelt haben. Hefen durchlaufen eine geschlossene Mitose, bei der sich die
Mitosespindel im Kern aufbaut und die Kernhiille erhalten bleibt. Vertebraten dagegen haben

eine offene Mitose, bei der die Kernhille in den meisten Fallen aufgeldst wird.
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Abb. 2.3: Schematische Ubersicht der bekannten Lamin-Isoformen bei S&ugern. Die Lamine A und C sind Produkte
des Gens LMNA, die durch alternatives SpleiBen entstehen. Dem Lamin AA10 fehlt das Exon 10 im Vergleich zu Lamin
A. Lamin C2 ist keimzellspezifische Variante des Lamin-A-Gens. Die Lamine B1 und B2 sind durch verschiedene Gene
kodiert (LMNB1 bzw. LMNBZ2), Lamin B3 ist eine keimzell-spezifische SpleiBvariante des Lamin-B2-Gens (NLS =
Kernlokalisations-Signal, ,nuclear localisation signal®; CxxM = Aminosauresequenz, beginnend mit Cystein, gefolgt
von zwei variablen Aminosauren und Methionin) (Abbildung nach Krohne, 1998).

Im Genom des Nematoden Caenorhabditis elegans wurde ein Lamin-Gen (/mn-1) entdeckt,
kodierend fir einen Typ B-Lamin das Ce-Lamin (Liu et al., 2000). Bei Drosophila dagegen
wurden bisher zwei Lamin-Gene entdeckt: ein Typ B-Lamin, DOm0 und ein Typ A-Lamin, Lamin C
(Bossie und Sanders, 1993; Riemer et al., 1995). Wie bereits erwahnt besitzen Sduger drei,
andere Vertebraten vier verschiedene Lamin-Gene. Daher kann davon ausgegangen werden,
dass im Tierreich ein Zusammenhang zwischen Evolutionsstufe und Komplexitdt der Kernhiille
und damit die Anzahl der Lamin-Gene und ihrer SpleiB-Isoformen, besteht (Gruenbaum et al.,
2003).

2.2.3 Die Funktion der Lamine

Es wurde 20 Jahre lang angenommen, dass die Lamine ausschlieBlich als Hauptstrukturelement
der Kernhille dienen, der sie als filamentdses Netzwerk von innen her anliegen und als

mechanische Stiitze fungieren. Neben ihrem Einfluss auf die strukturelle Integritdt des Zellkerns



wurden in neueren Studien immer mehr zelluldre Vorgdnge identifiziert, in die die Lamina
involviert ist.

e Die Lamine spielen wahrend der Mitose, sowohl bei der Dissoziation als auch beim
Wiederaufbau der Kernhiille, eine wichtige Rolle. Die Dissoziation der Kernhdlle wird durch die
Phosphorylierung einer Reihe von Proteinen durch eine Zellzyklus-abhangige p34-CDC2-Kinase
herbeigefiihrt. Dazu gehdren neben Kernporenkomplexproteinen und Lamin-bindenden
Proteinen (LAP1; LBR) auch die Lamine selbst (Dabauvalle und Scheer, 1991; Favreau et al.,
1996; Ubersicht: Gruenbaum et al., 2003). Durch die Phosphorylierung der Lamine kommt es
zur Depolymerisation des Lamin-Netzwerkes, was in einer Auflésung der Lamina und schlieBlich
der Kernhille resultiert (Gerace und Bloble, 1980; Newport und Spann, 1987). Wahrend die
Tochterchromosomen voneinander getrennt werden, sind die Lamine recht mobil, wohingegen
die Lamine nach der Kernhillenneubildung, wenn sie sich wieder zu einen dichten Netzwerk
zusammengelagert haben, nahezu immobil sind (Moir et al., 2000c). Durch Immunodepletions-
und Mikroinjektions- Experimente von Laminen, denen die aminoterminale Kopfdomane fehlte,
konnte durch eine Verhinderung des Kernhiillenabbaus nachgewiesen werden, dass Lamine bei
dem Zerfall der Kern-Lamina essenziell sind (Lopez-Soler et al., 2001; Spann et al., 1997).

e Ein weiterer wichtiger Prozess, an dem die Lamine beteiligt sind, ist die postmitotische
Reorganisation des Kerns sowie der Kernporenkomplexe. In humanen Zellen konnte eine
erhdhte Instabilitat der Kernhille sowie eine auffallige Umverteilung der NPCs, die unnormale
Aggregate bilden, beobachtet werden, wenn der Lamingehalt in diesen Zellen reduziert ist. Dies
fuhrt zu einem vorzeitigen Zelltod (Benavente und Krohne 1986; Dabauvalle et al., 1991; Liu et
al., 2000; Schirmer et al., 2001; Schirmer und Gerace, 2004). Auch konnte bei Drosophila
gezeigt werden, dass eine Inhibierung des Typ B-Lamins (Lamin DmO) die Verteilung von NPCs
beeinflusst (Lenz-Bohme et al., 1997).

e Weiterhin konnte dargelegt werden, dass sich nach Depletion des Xenopus Laminy; briichige
Zellkerne bilden, die keine DNA replizieren konnten (Dabauvalle und Scheer, 1991). Nach
Zugabe von gereinigtem Laming; zum depletierten Eiextrakt konnte die Fahigkeit zur DNA-
Replikation wiederhergestellt werden (Newport et al., 1990). Besonders interessant ist dabei die
Tatsache, dass Lamine neben ihrer Lokalisation an der Kernperipherie auch innerhalb des
Nukleoplasmas nachgewiesen wurden (Goldman et al., 1992; Bridger et al., 1993; Moir et al.,
1994; Holaska et al., 2003). In diesem Zusammenhang konnte Lamin Bl an den Orten im
Nukleoplasma, wo auch DNA-Replikation stattfindet, lokalisiert werden (Moir et al., 1994).
Lamine sind auch an DNA-Reparaturprozessen beteiligt. In Kulturzellen, welche mutierte Lamine
exprimierten, fehlte in DNA-Reparaturzentren die ATR-Kinase, die eine wesentlichen

Komponente der DNA-Doppelstrangbruch-Reparatur ist (Manju et al., 2006).



¢ Die Lamina hat auch eine wichtige Aufgabe bei der Organisation des Chromatins wahrend der
Interphase. Transkriptionell inaktives Heterochromatin ist in vielen Spezies mit der Lamina
assoziiert (Fawcett, 1966; Paddy et al., 1990; Gruenbaum et al., 2003). Dariber hinaus konnte
eine direkte Interaktion der Lamine mit Chromatin und mit bestimmten DNA-Sequenzen (MARs
[= ,matrix attachment regions™] und SARs [= ,scaffold attachment regions"“]) nachgewiesen
werden (Luderus et al., 1992, 1994; Taniura et al., 1995; Zhao et al., 1996). In einer neuen
Studie wurde gezeigt, dass Chromatin liber spezifische DNA-Regionen, den so genannten LADs
(Lamina-assoziierte Domanen), an das Lamina-Protein Lamin B1 bindet. Diese LADs variieren in
der GroBe von 0,1 bis zu 10 Mb mit einer durchschnittlichen GroBe von etwa 0,53 Mb. Weiterhin
wurde gezeigt, dass die Genexpression in Bereichen dieser LADs herunterreguliert war (Guelen
et al., 2008). AuBerdem interagieren die Lamine indirekt Uber ihre zahlreichen Wechsel-
wirkungen mit anderen Kernhillen-Proteinen mit Chromatin und sind auch an anderen
Chromatin-assoziierten Prozessen beteiligt. So beeinflussen Lamine durch die Interaktion mit
der RNA-Polymerase II und spezifischen Transkriptionsfaktoren die Transkription
entsprechender Gene. Auf die RNA-Polymerasen I und III scheinen die Lamine jedoch keinen
Einfluss zu haben (Spann et al., 2002). Aber nicht nur die RNA-Polymerasen selbst, sondern
auch Transkriptionsfaktoren interagieren mit der Lamina. Ein Beispiel ist das Retinoblastoma-
Protein (pRb), das an Typ A-Lamine, an das Lamina-assoziierte Polypeptid 2 alpha (LAP2a) und
an den E2f-DP3-Komplex bindet. Erst wenn pRb aus diesem Komplex dissoziiert, werden
zellzyklus-abhangige Gene aktiviert (Mancini et al., 1994; Markiewicz et al., 2002, Dorner et al.,
2006). Ein weiterer Transkriptionsfaktor ist ,Sterol Regulatory Element-Binding Protein-1"
(SREBP-1) der bei der Cholesterol-Biosynthese in Fettzellen bendtigt wird. Durch eine fehlerhafte
der Bindung von Typ A- Laminen an SREBP-1 wird eine Degeneration der Adipozyten verursacht
(Favreau et al., 2003; Lloyd et al., 2002).

e Die Anzeichen fir eine bevorstehende Apoptose, dem programmiertem Zelltod, sind stark
kondensiertes Chromatin, blasenférmig Membranen, Auftreten von apoptotischen Kdérpern,
proteolytischer Abbau von Kernhillen-Proteinen und Fragmentierung der DNA. Die Frag-
mentierung von DNA und die proteolytischen Degradationsprozesse von integralen Membran-
proteinen (LAP2, LAP2a), Kernproteinen (NUP153, POM121) sowie von Laminen erfolgt durch
spezifische Cystein-Proteasen, den so genannten Kaspasen (Buendia et al., 1999; Gotzman
2000; Kihlmark et al., 2001). Dabei gehéren die Lamine zu den ersten Proteinen die von den
Kaspasen angegriffen werden. In Vertebratenzellen konnten als Substrate der Kaspase 6 die
Lamine A und C identifiziert werden (Ruchaud et al., 2002). Der Zerfall der Lamina scheint dabei
die Ablésung des Chromatins von der Kernhiille und die Fragmentierung der DNA-Molekile zu
bewirken. Anhand von Lamin-Mutanten, die nicht mehr von Kaspasen geschnitten werden

konnten, wurde gezeigt, dass sich die Apoptose flir mehrere Stunden verzégert (Rao et al.,



1996). Auch weisen Zellen von Progeriepatienten, die Trager von Typ A-Laminmutationen sind,
ebenfalls morphologische Veranderungen auf, die charakteristisch flir die Apoptose sind
(Harborth et al., 2001; Scaffidi und Misteli, 2006; Sullivan et al., 1999).

e Lamine sind auch in Zellzyklus-, Proliferations- und Differenzierungsprozessen involviert.
Durch Interaktion mit pRb sind sie an regulatorischen Mechanismen beim Austritt und
Wiedereintritt in den Zellzyklus beteiligt. Hinweise flir eine gestdrte Balance zwischen
Proliferation und Differenzierung liefert z.B. die LMNA-Knockout-Maus, deren Fibroblasten im
Vergleich zu normalen Fibroblasten eine niedrigere pRb-Konzentration und Zellzyklusdefizite
zeigen (Johnson et al., 2004). Bei normaler Muskeldifferenzierung wird das pRb dephos-
phoryliert und bindet an das Lamina-assoziierte Polypeptid-2 alpha (LAP2a). In Mauszellen, die
mit mutierten Typ A-Laminen transfiziert wurden, ist die Dissoziation des Lamin A-pRb-LAP2a-
Komplex jedoch gestdrt (Markiewicz et al., 2005). Auch der flir die Muskeldifferenzierung
wichtige Regulationsfaktor Myogenin kann durch eine Uberexpression von Typ A-Laminen in
Mauszellen inhibiert werden (Mariappan und Parnaik, 2005).
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e Neben ihrem Einfluss auf die strukturelle Integritdt des Zellkerns wurde in letzter Zeit auch
bekannt, dass Lamine essentiell bei der Verankerung des Zellkerns im Zytoplasma sind (Starr
2002). Lamine der INM interagieren mit den aminoterminalen Domdnen der SUN-Proteine
(Sadl und UNC-84-Homologie), die diese wiederum uber die KASH-(Klarsicht, ANC-1 und
Syne-Homologie)-Domanen der Nesprine in der ONM verankern. Nesprine interagieren im
Zytoplasma unter anderem mit Aktin. Somit stellen diese LINC-Komplexe (Linker of
Nucleoskeleton and Cytoskeleton) eine Verbindung zwischen Kern- und Zytoplasmagertst dar
(Crisp et al., 2006; siehe auch 2.3.3).

2.3 Weitere Proteine der Kernhiille

Die Kernhitille ist eine komplexe Struktur die sich aus zahlreichen Komponenten zusammensetzt.
Sowohl bei Invertebraten als auch bei Vertebraten konnten bislang Uber 30 verschiedene

Kernhiillen-assoziierte Proteine u.a. durch Proteom-Analysen identifiziert werden.



Einleitung

PP1, PKARII, RNA ™ Vertebraten Steen et al., 2000
Lamin DmO LEM Drosophila Wagner et al., 2004
Lamin DmO ™ Drosophila Wagner et al., 2004
. Vertebraten
Lamine A und B, BAF, GCL, LEM - .
MAN1, Actin, Btf 1M Drosophila Bione et al., 1994
C. elegans
Emerin, LAI\F/’IZAI.?'il,lChromatln, BTB/POZ Vertebraten Jongens et al., 1992
Senior und Gerace, 1988
Lamine A, B1, C 1T™ Vertebraten Foisner und Gerace, 1993
Martin et al., 1995
. Foisner und Gersce, 1993
Lamine A, B1, C; BAF, GCL, LEM - !
o P Vertebraten Harris et al., 1994
HA95, pRb, Chromatin 1TM (B-¢) Berger et al., 1996
. . Vertebraten
Lamin A/C, Emerin, MAN1, LEM Drosophila Brachner et al., 2005
BAF 2T™M
C. elegans
Lamin B, HP1, HA95 Vertebraten
. 4 4 ! - Worman et al., 1988
Histone (H3/H4-Tetramer), 8 T™M Drosophila S D !
DNA Seeigel Schild-Priifert et al., 2006
BAF, GCL, Btf, Emerin, LEM Vsrr;‘:'g;tifa” Lin et al., 2000
Lamine A, B1; R-Smads 2T™M C. elegans Wagner et al. 2006
. . y . Vertebraten Apel et al., 2000
Lamin A, EX; fi:n’ Unc-84, Spectgrlnl;/elzpeats Drosophila Mislow et al., 2002
’ C. elegans Zhang et al., 2001
. . . Vertebraten Padmakumar et al., 2004
Lamin A, E::: (t-zi:n, Unc-84, Spectn?n{:dpeats Drosophila Zhang et al., 2002
' C. elegans Zhen et al., 2002
Plectrin, Spectrin repeats « ]
Intermediarfilamente 2 TM Sauger Wilhelmsen et al., 2005
? 6 TM Vertebraten Rolls et al., 1999
Drosophila
Lamin Dm0, LEM Drosophila Padan et al., 1990
Chromatin P Y
Lamin B, LBR Vertebraten Simos et al., 1996
ATP-Bindung u .
RUSH 8 oder 9 T™M Sauger Mansharamani et al., 2001
. SUN Vertebraten Fridkin et al., 2004
Typ A und B- Lamine 3TM C. elegans Tzur et al., 2006
SUN Schirmer et al., 2003
? 1
: 3TM Vertebraten Hodzic et al., 2004
Vertebraten
?
? 4TM Drosophila Dreger et al., 2001
Unc-84 ™ C.elegans Starr et al., 2001
Unc-83, ANC-1 ™ C.elegans Malone et al., 1999
RNA Sauger .
RNA Bindung C.elegans Lewis et al., 1987
Lamin Dm0, Chromatin, ) . Liu et al., 1995
Histon H2B Zinkfinger SPKK Drosophila Lopez und Wolfner, 1997
Matefin/SUN-1, ™ Vertebrat.en Malone et al., 2003
Zentrosomen Drosophila

Tab. 2.1: Die Tabelle zeigt eine unvollstandige Ubersicht bisher bekannter Kernhiillenproteine ohne Beriicksichtigung
der Kernporenkomplexe. Die verwendeten Abkilirzungen bedeuten: TM = Transmembrandomane; LEM = homologe
Domane, entdeckt in den Proteinen LAP2, Emerin und MAN1; SUN = homologe Doméne, entdeckt in den Proteinen
Sadl und Unc-84; AKAP = ,A-kinase anchoring protein®; GCL = ,germ cell-less"; LAP = Lamina-assoziiertes
Polypeptid; LBR = Lamin B Rezeptor; BAF = ,Barrier-to-Autointegration Factor"; pRb = Retinoblastoma-Protein; HP1
= Heterochromatinprotein 1; Unc = ,uncoordinated movement"; RFBP = ,ring finger binding protein®; HA95 =
+homolog zu AKAP95.
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Dabei nimmt die Komplexitat der Kernhille und entsprechend die Anzahl der vorhandenen
Kernhiillen-Proteine mit der Stufe der Evolution zu (Ubersichten in Dechat et al., 2000;
Georgatos, 2001; Gruenbaum et al.,, 2003). Tabelle 2.1 enthdlt eine unvollstdndige
Zusammenstellung bisher bekannter Kernhillen-Proteine, deren Anzahl stetig steigt. Eine

Auswahl davon wird im Anschluss naher beschrieben.

2.3.1 Die LEM-Domanen-Proteine

Die LEM-Domdne ist eine konservierte globuldre Domadne, die aus etwa 40 Aminosduren
besteht. Diese Domane erhielt ihren Namen von den drei Proteinen LAP2, Emerin und MAN1, in
denen sie zuerst identifiziert und erstmals von der Gruppe um Jean-Claude Courvalin
beschrieben wurde (Lin et al., 2000). Die LEM-Domane zeichnet sich durch eine kurze N-
terminale a-Helix, gefolgt von zwei parallelen a-Helices, welche durch eine 11-12 Reste lange
Schleife getrennt werden, aus (Lin et al., 2000; Cai et al., 2001). Die LEM-Domane ist flr die
Interaktion des Proteins mit Chromatin wichtig. Dabei erfolgt die Interaktion nicht direkt,
sondern wird Uber ein kleines, ebenfalls hoch konserviertes Protein BAF (Barrier to
Autointegration Factor) vermittelt, welches fir die Interaktion der LEM- Domane mit Chromatin
Uber Histon- und Linker-Proteine essentiell ist. Aufgrund seiner Fahigkeit, unspezifisch
doppelstrangige DNA zu binden, scheint es nicht nur eine wichtige Rolle bei der Chromatin-
organisation zu spielen, sondern auch wichtige Funktionen wahrend der Mitose und der
Interphase innezuhaben (Furukawa et al., 2003).

Zur wachsenden Familie der LEM-Domanen-Proteine zahlen bisher: verschiedene Isoformen von
LAP2 (Berger et al., 1996; Dechat et al., 2000), Emerin (Bione et al., 1994), MAN1 (Lin et al.,
2000), LEM2 (Branchner et al., 2005), LEM3 (Lee et al., 2000) sowie die Drosophila-Proteine
Otefin (Ashery-Padan et al., 1997) und Bocksbeutel (Wagner et al.,, 2004). LEM-Domanen-
Proteine interagieren ebenso mit Transkriptionsregulatoren /-faktoren wie GCL (Germ cell-less)
oder Btf (BCL-2 verwandter Transkriptionsfaktor). Weiterhin kénnen LEM-Doménen-Proteine
mit Typ A- oder Typ B-Laminen assoziieren (Haraguchi et al., 2004; Holaska et al., 2003;
Wilkinson et al., 2003; Zastrow et al., 2004).

Im Anschluss werden drei wichtige Proteine der aus der LEM-Familie ndher charakterisiert:

2.3.1.1 Die Lamina-assoziierten Polypeptide 1 und 2 (LAP1, LAP2)

Eines der integralen Membranproteine ist das Lamina-assoziierte Polypeptid 1 (LAP1). Es gehort
zum Typ II der integralen Membranproteine, der durch einen nukleoplasmatischen Amino-
terminus, einer Transmembrandomdne und einen kurzen Carboxyterminus, der im
perinukledren Raum lokalisiert ist, charakterisiert wird. Die drei bekannten Formen LAP1A (~75
kDa), LAP1B (~68 kDa) und LAP1C (~55 kDa) sind durch alternatives SpleiBen aus dem LAP1-
Gen entstanden (Foisner und Gerace 1993; Martin et al., 1995). Im Gegensatz zur LAP1C



Isoform, besitzen die Isoformen LAP1A und LAP1B jeweils ein 27 Aminosdure langes coiled-coil
a-Helix Motiv, mit dem eine LAP1-Dimerisierung ermdglicht wird (Martin et al., 1995). Die
nukleoplasmatische Domane aller drei Isoformen scheint sowohl mit der kalziumabhdngigen
Kinase cdc2, als auch mit den Laminen zu interagieren. Dabei zeigen die einzelnen Isoformen
jedoch eine unterschiedliche Affinitat zu den Laminen. LAP1A und B besitzen im Gegensatz zu
LAP1C eine wesentlich hdhere Affinitédt zu Lamin A/C. Die Expression von LAP1A und LAB1B ist
mit der Expression von den Laminen A/C in differenzierten Zellen vergleichbar, zu denen sie
ohnehin eine hohe Affinitat aufweisen. Somit kdnnte die Interaktion dieser Proteine eine
wichtige Rolle fir die Organisation von nukledaren Komponenten spielen. Fir LAP1C konnte
bisher nur eine Interaktion mit Lamin B1 nachgewiesen werden. Die LAP1 Proteine, die in einer
geordneten Struktur an der inneren Kernmembran zu finden sind, bleiben auch wahrend der
Mitose mit den Membranvesikeln assoziiert (Foisner und Gerace, 1993; Worman und Courvalin,
2000). Das LAP1 konnte bis jetzt nur in Vertebraten gefunden werden, im Gegensatz zu den
Lamina-assoziierten Polypeptiden 2 (LAP2).

Die Lamina-assoziierten Polypeptide 2 (LAP2) bilden eine grdBere Proteinfamilie (friher als
Thymeopoietine bezeichnet) und gliedern sich durch alternatives SpleiBen des Gens 7MPO
(12g22) in eine ganze Reihe von Isoformen auf. Bei der Maus wurden bis zu sieben Isoformen
(a, B, B, 8, & vy, O (Berger et al.,, 1996) identifiziert und obwohl beim Menschen erst drei
Isoformen (a, B, y) naher charakterisiert wurden (Harris et al., 1994, 1995), ist es wohl nicht
auszuschlieBen, dass auch hier noch weitere Isoformen existieren. Die LAP2 Proteine sind in
allen Vertebraten zu finden. Der strukturelle Aufbau der LAP2 Proteine ist in allen Spezies und
fast allen Isoformen dhnlich. Das Protein gliedert sich in eine hoch konservierte 40 Aminosaure
umfassende aminoterminale Domane, die im Nukleoplasma lokalisiert ist und eine carboxy-
terminale Domdne. Am Ende der carboxyterminalen Domane befindet sich, mit Ausnahmen der
a- und C-Isoform der Sduger, eine Transmembrandomane, die das Protein in der Kernhiille
verankert. Nur ein kleiner Rest ragt in den perinuklearen Raum, wahrend der GroBteil des
Proteins im Nukleoplasma zu finden ist. Hier interagiert das LAP2 Protein mit einer Reihe von
Kernproteinen. Die aminoterminalen Domadnen aller Isoformen sind innerhalb einer Spezies
identisch und weiterhin zwischen verschiedenen Spezies hoch konserviert. In ihr befinden sich
zwei globuldare Domanen die mit Chromatin interagieren kénnen. Eine dieser Domanen ist das
LEM-Motiv und die zweite die ,LEM-like"-Domane. Die ,LEM-like"-Domane zeigt strukturell eine
gewisse Homologie zur LEM-Doméane und unterscheidet sich nur in der Abfolge weniger
Aminosauren, kann aber im Unterschied dazu direkt mit Chromatin assoziieren (Furukawa et al.,
1998; Cai et al., 2001). Die Assoziation der LEM-Domane mit Chromatin erfolgt dagegen Uber
BAF. Auch die carboxyterminale Domédne weist eine hoch konservierte Region auf, die in allen

Isoformen, auBer a und {, zu finden ist. Neben der Transmembrandomane befindet sich hier



eine Lamin-Bindungsdomane, mit der nicht nur eine Interaktion zur Lamina hergestellt wird,
sondern auch der Einbau des Proteins zur inneren Kernmembran gewahrleistet ist (Furukawa et
al., 1995; Lang und Krohne 2002). Das LAP2B gehdrt mit zu den am besten untersuchten
Isoformen. Die Interaktion mit der Lamina, die sowohl Uber die Bindung mit Typ A und B-
Laminen erfolgt, hat Einfluss auf das Kernwachstum am Ende der Mitose (Yang et al., 1997).
Aufgrund einer zusatzlichen Chromatin-Bindungsdomane in der [B-spezifischen Region
(Furukawa et al., 1995) und der Fahigkeit allein oder mit seinem Bindungspartner GCL (Germ
cell-less) die Transkription reprimieren zu kénnen (Nili et al., 2001), scheint das LAP2 nicht nur
ein Verbindungsglied zwischen Chromatin und Kernmembran zu sein, sondern auch
regulatorische Funktionen bei der Chromatinorganisation zu besitzen. Eine weitere gut
charakterisierte Isoform ist das LAP2a, welches bis jetzt nur in Saugern identifiziert wurde und
beim Kern-Assembly, speziellen Ablaufen im Zellzyklus, sowie der Apoptose eine Rolle zu spielen
scheint (Vicek et al., 2002). Auch ist es an Differenzierungsprozessen, durch Bindung an das
Retinoblastoma-Protein pRb, beteiligt (Dorner et al., 2006; Markiewicz et al., 2002a). Beide
Isoformen interagieren mit E2F-Transkriptionsfaktoren und kénnen dadurch die Transkription
spezifischer Gene reprimieren (Parise et al., 2006; Somech et al., 2005b).

Mutationen im LAP2-kodierenden 7MPO-Gen koénnen beim Menschen zu verschiedenen
Krankheiten, wie der dilatierten Kardiomyopathie fiihren (Taylor et al., 2005), welche auch
durch Mutationen im LMNA-Gen verursacht werden kénnen (Decostre et al., 2005).

2.3.1.2 Emerin

Das 34 kDa groBe Emerin gehért neben der Gruppe der Lamina-assoziierten Polypeptide 1 und
2 (Furukawa et al., 1995; Martin et al., 1995, Dabauvalle et al.; 1999) und dem Lamin B-
Rezeptor (Soullam und Worman, 1993) zu den Typ II integralen Kernmembranproteinen.
Emerin (254 AS) ist ein Produkt des EMD-Gens, welches auf dem langen Arm des X-
Chromosoms nahe dem Telomer Xg28 lokalisiert ist und mit einer GréBe von 2100 bp aus 6
Exons besteht (Emery, 2000). In den verschiedenen Geweben zeigt Emerin eine ubiquitdre
Verteilung. Orthologe Emerin-Gene konnten beim Nematoden C. elegans (Ce-Emerin; Lee et al.,
2000) und beim afrikanischen Krallenfrosch X. /aevis (Xemerin) nachgewiesen werden, wobei
Xemerin in den zwei Isoformen Xemerin 1 und 2 auftritt (GareiB et al., 2005).

Emerin gehdrt neben LAP2 und MAN1 zur Familie der LEM-Domdanenproteine (Laguri et al.,
2001) und bindet Uber die 45 Aminosauren umfassende LEM-Domane das Chromatin-assoziierte
Protein BAF.

Unterschiedliche Untersuchungen haben gezeigt, dass Emerin eine direkte Bindung mit
Laminen, wie Lamin B1 und Lamin A/C, eingeht (Fairley et al., 1999; Wilson et al., 2001). Die

Bindung an Typ A-Lamine kdnnte dabei Einfluss auf die Verankerung von Emerin im Kern



nehmen (Sullivan et al., 1999). In mutierten Zellen, in welchen Typ A-Lamin depletiert ist,
lokalisiert Emerin im Endoplasmatischen Retikulum (ER) (Sullivan et al., 1999; Muchir et al.,
2003).

Auch eine Interaktion mit dem Nesprinla, einer Splicevariante des Nesprinl, konnte
nachgewiesen werden (Mislow et al., 2002a). Ebenso wie Lamin A scheint auch Nesprin2 fir die
korrekte Lokalisation von Emerin in der Kernhiille verantwortlich zu sein, da es in Nesprin2
defizienten Zellen zu einer Fehllokalisation von Emerin ins ER kommt, was aber keinen Einfluss
auf die Lokalisation von Lamin A hat (Libotte et al., 2005).

Emerin kann auch mit Aktin interagieren, ein weiteres wichtiges Molekil beziliglich der
Kernhtillarchitektur, welches ebenso im Kern vorkommt (Pederson und Aebi, 2002). Emerin
kann /n vivo globuldres (G-) Aktin (Fairley et al., 1999; Lattanzi et al., 2003) und /n vitro auch
filamentéses (F-) Aktin binden und dieses durch Bindung an die Spitzen der Filamente
stabilisieren und somit als Anker flir das Aktin-Spektrin-Netzwerk der INM dienen (Holaska et
al., 2004). Dieses Emerin-Aktin-Spektrin-Netzwerk ist in der Lage das Lamina-Netzwerk zu
stabilisieren (Lattanzi et al., 2003).

LEM-Domane NLS ™
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Abb. 2.5: Schematische Ubersicht des Emerin-Proteins mit den Bindungsbereichen einiger potentiellen Bindungs-
partner. Die verwendeten Abkiirzungen bedeuten: TM = Transmembrandomane; LEM = homologe Domane, entdeckt
in den Proteinen LAP2, Emerin und MAN1; NLS = Kernlokalisationssignal, ,huclear localisation signal*; GCL = ,germ
cell-less”; BAF = ,Barrier-to-Autointegration Factor"; Btf = BCL-2 verwandter Transkriptionsfaktor) (nach Schlosser
et al., 2006).

Weitere Bindungspartner des Emerins sind unter anderem Transkriptionsrepressoren wie Germ
cell-less (GCL) (Haraguchi et al., 2001; Holaska et al., 2003) und Btf (BCL-2 verwandter
Transkriptionsfaktor; Haraguchi et al., 2004), die mRNA SpleiBfaktoren YT521-B (Wilkinson et
al., 2003) und BAF (Lee et al., 2001). Dies deutet darauf hin, dass Emerin in der Gen-



regulierung mit involviert sein kénnte. Emerin spielt auch eine Rolle bei der Signaltransduktion,
was die Bindung an MAN1 belegt (Liu et al., 2003).

Neueste Studien belegen, dass Emerin (ber die Bindung an B-Tubulin fir die korrekte
Positionierung des Zentrosoms an der ONM (iber Mikrotubuli, unabhangig von der Nesprin2-
Expression, beteiligt ist (Salpingidou et al., 2007).

Es gibt Hinweise darauf, dass Emerin in Zellzyklus- und Mitose- und Differenzierungsvorgangen
eine Bedeutung hat (Haraguchi et al.,, 2001). Emerin weiBt zahlreiche spezifische Phos-
phorylierungsstellen auf, welche teilweise mit den Bindungsstellen seiner Interaktionspartner
Ubereinstimmen und somit die Bindungsaffinitat gesteuert werden kénnte. (Schlosser et al.,
2006). Diese verschiedenen Phosporylierungszustande beeinflussen auch die Dissoziation zu
BAF und somit zu Chromatin (Hirano et al., 2005).

Seine medizinische Relevanz erlangte das Protein durch die Entdeckung der Emerin Dreifuss-
Muskeldystrophie, die durch Mutationen im Emerin-Gen ausgelést werden kann (Kapitel
2.4.1.1).

2.3.1.3 MAN1

MAN1 wurde urspriinglich durch die Charakterisierung von Antikérpern eines Patienten, der an
einer Autoimmunerkrankung leidet, entdeckt (Lin et al., 2000). MAN1 (82 kDa) wird beim
Menschen durch das LEMD3-Gen kodiert und weist zwei C-terminale Transmembrandomanen
auf, mit denen es in der INM verankert ist. In der Nahe des N-Terminus befindet sich die LEM-
Domadne, die ins Nukleoplasma ragt und Uber die es wie die LAPs2 mit BAF und damit
assoziierten Proteinen interagieren kann. Daneben besitzt MAN1 am nukleoplasmatischen C-
Terminus ein RNA-Erkennungs-Motiv (RRM, RNA recognition motif; Birney et al., 1993). Das
menschliche Genom kodiert neben MAN1 noch ein strukturell dhnliches Protein, welches LEM2
genannt wird, dem jedoch das RRM-Motiv fehlt (Brachner et al., 2005).

MAN1 besitzt zahlreiche Bindungspartner wie GCL, Btf, und BAF, wodurch ihm zahlreiche
Aufgaben in der Genregulation zukommen.

Fir MAN1 wurde auch eine direkte Interaktion mit Smad2 und 3 (Lin et al., 2005) und den
SMAD-Proteinen 1, 2, 3 und 5 (Pan et al., 2005) nachgewiesen, die bei der Ubermittlung von
Signalen nach der Bindung von Wachstumsfaktoren der TGF-B-Familie beteiligt sind. MAN1
wirkt hemmend auf diese Signaltransduktionskette und kann somit maBgeblich die Expression
SMAD-abhdangig exprimierter Gene beeinflussen (Osada et al, 2003; ten Dijke und Hill, 2004).
MAN1 bindet auch an Emerin, Lamine A und B1, was flir eine Kernhiill-stabilisierende Funktion
spricht und auBerdem den Kontakt zur Lamina und Chromatin vermittelt. Diese Gemein-
samkeiten von MAN1 und Emerin lassen auf dhnliche, teilweise Uberlappende Funktionen beider

Proteine schlieBen (Mansharamani und Wilson, 2005).



Mutationen Im LEMD3-Gen sind fur sklerodisierende Knochendysplasien verantwortlich, die
durch Veranderungen der Knochendichte und der Haut charakterisiert sind (Hellemans et al.,
2004).

2.3.2 Die SUN-Proteine

Sie SUN-Proteine sind weitere integrale Membranproteine der INM mit vier Transmembran-
segmenten. Die SUN-Proteine besitzen am Carboxyterminus einen ~200 Aminosdure langen
konservierten Bereich, der eine starke Homologie zu dem Caenorhabditis elegans UNC-84
Protein und zum Spindelkérper-Protein Sadlp der Hefe Schizosaccharomyces pombe aufweist
(Worman und Gundersen, 2006). Dieser Bereich wird als SUN-(Sad1l/UNC-84-Homologie)-
Domane bezeichnet und lokalisiert in dem perinukledren Spalt zwischen der inneren und der
dauBeren Kernmembran (Roux und Burke, 2006; Tzur et al., 2006).

Bei Saugern konnten bislang flinf verschiedene Gene identifiziert werden, die fiir SUN-Proteine
kodieren (Crisp et al., 2006; Hodzic et al., 2004). Die Saugerproteine SUN1 und -2 weisen eine
ahnliche Topologie wie UNC-84 auf. Das Protein SUN1 kann (iber dessen nukleoplasmatische
Domane mit dem farnesylierten Prelamin A interagieren. Neuere Studien zeigen, dass SUN1 bei
dem Lamina-Assembly eine Rolle spielen kdnnte (Crisp et al., 2006). In Lamin A/C , Knockout"-
Fibroblasten ist die Lokalisation von SUN1 nicht verandert, was dafiir spricht, dass SUN1, im
Gegensatz zu SUN2, kein Lamin A/C fir die korrekte Lokalisierung benétigt. Die Rolle des Lamin
Bs ist dabei allerdings noch ungeklart (Libotte et al., 2005; Padmakumar, 2005).

SUN1 hat weiterhin eine Funktion bei der Verankerung von Nesprin2 in der Kernhille von
Saugern. Dadurch werden zytoplasmatische Nesprine Gber SUN1 und assoziierten Proteinen als
,Bricke"™ mit der Kern-Lamina verknilpft (Padmakumar et al., 2005, Starr und Han, 2003). Auch
eine Depletierung von SUN2 hat zur Folge, dass Nesprine nicht mehr korrekt in der Kernhiille
lokalisiert sind (Crisp et al., 2006; Zhen et al., 2002). Die SUN-Proteine scheinen somit bei der
Verknipfung von nukleoplasmatischen Stiitzstrukturen mit dem Zytoskelett essenziell zu sein
(Worman und Gundersen, 2006).

Mutationen im SUN-Protein UNC-84 flihrt bei Celegans-Embryonen zu einer unkoordinierten
Bewegung (,Uncoordinated Movement’) und dadurch zum Zelltod. Weiterhin haben SUN-

Proteine auBerdem eine wichtige Funktion bei der Zellkernpositionierung (Malone et al., 1999).

2.3.3 Die Nesprine

Die Proteinfamilie der Nesprine (Nuclear envelope spectrin repeat containing proteins) in
Sdugetieren gliedert sich auf in Nesprinl und 2, auch bezeichnet als Mynel und 2 bzw. Synel
und 2, und Nesprin3. Die Nesprine reprasentieren eine neue Klasse multifunktioneller Proteine
(Starr und Han, 2002; Warren et al., 2005), die durch ihre C-terminale hoch konservierte Typ 2-



Transmembrandomane (,Klarsicht, ANC-1 und Syne-Homologie™ = KASH) in der Kernmembran
verankert werden (Padmakumar et al., 2005; Starr und Fischer, 2005; Tzuret al., 2006).

Das humane Gen fir Nesprinl ist auf dem Chromosom 6q25 lokalisiert, das fiir Nesprin2 auf
Chromosom 14q22.1-23.3. Ihre aus einem Gen bestehenden Orthologe werden als Interaptin in
Dictyostelium discoideum, ANC-1 in Caenorhabditis elegans und MSP-300 in Drosophila
melanogaster bezeichnet.

Die Nesprin-Gene generieren durch alternatives SpleiBen verschiedene Isoformen, die in Lange
und Domanenarchitektur stark variieren (Warren et al., 2005). Bislang sind fiir Nesprinl acht
verschiedene Isoformen (Nesprin-lal, Nesprin-1a2, Nesprin-131, Nesprin-132, Nesprin-1¥,
CPG2, Enaptin-165 und Enaptin) und flir das Nesprin2 Protein ebenfalls acht Isoformen
(Nesprin-2al, Nesprin-2a2, Nesprin-21, Nesprin-232 Nesprin-2x und NUANCE) bekannt. Die
Isoformen  Nesprin-2a2ATM  und  Nesprin-2ATM1  bestehen nur aus der aus
Spektrinwiederholungen bestehenden Stabdomdne (Zhen et al., 2002). Die verschiedenen
Isoformen variieren in ihrer Gewebsspezifitat und subzelluldren Lokalisierung. Die groBte
Isoform des Nesprinl ist das 1014 kDa groBe Enaptin oder Nesprinl Giant, die des Nesprin2 das
796 kDa groBe NUANCE oder Nesprin2 Giant (Padmakumar et al., 2004; Zhen et al., 2002).
Diese zwei Isoformen besitzen eine N-terminale Aktin-Bindungsdomane (ABD), eine groBe
Stabdomadne bestehend aus Spektrinwiederholungen und die C-terminale KASH-Domane,
welche die Verankerung des Zellkerns zum Aktin-Zytoskelett vermitteln. Die ABD-Domanen der
Nesprine unterscheiden sich von den herkdmmlichen ABDs anderer aktinbindenden Proteine des
a-Aktinin-Typs dadurch, dass die beiden CH-Domanen durch eine 30 Aminosauren lange Serin-
reiche Linkerregion voneinander getrennt sind, so dass sie eine eigene Familie innerhalb der a-
Aktinin Superfamilie bilden.

Im Vergleich dazu besitzt das viel kirzere Nesprin3 keine ABD-Domdne und verbindet die
Kernmembran mit dem Intermediarfilamentsystem (ber eine direkte Interaktion des N-
Terminus mit Plektin. Von Nesprin3 sind bisher 2 Isoformen bekannt (Nesprin-3a und Nesprin-
3B; Wilhelmsen et al., 2005).

Die kleineren Isoformen der Nesprine befinden sich in der INM und binden unter anderem
Emerin und Lamin A, die gréBeren sind in der ONM lokalisiert und binden, bis auf Nesprinl
Giant und Nesprin2 Giant, Aktin ber die Calponin-homologe Domane (CH).

Wie schon erwahnt, wird Nesprin2 ber SUN1 als ,Briicke" in der Kern-Lamina und damit in der
Kernhille von Sdugern verankert (Padmakumar et al., 2005, Starr und Han, 2003).

Wahrend die SUN-Domane somit fiir die Interaktion mit den Nesprinen sorgt, ragt der
aminoterminale Teil von SUN1 in den Kern und interagiert dort mit Laminen. Diese Bindungs-
eigenschaften liegen der Theorie des LInker of Nucleoskeleton and Cytoskeleton - Komplexes

(LING; Crisp et al., 2006) zugrunde. Komponenten des Zytoskeletts stehen Uber die Verbindung



von Nesprinen und SUN-Proteinen im perinuklearen Raum mit der Kern-Lamina in Kontakt.
Dadurch ist eine stabile Positionierung des Kerns in der Zelle méglich und die Stabilitat des
Kerns wird unterstitzt.

Fir eine korrekte Lokalisierung der Nesprine wird ein intaktes Lamin A/C Netzwerk benétigt
(Libotte et al., 2005; Zhang et al., 2005). Ebenso sind die Nesprinela und 23 essentiell fiir die
Verankerung von Emerin in der INM. Es wurde gezeigt, dass Emerinmutationen, die Ausldser
der X-chromosomal-vermittelten Emery Dreifuss-Muskeldystrophie sind, die Interaktion zu den
beiden Nesprinen unterbinden (Wheeler et al., 2007). In einer neuen Studie konnte allerdings
gezeigt werden, dass eine Depletion der ABD-Domdne bei NUANCE keinen Einfluss auf die
korrekte Emerinverteilung hat, auch die Kernhillenstruktur bleibt intakt (Like et al., 2008).
Verschiedene Nesprin-Isoformen beeinflussen durch ihre Lokalisation die Organisation und
Funktion von Fokaladhasionen, Sarkoplasmatischem Retikulum, Golgi Apparat und
Mitochondrienpositionierung (Star et al., 2002; Pare et al., 2005; Beck 2005).

Die exakten Funktionen der Nesprine sind weiterhin unbekannt.

Intermediate
fitament

Abb. 2.6: Schematische Darstellung des Modells fiir den Linker of
Nucleoskeleton and Cytoskeleton (LINC) -Komplex. Lamin A/C
interagiert mit einem SUN1-Domanen-Protein-Dimer der inneren
Kernmembran (INM), welches wiederum im perinuklearen Raum (PNS)
an die KASH-Domanen der Nesprine der duBeren Kernmembran (ONM)
bindet. Uber die Aktinbindungsdoméne (ABD) der Nesprinel und 2
wird eine Verbindung zum Aktinfilamentnetzwerk des Zytoskeletts
hergestellt. Nesprin3 interagiert mit den Intermediarfilamenten Uber
Plektrin (Abbildung aus Stewart et al., 2007).
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2.3.4 BAF

Der ,Barrier-to-Autointegration-Factor" (BAF) wurde 1998 urspriinglich als zelluldare Komponente
entdeckt, welche die Autointegration von retroviraler cDNA ins Wirtsgenom /n vitro verhindern
kann. Es ist ein hoch konserviertes Protein im Reich der Metazoa, zeigt aber keine Homologien
zu anderen Proteinen und spielt eine Rolle in der Chromatin-Organisation, dem Kern-
zusammenbau und in der Regulation der Genexpression (Lee et al., 2001, Segura-Totten und
Wilson, 2004).

BAF liegt in Losung als Dimer vor und bindet unspezifisch Uber ein ,helix-hairpin-helix" Motiv
(HhH-Motiv) an doppelstrangige DNA (Zheng et al., 2000). Die unspezifische Interaktion an die
DNA erfolgt Uber eine Reaktion der Amid-Gruppen der Polypeptidkette mit den
Phosphatgruppen der DNA (Umland et al.,, 2000). BAF bindet die LEM-Domanenproteine

LAP2a/B, Emerin und MAN1 Uber den zentralen Bereich, wogen es mit den Chromatin-Proteinen



Histon H3 und dem Linkerhiston H1.1 (iber zwei spezielle Domanen interagiert (Lee und Craigie,
1998; Mansharamani und Wilson, 2005).

Uber die zelluldren Funktionen ist noch relativ wenig bekannt. Wihrend der Neubildung der
Kernmembran muss BAF an Emerin assoziiert sein, damit Emerin an die Chromosomen binden
kann (Lee et al., 2001). In mitotischen HelLa Zellen konnte eine Kolokalisation des BAF mit
Emerin in bestimmten Regionen der Chromosomen nachgewiesen werden (Haraguchi et al.,
2001; Segura-Totten et al., 2002). Die Expression einer Mutante des BAF in Kulturzellen
verhindert die Assoziation von Emerin und Lamin A mit der sich neu bildenden Kernhiille
(Haraguchi et al., 2001). Uber das SRV-Motiv ist BAF in der Lage MAN1 trotz dessen depletierter
LEM-Domane zu binden, (Mansharamani und Wilson, 2005). Die gleichzeitige Bindung von LAP2
und DNA /n vitro (Shumaker et al., 2001) zeigt, dass BAF eine wichtige Rolle in der Regulation
nukledrer Funktionen und Organisation spielt. Durch die Bindung an die LEM-Domane von
Proteinen der INM vernetzt das BAF das Chromatin mit der Kernmembran und der Kern-Lamina
(Segura-Totten et al., 2002). Diese Interaktionen sind flir mitotische Prozesse, sowie flir die
Chromatin-Dekondensation wahrend der Kernhillenneubildung sehr wichtig. Die Herunter-
regulierung des BAF in C. elegans durch RNA interference, resultiert in gravierenden Defekten
in der Mitose und in einem embryonalen letalen Phanotyp (Zheng et al., 2000). Durch die
Interaktion des BAF mit Transkriptionsfaktoren wie dem Crx (Cone-Rod Homeobox) und
weiteren Transkriptionsfaktoren der Homd&obox-Protein Familie und deren Unterdriickung
scheint BAF ebenfalls eine wichtige Rolle in der der von gewebespezifischer Genexpression zu
spielen (Wang et al., 2003)

2.4 Krankheiten ausgelost durch Mutationen in Proteinen der Kernhiille

Mutationen in Genen, welche flir Lamine oder Lamina-assoziierte Proteine kodieren, flihren zu
zahlreichen unterschiedlichen Erbkrankheiten, den so genannten ,Laminopathien® oder
»~Envelopathien®. Die phanotypischen Auswirkungen der verschiedenen Mutationen treten
jedoch gewebespezifisch auf, auch wenn dasselbe Gen betroffen ist. So betreffen die klinischen
Symptome ausschlieBlich Herz- und Skelettmuskeln, Fettgewebe, Knochenstrukturen, Haut- und
Nervengewebe sowie Kombinationen dieser Gewebe.

Neben den primdaren Laminopathien (ndahere Beschreibung: siehe 2.4.1), die direkt durch
Mutationen im LMNA-Gen verursacht werden, konnten noch sekunddre Laminopathien entdeckt
werden, die durch Mutationen in Lamina-assoziierten Proteinen ausgelost werden. Zu den
sekundaren Laminopathien gehéren Mutationen im EMD-Gen, das fiir das integrale
Membranprotein Emerin kodiert. Diese Mutation verursacht die X-gebundene Form der Emery-
Dreifuss Muskeldystrophie (EDMD1; OMIM 310300; Bione et al., 1994). Eine Nonsense-Mutation
im S7E24-Gen, das fir die Zink-Metalloprotease ZMPSTE24 (FACE-1) kodiert, flhrt zu



demselben Phanotyp wie das Hutchinson-Gilford Progerie-Syndrom (Denecke et al., 2006). Zu
erklaren ist dies dadurch, dass ZMPSTE24 fir die posttranslationale Prozessierung des Lamin A-
Vorlauferpeptids benétigt wird (Navarro et al., 2004; siehe auch 2.4.1.2). Eine Mutation im
TMPO-Gen, das fir das Lamina-assoziierte Polypeptid 2 kodiert, flhrt zu einer anderen
Envelopathie, der dilatierten Kardiomyopathie (Taylor et al., 2005). Homozygote Mutationen im
Gen das fir den Lamin B Rezeptor kodiert, kdnnen zu der Greenberg Skelettdysplasie (rezessiv
vererbt; OMIM 215140) fiihren (Waterham et al., 2003), wohingegen heterozygote Patienten
Symptome einer Pelger-Huét-Anomalie (autosomal dominant vererbt; OMIM 169400) aufweisen
(Hoffmann et al., 2002). Beide Erbkrankheiten sind durch Cholesteroldefizite wahrend der
frihen Embryogenese gekennzeichnet, die sich in einer geistigen Retardation, cranofacialen
Anomalien sowie schweren Defekten in der Knochenbildung manifestieren. Auch flihren
krankheitsverursachende Mutationen im Kernhillenprotein MAN1 zu Erkrankungen, die zu
Stérungen in der Knochenstruktur filhren. Zu diesen Envelopathien gehdren das Buschke-
Ollendorff-Syndrom (OMIM 166700) und die Osteopoikilose (OMIM 166700; Hellemans et al.,
2004).

Neueste Studien belegen, dass Mutationen in den Typ B-Laminen zu einer Leukodystrophie,
(Mutation im LMNB1-Gen;, OMIM 169500) oder aber zu dem Barraquer-Simons-Syndrom
(Mutation im LMNB2-Gen; OMIM 608709) flihren kénnen. Die Leukodystrophie ist durch
langsam fortschreitenden Myelinschwund im ZNS gekennzeichnet. Der Phanotyp ist ahnlich wie
bei Sklerosen, die Krankheit beginnt erst im Erwachsenenalter (Padiath et al., 2006). Patienten,
die an dem Barraquer-Simons-Syndrom erkranken, leiden an Fettverlust an Gesicht, Nacken,
Thorax, Armen und Oberbauch und massiven Fettansammlungen an Hiften und Beinen,

beginnend im Jugendalter (Hegele et al., 2006).

Erkrankung | Vererbung Phanotyp Protein Referenz
. Langsames Fortschreiten von Kontrakturen f
MEun;:ngsrt?' guf‘sie AR und Muskelschwache, Skelettmuskelschwund Lamin A/C ;Rlaff;gé)%dl el
ystrop und Kardiomyopathie Y
Langsames Fortschreiten von Kontrakturen
AD und Muskelschwache, Skelettmuskelschwund Lamin A/C Bonne et al., 1999
und Kardiomyopathie
Langsames Fortschreiten von Kontrakturen Bione et al., 1994
X-gebunden und Muskelschwache, Skelettmuskelschwund Emerin Nagano et al., 1996
und Kardiomyopathie Manilal et al., 1998
. . Langsame progressive Schwachung der
MuGsIII(Z?srgtl::erI\ie AD Knochengtirtelmuskulatur, spater Lamin A/C Muchir et al., 2000
ystrop Entwicklung Kitaguchi et al., 2001
1B .
von Kontrakturen und Herzstérungen
Vorzeitiges Altern, Kleinwuchs, Haarausfall,
Schadel- und Gesichts-Disproportionen, Eriksson et al.. 2003
Hutchinson-Gilford de novo verzogerte Zahnbildung, gealtert-aussehende . L .
. . Lamin A/C De Sandre-Giovannoli
Progerie-Syndrom Mutation Haut, Osteoporose und Gelenkprobleme. et al.. 2003
Friher Tod durch Artheriosklerose und Y
HerzgefaBerkrankung




Atypisches Sklerodema-ahnliche Haut, Grauer Star,
Wernper’sches AR subkutane Kalzifizierung, frihreife Lamin A/C Chen et al., 2003
Arteriosklerose, Diabetes mellitus, friihzeitig Vigouroux et al., 2001
Syndrom - .
gealterte Gesichtsziige
Kardl?gsflirtgthie Lamin A/C Fatkin et al., 1999
iraiomyop AD Dilatierte Kardiomyopathie Verga et al., 2003
ii: NEFASIEn 5 LAP2 | Taylor et al., 2005
stérung 1A Y v
Charcot-Marie- AR Motorische und se_nsorlsche Neuropathie, Lamin A/C | Tazir et al., 2003
Tooth Diabetes
Postnatale Wachstumsretardation, Schadel-
Mandibuloacrale und Gesichts-Anomalien, . .
Dysplasie AD Skelettverformungen, Lamin A/C Novelli et al., 2002
gesprenkelte Hautpigmentierung
Dunnigan-Typ Verlust der subkutanen Fettschicht, Bildung
familidare partielle AD von Fettgewebewucherungen (Gesicht und Lamin A/C | Cao und Hegele, 2000
Lipodystrophie Hals), Insulinresistenz, Diabetes
Friiher neonataler letaler Verlauf. Intra-
Restriktive uterinale Wachstumsverzdgerung, feste und
Dermopathie AR steife Haut mit Erosionen, Mineralisierungs- Lamin A/C Navarro et al., 2004
P Defekte des Schadelknochens, Lungen-
Hypoplasie
Friher neonataler letaler Verlauf. Intra-
uterinale Wachstumsverzdgerung, feste und ZMPSTE24
AD steife Haut mit Erosionen, Mineralisierungs- (FACE-1) Shultz et al., 2003
Defekte des Schadelknochens, Lungen-
Hypoplasie
langsam fortschreitender Myelinschwund im e
Leukodystrophie AD ZNS, Phanotyp ahnlich wie Sklerosen, (LMNBI) Padiath et al., 2006
Krankheit beginned in Erwachsenealter
Fettverlust an Gesicht, Nacken, Thorax,
Barraquer- AD Armen und Oberbauch und massive Lamin B Hegele et al.. 2006
Simmons-Syndrom Fettansammlungen an Hiften und Beinen mit (LMNB2) 9 Y
Beginn im Kindes- oder Jugendalter
Pelger-Huét Uberlobulierte Neutrophilen-Kerne, raues
Ar?omalie AD Chromatin, unterschiedliche Grade der Lamin B Hoffmann et al.. 2002
Entwicklungsverzégerung, Epilepsie und Rezeptor Y
Skelett-Abnormalitaten
Letaler Verlauf, Hydrops fetalis
Greenberg S!(elett- AR (Flgsygkeltsansammlungen im Fotus), Kurze Lamin B Waterham et al., 2003
Dysplasie GliedmaBen, abnormale Knorpel-/Knochen- Rezeptor
Kalzifizierung
Buschke-Ollendorff AD Dermatofibrése Hautverdnderungen mit MAN1 Debeer et al., 2003
Syndrom sklerotische Bereiche in den Knochenenden Hellemans et al., 2004

Tab. 2.2: Auflistung aller bisher identifizierten Envelopathien und Laminopathien. Laminopathien zeichnen sich
durch Mutationen im Gen fir Typ A und Typ B-Lamine und in Genen, die fiir Proteine der inneren Kernhiille
kodieren, aus. Eine Ausnahme bildet die Zink-Metalloprotease ZMPSTE24 (auch FACE-1 genannt), die an der Reifung
der Typ A-Lamine beteiligt ist. Die phanotypischen Auswirkungen der verschiedenen Mutationen treten jedoch
gewebespezifisch auf, auch wenn dasselbe Gen betroffen ist. So betreffen die klinischen Symptome ausschlieBlich
Herz- und Skelettmuskeln, Fettgewebe, Knochenstrukturen, Haut- und Nervengewebe oder eine Kombination dieser
Gewebe. AR = autosomal rezessive bzw. AD = autosomal dominante Erbfolge.

2.4.1 Die primaren Laminopathien

Mutationen im Typ A-Lamin kodierenden LMNA-Gen verursachen ein groBes Spektrum von
seltenen aber schweren menschlichen Erbkrankheiten und es konnten etwa 10 verschiedene
klinische Syndrome den LMNA-Mutationen zugeordnet werden (siehe auch Tab. 2.2).

Mutationen im LMNA-Gen kdnnen in vier verschiedene Gruppen von Erkrankungen mit gegen-



seitigen Uberschneidungen eingeteilt werden: Erkrankungen der quergestreiften Muskulatur (1),
Erkrankungen des Fettgewebes (2), Erkrankungen des peripheren Nervensystems (3) und
Erkrankungen, einhergehend mit vorzeitiger Alterung (4). Zu (1) gehéren die dominante Form
(EDMD2; OMIM 181350) und die autosomal rezessiv-vererbte Form der Emery-Dreifuss
Muskeldystrophie (EDMD3; OMIM 604929), die Gliedergirtel-Muskeldystrophie (LGMD-1B;
OMIM 159001) und die dilatierte Kardiomyopathie 1A (DCM1A; OMIM 115200). (2) beinhaltet
die familidgre Dunnigan-Typ Partial-Lipodystrophie 2 (FPLD2; OMIM 151660). Die Charcot-Marie-
Tooth Typ-2 Erkrankung (CMT2; OMIM 605588) gehort der Gruppe (3) an. Zu (4) sind das
Hutchinson-Gilford Progerie-Syndrom (HGPS; OMIM 176670), die angeborene restriktive
Dermatopathie (RD, OMIM 275210) und das atypische Werner'sche Syndrom (WRN; OMIM
27700) zuzuordnen. Die Mandibuloacrale Dysplasie (MAD; OMIM 248 370) ist nicht eindeutig
einer Gruppe zuzuschreiben (Agarwal und Garg, 2006; Ben Yaou et al., 2005; Gruenbaum et
al., 2005; Mattout et al., 2006; Somech et al., 2005a).
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LGMD1B (95)

Progerie- DCM-CD (290) f HGPS (26) RD (2)
varianten (20) quergestr. Musk. tgeweb
\ 4 A/ 4 4 A/ \/
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Abb. 2.7: Schematische Darstellung der verschiedenen Krankheitsauslosenden LMNA-Mutationen. Dominante
Erkrankungen sind oben, rezessive unten angeordnet. Die Zahlen in den Klammern geben die Anzahl der Patienten
wieder, die den speziellen Phanotypen zuzuordnen sind. NLS: Kernlokalisations-Signal, ,nuclear localisation signal®;
AR = autosomal rezessive; AD = autosomal dominante Erbfolge; EDMD = Emery-Dreifuss Muskeldystrophie; CMT2 =
Charcot-Marie-Tooth Typ-2; LGMD = Gliedergiirtel-Muskeldystrophie; DCM = dilatierte Kardiomyopathie; FPLD =
Dunnigan-Typ Partial-Lipodystrophie; RD = angeborene restriktive Dermatopathie; HGPS = Hutchinson-Gilford
Progerie-Syndrom; MAD = Mandibuloacrale Dysplasie (Abbildung nach Broers et al., 2006)

Die Bedeutung eines vodlligen Verlustes von Typ A-Laminen konnte man durch genetisch
veranderte Saugetiermodelle zeigen. Mit ,Knockout" (KO)-Mausen, in denen das LMNA-Gen
ausgeschaltet wurde, konnten die Auswirkungen des kompletten Verlusts der Typ A-Lamine,
untersucht werden (Sullivan et al., 1999). Homozygote KO-Mduse zeigen zur Geburt einen

normalen Phanotyp, nach 2-3 Wochen konnte eine signifikante Retardierung des GroBen-



wachstums um bis zu 50 % gegeniiber gesunden oder heterozygoten Mausen festgestellt
werden. Die Mduse zeigten Symptome von Muskeldystrophien und Herzerkrankungen, nicht
aber von Lypodystrophien (Nikolova et al., 2004; Mounkes et al., 2005). AuBerdem konnten
geschadigte Nervenzellen beobachtet werden, die zu einer Degeneration der Axone flihrten. Die
Uberlebensdauer der LMNA ' Mause betragt nur 8 Wochen (Sullivan et al., 1999). Eine Studie
zeigt jedoch, dass Prelamin A und Lamin A zumindest in der Maus entbehrlich zu sein scheinen,
da Mause, die nur Lamin C exprimieren, einen normalen Phanotyp besitzen (Fong et al., 2006).
Abb. 2.7 gibt eine Ubersicht {iber die verschiedenen Mutationen und die dadurch ausgeldsten
Erkrankungen. Wie in dieser Ubersicht gut zu erkennen ist, lassen sich Erkrankungen einer
bestimmten Gruppe von Mutationen keinem bestimmten Bereich des Molekiils zuordnen. Die
Krankheits-spezifischen Mutationen sind meist Uber das ganze Gen verteilt.

2.4.1.1 Die Emery-Dreifuss Muskeldystrophie

Diese Krankheit wurde zuerst von Emery und Dreifuss 1966 ausfihrlich als eine mild
verlaufende Form einer Muskeldystrophie beschrieben (Emery und Dreifuss, 1966). Die X-
chromosomal vermittelte Form der Emery-Dreifuss Muskeldystrophie (X-EDMD, OMIM 310300)
basiert auf Mutationen im Kernmembranprotein Emerin, ein 34 kDa schweres Produkt des EMD-
Gens (Bione et al., 1994). Von diesen Mutationen wurden bis heute etwa hundert verschiedene
Varianten beschrieben. Diese Mutationen in Bereichen des X-Chromosoms / Xq 28-Gens, flihren
haufig zu einem vorzeitigem Translationsstopp und damit zu einem verkiirztem Protein, oft
ohne Transmembrandomadne. Ein pathologischer Effekt tritt allerdings nur in Herz- und
Skelettmuskeln auf (Yates et al., 1999). Spater wurde die autosomal dominante Form dieser
Krankheit (EDMD2 und EDMD3, OMIM 181350) auf eine missense-Mutation des LMNA-Gens auf
dem Chromosom 1g21, welches Lamin A/C kodiert, zurlickgefiihrt. Verteilt liber das ganze
LMNA-Gen (auBer Exon 12) findet man mehr als 180, meist missense-Mutationen, die diese
Formen der EDMD auslésen. Zu den EDMD-auslésenden Mutationen gehért auch die in dieser
Arbeit behandelte Mutation p.R545C (c.1633C>T) im LMNA-Gen. Diese Mutation wurde bisher
in nur einem mannlichen Patienten gefunden und flihrte zu einem sehr gravierenden Phanotyp
der Erkrankung mit friihzeitigem Verlust der Mobilitat, ausgepragter Skoliose, sowie einer
schwerwiegenden Herzinsuffiziens ab dem 18. Lebensjahr. Diese Mutation scheint nicht
vererbbar zu sein, da in keinem der anderen untersuchten Familienmitglieder, einschlieBlich der

Mutter, diese Mutation nachgewiesen werden konnte.
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Abb. 2.8: Klinischer Phanotyp von Emery-Dreifuss Muskeldystrophie-Patienten. (A) Betroffene Muskelsegmente:
distale bzw. proximale Extremitaten, postcervikale Muskeln. (B) 12-jdhriger bzw. 17-jahriger EDMD-Patient mit
verkiirzten Achilles- und Ellenbogensehnen, sowie proximal beginnendem Muskelschwund an Oberarmen und
Unterschenkeln (Abbildungen aus Broers et al., 2006; Emery, 2000).

Erste Symptome der Erkrankung treten in friher Kindheit auf, wobei die inter- oder
intrafamilidare Auspragung der Erkrankung sehr unterschiedlich sein kann. Die EDMD ist
charakterisiert durch folgende klinische Hauptmerkmale (Ubersicht: Emery, 1989):

Es sind frih auftretende Kontrakturen der Achillessehnen, Wirbelsdule, Ellenbogen und
postcervikalen Muskeln (mit zunehmender Nackensteife) zu beobachten, wie auch progressive
Muskelschwache bzw. -atrophie (in den oberen Extremitdten proximal, in den unteren distal
beginnend). Da die Krankheit nur relativ langsam fortschreitet, bleiben die meisten Patienten bis
Uber das 40. Lebensjahr hinaus gehfahig. Die gravierendsten Veranderungen zeigen sich jedoch
am Herzmuskel durch Kardiomyopathie und Herzreizleitungsstérungen von Sinusbradycardie bis
hin zur Blockade des Herzmuskels, in Kombination mit einer vergroBerten rechten Herzkammer.
Die Beeintrachtigung des Herzens tritt etwa ab dem 30. Lebensjahr ein und ist in 40 % der
Falle, ohne Implantation eines Herzschrittmachers, durch plétzlichen Herzstillstand todlich
(Emery, 2000; Yates, 1999; Voit et al., 1988).

Der Phanotyp der AD-EDMD ist ahnlich der der X-EDMD, wobei mehr Frauen betroffen sind und
die Auspragung der Reizleitungsstérungen weniger stark ist. Allgemein tritt diese autosomal-
dominante Art der Erkrankung weit weniger oft auf.

Die autosomal-dominante dilatierte Kardiomyopathie 1 (DCM-1A, OMIM 115200) beschrankt
sich dagegen die Symptome mit Herzerweiterung und reduzierter systolischer Funktion auf das
Herz, die Skelettmuskulatur wird nicht betroffen (Verga et al., 2003).

Die Erkrankung EDMD ist sehr interessant, da die meisten Formen von Muskeldystrophien mit
Mutationen in Genen einhergehen, die Strukturproteine kodieren, welche direkt mit dem
Sarkolemma assoziiert sind (Dystrophin, Sarcoglycane, Caveolin). Defekte dieser Proteine
verursachen eine Zerstdrung des Sarkolemma-Proteinkomplexes und dem damit verbundenen

Verlust von Muskelproteinen, was die Symptome der Krankheiten erklart. Bisher ist noch nicht
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vollstandig geklart, welche Rolle Kernmembranproteine, die nur wenig mit dem Aufbau des
Sarkolemmas zu tun haben, in der Entstehungsgeschichte der EDMD spielen.

2.4.1.2 Das Hutchinson-Gilford Progerie-Syndrom

Das Hutchinson-Gilford Progerie-Syndrom (OMIM 176670) wurde erstmalig in der medizinischen
Weltliteratur von Jonathan Hutchinson als ein Fall von fehlendem Haar und atrophischen
Brustwarzen beschrieben (Hutchinson, 1886). Es ist eine seltene und nur sporadisch
auftretende, genetisch bedingte Krankheit (heterozygot, autosomal-dominant bzw. autosomal-
rezessiv) die mit einem charakteristischen Erscheinungsbild von frihzeitiger Alterung
einhergeht. Die Auftretenswahrscheinlichkeit dieser Krankheit liegt bei ca. 1/8 Mill. und
momentan gibt es weltweit etwa 40-50 bekannte Falle (www.hgps.net). Es wird jedoch

vermutet, dass in vielen Landern Progerie-Falle falsch diagnostiziert werden.

Abb. 2.9: Klinischer Phanotyp von HGPS-Patienten. (A, B , C) Typischer Phanotyp geht einher mit Minderwuchs,
geringem Korpergewicht, verkleinertem Brustkorb, dystrophen Schliisselbeinen, Coxa valga (,Reiter-Haltung"),
diinnen Extremitaten, Gesichtszyanose, Gesichtsdisproportion, prominenten Schadelvenen und Augen, Alopezie (A, B,
C), Mikrognathie und einer abnormalen Verzahnung (C) sowie einer Verminderung des Unterhautfettgewebes (A). (C)
Die Patienten sind 6 und 15 Jahre alt (Abbildungen aus Pereira et al., 2008; Pollex und Hegele, 2004).

Die Pathogenese zeigt einen typischen Verlauf. Bei der Geburt sehen die Kinder normal aus,
aber innerhalb der ersten 3 Jahre zeigen sich die ersten Symptome des vorzeitigen Alterns.
Haufig entwickeln diese Kinder arterio-sklerotische Veranderungen und sterben durchschnittlich
im Alter von 13,5 Jahren an kardiovaskularen Erkrankungen (deBusk, 1972). Der linke Ventrikel
ist dabei stark vergroBert und die GefdBe meist vollig verkalkt. Zu den immer auftretenden
klinischen Merkmalen gehdren eine kleine Statur (Minderwuchs), ein der GréBe entsprechend zu
geringes Korpergewicht, fehlende sexuelle Reifung, HerzkranzgefaBerkrankungen, Ver-
minderung des Unterhautfettgewebes, verkleinerter Brustkorb, dystrophe Schliisselbeine, Coxa
valga (,Reiter-Haltung"), diinne Extremitdaten sowie ein schliirfender Gang. Auch im Gesicht

zeigen sich schwerwiegende Veranderungen wie Mikrognathie, Gesichtszyanose, Gesichts-
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disproportion, prominente Schadelvenen und Augen sowie abnormale Verzahnung. Haufig
vorhanden sind Sklerodermie und eine durchscheinende, trockene faltige Haut, ebenso
Haarveranderungen wie Alopezie, fehlende Augenbrauen und Wimpern, eine hohe Stimme und
dystrophe Nagel (Wollina et al., 1992). Die durchschnittliche GréBe eines Progerie-Kindes ist
dabei 110 cm bei einem Gewicht von 14,5 kg (Gordon et al., 2007). Andere Kennzeichen der
normalen Alterung wie Linsentriibung, Stérungen der kognitiven Fahigkeiten oder eine erhdhte
Anfalligkeit flir Tumorerkranken werden nicht beschrieben.

Zu den haufigsten Mutationen bei Progerie-Kindern gehoért die Punktmutation G608G (GGC-
GGT), bei der die Base Thymin die Base Cytosin im Exon 11 des LMNA-Gens auf dem
Chromosom 1g23 ersetzt. Weitere bekannte, aber nur in Einzelfallen vorkommende Mutationen
sind G608S (GGC-AGC) und E145K (GAG-AAG) (Eriksson et al., 2003; Pollex und Hegele, 2004).
Durch diese Mutationen werden neue Spleistellen im LMNA-Gen eingefiihrt und dadurch die
mRNA um 150 Nukleotide gekiirzt. Somit wird ein um 49 AS reduziertes Lamin A-Protein
synthetisiert, das so genannte Progerin, welches im Gegensatz zu dem Wildtyp-Lamin A noch
die OxxM-Box tragt, die normalerweise durch endoproteolytische Spaltung durch die
Metalloprotease ZMPSTE24 (FACE1) entfernt wird. Unter anderem wird die Zusammenlagerung
der Proteine zu Dimeren bzw. Multimeren gestort, was zu einer instabilen und formveranderten
Kernmembran fiihrt (Pollex und Hegele; 2004).

Die restriktive Dermomyopathie (RD) ist eine weitere Erkrankung, die man zu den Krankheiten
des vorzeitigen Alterns zahlen kann. Diese Krankheit beruht auf einer Mutation in der Protease
ZMPSTE24. Dies flihrt dazu, das Lamin A komplett fehlt; daflir aber farnesyliertes Prelamin A
stark angereichert ist (Navarro et al., 2004, 2005)

Zwischen 2004 und 2005 wurde eine neue schwere Form von HGPS und RD entdeckt, die
aufgrund dominanter Splicing-Mutationen im LMNA- kombiniert mit den bekannten Mutationen
im ZMPSTE24-Gen mit einem vdlligen Verlustes des Exon 11 im LMNA-Gen einhergeht (Navarro
et al., 2005).

Eine groBe Anzahl schwerwiegender Erkrankungen des vorzeitigen Alterns beruhen auf
veranderten Reparaturmechanismen der DNA. Dazu gehdren unter anderem das Werner-
Syndrom und das Rothmund-Thompson-Syndrom mit Mutationen in der RecQL2 DNA Helikase
oder aber auch die Trichothiodystrophie mit Mutationen in Genen, die Untereinheiten des
Transkriptionsfaktors TfIIH und TFB5 kodieren (Giglia-Mari et al., 2004). Diese Defekte
schlieBen auf eine wichtige Rolle der DNA-Reparatur im Prozess des Alterns.

Auch wurde bei HGPS nachgewiesen, dass eine Anreicherung von Progerin eine Unterdriickung
der Rekrutierung von Faktoren fiir die DNA-Reparatur zur Folge hat (Liu et al., 2005).

Andere wichtige Mechanismen dieser Krankheit finden durch verschiedene Prozesse statt: Der

mechanische Defekt des Zellkerns, ein veranderter Vorgang der Transkription, Veranderungen



der epigenetischen Kontrolle, zelluldare Seneszenz, Defekte im Zellzyklus und in der Mitose,
gestortes Stammzellenwachstum und eine abnormale Regulation der Genexpression und der
Differenzierung (Pollex und Hegele; 2004; Perreira, 2008).

Die bisherigen therapeutischen Ansatze zur Linderung der HGPS-Auswirkungen beruhen auf
einer Reduktion von Progerin-exprimierenden Zellen sowie der Modifikation der chemischen
Eigenschaften der inkorrekt farnesylierten und methylierten Lamin A-Proteine. Dazu gehort die
Behandlung von HGPS mit Farnesyltransferase-Inhibitoren (FTIs), was zur Folge hat, dass
Progerin nicht mehr mit der Kernmembran assoziiert und die Abnormalitdten der Kern-
hillenstruktur reduziert werden (Capell et al.,, 2005; Mallampalli et al., 2005). Dieser
Therapieansatz ist aber nicht unumstritten, da die Behandlung der Zellen mit FTIs auch zu
Zellzyklusarrest, durch Inhibition der Chemotrypsin-Aktivitét der Proteasomen, fiihren kann
(Efuet und Keyomarshi, 2006).

Auch die atypische Form des Werner Syndroms (OMIM 277700) duBert sich durch vorzeitige
Alterung, beginnend in der zweiten Dekade. Eine hohe Tumorinzidenz, Katarakte,
Arteriosklerose, Diabetes, Sklerodermie und friher Tod durch Myokardinfarkte (gewdhnlich
nach dem 40. Lebensjahr) kennzeichnen dieses Syndrom (Chen et al., 2003). Wahrend bei dem
klassischen Werner Syndrom ein Helikase-Exonuklease mutiert ist, kennt man fiir die atypische
Form drei Mutationen im LMNA-Gen, die wohl flir Stérungen der Interaktionen mit anderen

Proteinen verantwortlich zeichnen.

2.4.1.3 Die Mutation LMNA S143F und die damit verbundene Krankheit
Die Mutation LMNA S143F im Lamin A/C-Protein wurde bei einer

jungen Patientin entdeckt. Diese einzigartige Erkrankung weist
phanotypische Merkmale einer friihen Myopathie, sowie Merkmale
von Progerien auf (Kirschner et al., 2005).

Die Symptome in den ersten Monaten nach der Geburt waren
progressive Muskelhypertonien und ausgepragte Schwachungen
der Rumpf- und Wirbelmuskulatur, welche zu einer herab-

gesetzten Kontrolle der Kopfbewegungen fiihrten. Die Kreatin-

kinasewerte waren um das 4-5fache erhoht, was ein Indiz fir den

Grad des Muskelverfalls ist. Muskelbiopsien zeigten dennoch keine Abb. 2.10: 7-jihrige
S . . Patientin mit der Mutati
signifikanten Unterschiede im Aufbau der Muskelfasern, auch @ 'enL',.n,,,r\Z;_Sl%Flf ation

konnte keine aktive Degeneration der Muskeln festgestellt werden. (Kirschner et al.; 2005)

Durch genetische Untersuchungen konnte ein normaler Karyotyp sowie eine normale Verteilung
von Dystrophin diagnostiziert werden. Mit der Magnetresonanzbildgebung wurden Fett-
einlagerungen in den Halsmuskeln nachgewiesen. Im Alter von 5 Jahren konnten eine

Mittelgesichtshypoplasie und eine allgemeine Osteopenie und Osteolyse - typische Merkmale
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des Hutchinson-Gilford Progerie-Syndroms (siehe Kapitel 2.4.1.2) - festgestellt werden (Eriksson
et al., 2003). Sowohl die Symptome der Myopathien sowie der allgemeine Muskelschwund
verstarkten sich zunehmend und breiteten sich auch auf andere Kdérperregionen aus.

Dennoch wurden keinerlei Anzeichen des HGPS von kompletter Alopezie, Kontrakturen der
Achillessehnen oder Ellenbogen gefunden. Auch konnten zundchst keine kardiovaskularen oder
respiratorischen Defizite festgestellt werden. Im Alter von 8 Jahren manifestierten sich
allerdings sehr schnell starke arterio-sklerotische Veranderungen; die Patientin verstarb

innerhalb von 3 Monaten an kardiovaskularer Herzinsuffienz.

ca2sT
420 = + ...430 _ s o = Al{o

D N- terminale helikale coiled-coil Stabdomane

f i fl f ||'IJI|': _ |'”||I 'II: . / ll‘
:' I'. I,' I'. Ia || . [ *.!h:I | ll'.. " : /\[\ I| K\/Y} E C-terminale globulire Schwanzdoméne
.7 fp 9§ f\" J\ 4% '/\ 'y | V A

S573L | |G60BS

R133L| [E145K wsaor]  |E578V||Gs08G
T101 S143F K542N T6235
e L140R [ra71C K542C T

LMNA 5" =

Lamin A N

1A H 1B —u—‘; gcsm

34 70 80 218 242 383 NLS CxxM

Abb. 2.11: Schematische Illustration von LMNA-Mutationen, die das Hutchinson-Gilford Progerie-Syndrom und
andere atypische Progerien auslésen. Die Punktmutation in dem Exon 2 (C428T) flihrt zu einem Austausch von Serin
durch Phenylalanin (rot markiert). NLS = Kernlokalisations-Signal, ,nuclear localisation signal®; OxM =
Aminosduresequenz, beginnend mit Cystein, gefolgt von zwei variablen Aminosauren und Methionin.

Diese Erkrankung ist auf eine Variation im Exon 2 des LMNA-Gens zuriickzuflihren. Das Resultat
dieser heterozygoten missense-Mutation ¢.428C>T (TCC>TTC) ist ein Lamin A/C-Protein mit
einer AS-Substitution S143F (Serin—Phenylalanin), welche aber nicht zu einer neuen
SpleiBstelle und dadurch nicht zu einem verkirzten Protein, wie bei dem HGPS, fiihrt. Diese
Mutation, die in der helikalen Stabdomane 1B des Lamin A/C-Proteins liegt, konnte weder bei
den Eltern, noch in einer Kontrollgruppe von Polymorphismentragern festgestellt werden (De
Sandre-Giovannoli et al., 2003).

Eine neue Studie berichtet von einer weiteren 6-jéhrigen Patientin, die dieselbe Mutation im
LMNA-Gen tragt. Auch der Phanotyp beider Patienten sind ahnlich, nur wurde bei diesem
Madchen bisher noch keine Beteiligung des Herzens festgestellt (Madej-Pilarczyk et al., 2008).



Es sind noch einige weitere Mutationen bekannt, die zu Myopathien in dieser Region des LMNA-
Gens fihren. Die Punktmutation LMNA S143P, also ein Austausch derselben AS fihrt
interessanterweise zu einem Phdnotyp mit Reizleitungsstérungen im Herzen, aber keiner
Beteiligung von Skelettmuskeln (Karkkainen et al., 2004), was einen voéllig anderen Phanotyp im
Vergleich zu der LMNA S143F-Variante charakterisiert (Kirschner et al., 2005).

2.4.1.4 Hypothetitsche Mechanismen der primaren Laminopathien

Es konnte bisher noch nicht erklart werden, warum sich die vielfaltigen Laminopathien nur auf
spezifische Gewebetypen wie z.B. Fett-, Nerven- oder Muskelgewebe beschrdanken. Die
verschiedenen pathologischen Phanotypen sind nur schwer zu verstehen, da die Mutationen auf
einem einzigen Gen lokalisiert sind und die Typ A-Lamine in differenzierten Zellen ubiquitdr
exprimiert werden. Um die molekularen Mechanismen hinter den Laminopathien zu klaren,
wurden verschiedene Hypothesen aufgestellt.

e Das ,Strukturmodell® beschreibt die Auswirkungen der verschiedenen Punktmutationen im
LMNA-Gen auf den Zusammenbau und die Struktur der Laminfilamente. Diese Defizite im
Aufbau der Lamin-Polymere kénnten die strukturelle Stabilitdt der Lamina und somit auch des
Zellkerns schwachen. Durch den mechanischen Stress, dem insbesondere die Skelettmuskel-
und Herzmuskelzellen ausgesetzt sind, kdnnte die starke Belastung wahrend jeder Kontraktion
in einer Deformierung und Zerstérung der Zellkerne durch induzierte Apoptose resultieren. Die
Skelettmuskulatur, die aus einem Syncytium verschiedener Zellen besteht, kdénnte erst bei
Beschadigung sehr vieler Zellkerne betroffen sein, da die Schadigung von nur wenigen Kernen
durch verstarkte Proliferation von Myoblasten kompensiert werden kdnnte (Burke et al., 2001).
Diese Theorie kénnte Laminopathien erklaren, die den quergestreiften Muskel betreffen, wie
z.B. EDMD. Aber auch bei HPGS-Patienten konnten morphologische Verdnderungen des
Zellkerns diagnostiziert werden. Zu diesen Abnormalitaten zahlen eine Verdickung der Lamina,
eine Aggregation der Kernporenkomplexe, eine Blasenbildung in der Kernhille und eine
Umstrukturierung des Chromatins (Bridger und Kill, 2004; Goldman et al., 2004).

Wie schon erwdhnt, interagieren SUN-Proteine Uber ihre aminoterminalen Domdnen mit der
Lamina, Nesprinen mit Aktin. Somit stellen die LINC-Komplexe (LInker of Nucleoskeleton and
Cytoskeleton, siehe 2.3.3) eine Verbindung zwischen Kern- und Zytoplasmagertst dar (Crisp et
al., 2006). Uber LINC-Komplexe kann mechanischer Stress auf den Kern iibermittelt werden,
der sich Uber eine geschwachte Lamina negativ auf die Integritdat des Zellkerns auswirken
kdnnte.

Der Effekt eines kompletten ,Knockouts® von Typ A-Laminen konnte in Kernen von LMNA'-
Mausen gezeigt werden. Die Depletion flhrte zu einer erhéhten Fragilitdt des Zellkerns bei
starker Zugbelastung. Ebenso konnte eine erhdhte Apotoserate in diesen LMNA-,KO"-Zellen

nachgewiesen werden (Broers et al., 2004; Lammerding et al., 2004; Manilal et al., 1999).



e Das Modell des veranderten Zellzyklus bzw. Differenzierung basiert auf einer Stérung in dem
Komplex von Lamin A/C, LAP2a und dem Retinoblastoma-Protein (Rb). Das Rb-Protein steuert
Zellzyklus-, Proliferations- und Differenzierungprozesse (iber eine Regulation der E2F-
Transkriptionsfaktoren. Durch Bindung von Rb an die Lamine in diesem Komplex kénnte es vor
einem proteolytischen Abbau geschiitzt werden. Durch gestérte Interaktionen von Lamin A/C
mit Rb in diesem Komplex kdénnten die LMNA-Mutationen negative Auswirkungen auf diese
Prozesse haben (Dorner et al., 2006; Johnson et al., 2004; Markiewicz et al., 2002). Ein Beleg
dafiir ist die LMNA'-Maus, deren Fibroblasten eine verlangsamte Zellzyklusrsate, sowie eine
erniedrigte Rb-Konzentration zeigen (Johnson et al., 2004). Auch konnte in Muskelzellen eines
EDMD-Patienten eine eingeschrankte Differenzierung nachgewiesen werden (Favreau et al.,
2004).

e Das ,Genexpressions-Modell* beruht auf einer veranderten Affinitdt der LMNA-Mutanten zu
Chromatin, zellspezifischen Bindungspartnern oder Transkriptionsfaktoren und dadurch zu einer
Beeinflussung der zelltypischen Genexpression oder bestimmter Signaltransduktionswege
(Goldman et al., 2004).

Es ist bekannt, dass Heterochromatin eng mit der Kern-Lamina assoziiert ist (Boyle et al., 2001;
Marshall et al., 1996) und somit Mutationen in den Typ A-Laminen diese Wechselwirkungen
beeinflussen und dadurch eine Umstrukturierung des Chromatins an der Kernperipherie
verursachen kdnnten (Goldman et al., 2004; Scaffidi und Misteli, 2005). Abwesenheit von Lamin
A/C in der Maus flihrt zu einer veranderten Heterochromatinorganisation (Sullivan et al., 1999).
Auch zeigen Patienten mit Laminopathien eine verdnderte Chromatinstrukturierung auf
(Sabatelli et al., 2001; Fidzianska et al., 2003; Reichert et al., 2004). Weiterhin ist bekannt,
dass Lamine in der Lage sind den RNA Polymerase II-Transkriptionskomplex zu inhibieren
(Spann et al., 2002).

AuBerdem wurden Interaktionen mit transkriptionellen Regulatorproteinen, wie dem schon oben
erwahntem Retinoblastoma-Protein (Rb, Markiewicz et al., 2002a), dem Protein ,Germ-Cell-
Less" (GCL, Holaska et al., 2003) und dem Sterol-Reduktase-Bindungsprotein-1 SREBP-1 (Lloyd
et al., 2002) nachgewiesen. Auch kénnten Lamine durch Interaktion mit MAN1 Signalwege tber
BMB, TGF-B und Aktivin die Genexpression beeinflussen (Feng, 2005). Weiterhin wirkt eine
fehlerhafte Lamina auch repressiv auf die DNA-Replikation. Bei Xenopus wurde gezeigt, dass es
zu einer Misslokalisation der Elongationsfaktoren wie PCNA und RCF und somit zu einer
verminderten DNA-Replikation kommt, falls verkiirzte Lamine mikroinjiziert werden (Moir et al.,
2000).

e Eine weitere Hypothese zu Erklarung der molekularen Mechanismen bei Laminopathien ist die
~ER-Retentionstheorie®. Durch Mutationen im LMNA-Gen kdnnen Interaktionen mit Kern-

proteinen und deren Immobilisierung in der INM gestort werden. Dies hat zur Folge, dass diese



Bindungspartner nun Uber Lipidbilayer frei durch die ONM in das raue Endoplasmatische
Retikulum diffundieren und dort die strukturelle und funktionelle Integritat des ER und der
Kernhiille veréandern konnten. Der Verlust von Lamin A/C kann zu einer fehlerhaften Lokalisation
von Emerin im ER fiihren (Fairley et al., 1999; Fairley et al., 2002). Die Umverteilung der
integralen Membranproteine konnte sich auf die enzymatische Aktivitdt der Proteine der
Cholesterol- und Fettsauren-Synthesen auswirken, welche im ER stattfinden und dadurch durch
eine Veranderung des Lipidstoffwechsels der Grund fiir die auftretenden Symptome der
Lipodystrophie sein. Bezliglich der Skelett- und Herzmuskulatur kdnnte die Freisetzung von
Kalzium wahrend der Kontraktionen ebenfalls durch Veranderungen des Sarkoplasmatischen
Retikulums negativ beeinflusst werden (Burke und Stewart, 2006).

Es ist sehr unwahrscheinlich, dass eine einzige Hypothese alleine den spezifischen Phanotyp
einer Laminopathie erkldaren kann und somit vereint das ,Regenerations-Model" deshalb die
bisherigen Hypothesen (Gotzmann und Foisner, 2005). Dieses beruht darauf, dass alle
betroffenen Gewebearten von mesenchymalen Zellen abstammen. Das kdnnte darauf
hinweisen, dass sich Defekte in der Gewebsregeneration aus mesenchymalen Stammzellen
(MSC) summieren und dadurch zu einem postnatalen Krankheitsbeginn und einer langsamen
Auspragung des Phanotyps flihren. Die Satellitenzellen sind die am besten untersuchten MSCs.
Diese Zellen liegen inaktiviert unterhalb der Basalmembran von Muskelfibrillen vor, bis sie durch
einen bestimmten Reiz, wie eine Verletzung, beginnen sich zu Myoblasten zu differenzieren
(Charge und Rudnicki, 2004). Eine inkorrekte Proliferation oder Differenzierung in diesen
Stammzellen, bedingt durch Mutationen in Typ A-Laminen, kénnte erst mit der Zeit und mit der
notwendig werdenden Regeneration des Muskels in Erscheinung treten. Dadurch kénnte sich
die unterschiedliche Auspragung der einzelnen Laminopathien erkldren lassen. So belegen auch
neuere Studien, dass das Myokard nach einem Infarkt durch multipotente, kardiale Stammzellen
regenerieren kann (Laugwitz et al., 2005; Linke et al., 2005; Urbanek et al., 2005), was nach
dieser Theorie auch Laminopathien mit Beteilung des Herzmuskels erklaren kdnnte.

Eine Theorie, die sich nur auf die Laminopathien mit vorzeitiger Alterung wie dem Hutchinson-
Gilford Progerie-Syndrom oder der angeborenen restriktive Dermatopathie bezieht, geht davon
aus, dass eine Anhdaufung von Progerin an der Kernhiille zu Auspragung dieser Laminopathien
fuhrt. Durch Mutationen in einer SpleiBstelle des Lamin-Proteins bzw. in der Metalloprotease
ZMPSTE24, bleibt das Prelamin A farnesyliert, was sich toxisch auf die Zellen auswirkt und zu
morhologsichen Strukturverandrungen flihrt (Gruber et al.,, 2005). Durch Behandlung der
betroffenen Zellen mit einem Farnesyltransferaseinhibitor (FTI) konnten die morphologische
Defekte wieder riickgdngig gemacht werden (Yang et al., 2005). Diese Anhaufung der

farnesylierten Proteine kdnnte die Reparaturmechanismen bei DNA-Schaden beeinflussen und



somit zu genomischer Instabilitdt (Liu et al., 2005), oder durch Interaktion mit dem p53-

Signalweg, zu beschleunigtem Altern fiihren (Varela et al., 2005).

2.5 Zielsetzung der Arbeit

Obwohl in den letzten Jahren viele Erkenntnisse Uiber das Lamin A/C-Protein gewonnen werden
konnten, ist Uber die patho-physiologischen Vorgange bei Laminopathien noch relativ wenig
bekannt.

Mit dieser Arbeit sollte erortert werden, wie sich die Laminopathien-auslésenden Mutationen
LMNA S143F und LMNA R545C auf intrazellulare Vorgange auswirken.

Die heterozygote Punktmutation S143F im Lamin A/C und der einzigartige Phanotyp der jungen
Patientin verknlipft Merkmale von Muskeldystrophien und Progerien miteinander. Die ebenfalls
heterozygote Mutation LMNA R545C im Lamin A/C ist hingegen Ausldser der Emery-Dreifuss-
Muskeldystrophie.

Das erste Ziel war es herauszufinden, wie sich diese Mutationen auf die Struktureigenschaften,
die Bildung von Filamenten, die Mobilitdt und die Bindungseigenschaften von Lamin A/C
auswirken. Auch sollte erértert werden, inwieweit die Mutation die Expression und Verteilung
verschiedener Kernproteine, die Genexpression und Chromatinverteilung in den Patientenzellen
beeinflusst. Weiterhin sollte durch GFP-Fusionsproteine gezeigt werden, ob zellulare
Veranderungen wie in Patientenzellen, auch in wildtypischen Fibroblasten induzierbar sind.
Zusatzlich sollte noch analysiert werden, ob Nesprin eine potentielle Rolle bei der Pathogenese
von Laminopathien spielt, da Nesprine erst kirzlich in Verbindung mit der Krankheit EDMD
gebracht wurden und dariber hinaus ein intaktes Lamin A/C-Netzwerk flir eine korrekte
Lokalisierung der Nesprine bendtigt wird. Ein anderer wichtiger Aspekt dieser Arbeit war der
Einfluss der Mutation LMNA R545C auf die Differenzierung und Zellproliferation von Myoblasten.



3 Material

3.1 Biologisches Material

3.1.1 Zelllinien

Hela-Zellen

COS-7-Zellen

Kontroll-Fibroblasten

Kontroll-Myoblasten

G-12660-Zellen

G-11220-Zellen

G-12651-Zellen

G-13556-Zellen

Humane epitheloide Cervixkarzinomzellen (von Patientin Henrietta Lack;
Scherer et al., 1953) , kultiviert bei 37°C, 5 % CO,

Cercopithecus aethiops, Fibroblasten-dhnliche Nierenzelllinie (von CV-1 Zellen
der griinen Meerkatze abgeleitet; Gluzman, 1981), kultiviert bei 37°C, 5 % CO,

Humane Fibroblasten (erhalten von Dr. Wehnert, Institut fiir Humangenetik,

Universitat Greifswald), kultiviert bei 37°C, 5 % CO,

Strukturell unauffalliger humaner Skelettmuskel (erhalten von Dr. Wehnert,

Institut fir Humangenetik, Universitat Greifswald); kultiviert bei 37°C, 5 % CO,

Humane Fibroblasten, mit der Punktmutation p.S143F in dem LMNA-Gen (von
der Patientin G-12660 mit Progerie / EDMD; erhalten von Dr. Wehnert, Institut
fur Humangenetik, Universitat Greifswald); kultiviert bei 37°C, 5 % CO,

Humane Myoblasten, mit der Punktmutation p.R545C in dem LMNA-Gen (von
dem Patienten G-11220 mit EDMD; erhalten von Dr. Wehnert, Institut fiir
Humangenetik, Universitdt Greifswald); kultiviert bei 37°C, 5 % CO,

Humane Myoblasten, mit der Punktmutation p.R453W in dem LMNA-Gen (von
dem Patientin G-12651 mit EDMD; erhalten von Dr. Wehnert, Institut fir
Humangenetik, Universitat Greifswald); kultiviert bei 37°C, 5 % CO,

Humane Myoblasten, mit der Punktmutation p.406delTT in dem S74-Gen (von
dem Patientin G-12651 mit EDMD; erhalten von Dr. Wehnert, Institut fir
Humangenetik, Universitat Greifswald); kultiviert bei 37°C, 5 % CO,



3.1.3 Zellkulturmedien

Komplettmedium fiir COS-7/Hela-Zellen:

1% (v/v) Penicillin/Streptomycin; Endkonzentration 100 U/ml
1% (v/v) L-Glutamin; Endkonzentration: 2 mM
10 % FCS (Fétales Kalberserum)

in DMEM (Dulbecco “s modified eagle 's medium; Eurobio, Biotechnology)

Komplettmedium fir Kontroll-Fibroblasten:

1% (v/v) Penicillin/Streptomycin; Endkonzentration 100 U/ml
1% (v/v) L-Glutamin; Endkonzentration: 2 mM
10 % FCS (Fétales Kalberserum)

in DMEM (Dulbecco ‘s modified eagle "s medium; Eurobio, Biotechnology) High Glucose

Komplettmedium fiir Kontroll-Myoblasten/G-11220/G-13556/G12651-Zellen:

1% (v/v) Penicillin/Streptomycin; Endkonzentration 100 U/ml
1% (v/v) L-Glutamin; Endkonzentration: 2 mM
10 % FCS (Fétales Kalberserum)

in Skeletal Muscle Cell Growth Medium “low Serum” (Promocell)

Komplettmedium fiir G-12660-Zellen:

1% (v/v) Penicillin/Streptomycin; Endkonzentration 100 U/ml
1% (v/v) L-Glutamin; Endkonzentration: 2 mM
10 % FCS (Fétales Kalberserum)

in MEM (Minimum essential medium; Invitrogen)

Differenzierungsmedium fiir Myoblasten:

1% (v/v) Penicillin/Streptomycin; Endkonzentration 100 U/ml
1% (v/v) L-Glutamin; Endkonzentration: 2 mM
2% Pferdeserum

in Skeletal Muscle Cell Growth Medium “low Serum” (Promocell)

3.1.4 Bakterienstamme

One Shot® TOP10 Chemically Competent E. coli
Chemisch kompetente Zellen, die im TOPO TA Cloning® Kit der Firma Invitrogen enthalten sind, wurden fiir
Transformationen mit TOPO® cloning reactions verwendet. Mit geeignetem Plasmid ist eine blau-weiB-Selektion der

Klone mdglich.

Genotyp: F- mcrA A(mrr-hsdRMS-mcrBC) @80iacZAM15 AlacX74 recAl araD139 A(araleu) 7697 galU galk
rpsL (StrR) endAl1 nupG

XL1-Blue Competent Cells E. coli
Diese chemisch kompetenten Zellen der Firma Stratagene wurden zum Vermehren von Plasmiden verwendet. Mit

geeignetem Plasmid ist eine blau-weiB-Selektion der Klone méglich.



Material
Genotyp: recAl endAl1 gyrA96 thi-1 hsdR17 supE44 relAl lac [F~ proAB laclqZAM15 Tn10 (Tetr)].

Rosetta™ (DE3)pLysS Competent Cells £. coli

Diese chemisch kompetenten Zellen der Firma Novagen wurden transformiert und zur Expression von Lamin A
verwendet. Sie sind Derivate der BL21-Zellen und verfligen auf einem Chloramphenicol resistenten Plasmid (iber
tRNAs fiir die Codons AUA, AGG, AGA, CUA, CCC, und GGA und zeigen somit eine verbesserte Expression fiir
eukaryontische Proteine. Sie sind lysogen fiir einen A Prophagen, der IPTG induzierbare T7 RNA Polymerase enthalt.
AuBerdem enthalten sie ein Plasmid, der das T7 Lysozym codiert. Dabei handelt es sich um einen nattirlichen T7 RNA
Polymerase-Inhibitor, es wird somit eine basale Expression der Zielgene unter der Kontrolle des T7 Promotors

reprimiert.

Genotyp: F—ompT hsdSB(rB— mB-) gal dcm (DE3) pLysSRAREZ (CamR)

3.1.5 Antikorper

3.1.5.1 Primar-Antikorper

monoklonal
R27 Lamin A/C (human) 1:1000 1:100 Hoger et al., 1991
Maus
monoklonal Lourim et al.,
X223 Lamin B (human) 1:1000 1:100
Maus 1996
monoklonal
NCL-Emerin Emerin 1:2000 1:200 medac (Hamburg)
Maus
monoklonal ICN (Berkshire,
Histon H1 Histon H1 nicht getestet 1:100
Maus UK)
Abcam
monoklonal
Ab6002 Histon 3, trimethyl. K27 M nicht getestet 1:100 (Cambridge,
aus
England)
_Hi monoklonal Chemicon
mAb051 humane Kern-Histone nicht getestet 1:1000 )
H2A, H2B, H3, H4 Maus (Hofheim)
] polyklonal ) Upstate (Dundee,
Ab12178 Histon H3, acet. K9 nicht getestet 1:50
Kaninchen UK)
acet. Lysine ) polyklonal ) Upstate (Dundee,
acet. Lysine nicht getestet 1:50
Klon 4G12 Kaninchen UK)
Kernporenkomplex monoklonal Hiss Diagnostics
mAb414 nicht getestet 1:5000 ]
(NPC-p62) Maus (Freiburg)
vklonal Santa Cruz
i i olyklona
Ab9057 Heterochromatinprotein1 | - POY 1:1000 1:100 Biotechnology
alpha Ziege .
(Heidelberg)
phosphoryl. CTD-Region | monoklonal Bregman et al.,
H14 1:1000 1:100
der RNA-Polymerase 11 Maus 1995
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Material

unphosphoryl. CTD-
monoklonal Thompson et al.,
8WG16 Region der RNA- 1:1000 1:100
Maus 1989
Polymerase II
polyklonal Reimer et al.,
S18 RNA-Polymerase I nicht getestet 1:100
human 1987
Lamin-assoziiertes polyklonal Alsheimer et al.,
13d4 1:2000 1:500
Polypeptid 2 Maus 1998
Lamin-assoziiertes polyklonal Dechat et al.,
LAP2a 1:1000 1:100
Polypeptid 2a Kaninchen 1998
monoklonal Libotte et al.,
K20-478 Nesprin2 Giant 1:20 1:2
Maus 2005
polyklonal
K1 Nesprin2 1:1000 1:200 Zhen et al., 2002
Kaninchen
polyklonal
SC 35 SpeiBfaktor SC 35 1:5000 1:500 Fu et al., 1990
Maus
promyelocytic leukemia
polyklonal ) Sternsdorf et al.,
PML-N (PML) nuclear body; N- nicht getestet 1:100
Ratte 1995
Terminus
20S-Untereinheit des
monoklonal Progen
P27 26s-Proteasoms, Klon 1:2000 1:200
Maus (Heidelberg)
265-104
monoklonal BD Biosciences
Rb-Ser612 Retinoblastoma 1:1000 1:100 )
Maus (Heidelberg)
Phospo-Rb | Retinoblastoma (phosph. | monoklonal BD Biosciences
1:1000 1:100
(5780) an Serin 780) Maus (Heidelberg)
monoklonal BD Biosciences
SX118 CDK-Inhibitor p21 1:1000 1:100
Maus (Heidelberg)
Abcam
gamma H2A.X (phosph. polyklonal
Ab2893 nicht getestet 1:500 (Cambridge,
an Serin 139) Kaninchen
England)
Abcam
Ataxia Telangiectatica monoklonal
ATM nicht getestet 1:500 (Cambridge,
Mutated Maus
England)
Digoxigenin, fir TUNEL- | monoklonal Boehringer
anti-Dig nicht getestet 1:100 )
assay Maus Mannheim GmbH
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Material

-Epi monoklonal BD Biosciences
anti-c-Myc Myc-Epitop, nicht getestet 1:200 )
Klon 9E10 Maus (Heidelberg)
Epitop aus 4-6 monoklonal BD Biosciences
anti-His 1:1000 1:100
Histidinen Maus (Heidelberg)
Flag-Epitop monoklonal ) Upstate (Dundee,
Ab3250 nicht getestet 1:500
(DYKDDDK) Maus UK)

Tab. 3.1: verwendete Primdrantikorper

3.1.5.2 Sekundéar-Antikorper

anti-Maus-Texas Red® IF: 1:100 in PBS
anti-Maus-Cy3 IF: 1:50 in PBS
anti-Maus-Cy5 IF: 1:50 in PBS
anti-Maus-Cy2 IF: 1:50 in PBS
anti-Maus-FITC IF: 1:50 in PBS
anti-Kaninchen-Texas Red® IF: 1:100 in PBS
anti-Kaninchen-Cy2 IF: 1:50 in PBS
anti-Ziege-Texas Red® IF: 1:50 in PBS Dianova, Hamburg
anti-Mensch-Texas Red® IF: 1:50 in PBS
anti-Mensch- FITC IF: 1:50 in PBS
anti-Meerschwein-Texas Red® IF: 1:100 in PBS
anti-Meerschwein-Cy5 IF: 1:100 in PBS
anti-Ratte-Texas Red® IF: 1:100 in PBS
anti-Maus gekoppelt an 12nm kolloidalem EM: 1:10 in PBS

Gold

Blot: 1:5000 in 10 %
Milch/TBST pH 7,4 Promega,
Blot: 1:5000 in 10 % Mannheim
Milch/TBST pH 7,4

anti-Maus-Peroxidase

anti-Kaninchen-Peroxidase

anti-Maus-alk. Phosphatase Elisa: 1:1000 in DEA
anti-Kaninchen-alk. Phosphatase Elisa: 1:1000 in DEA

Dianova, Hamburg

Tab. 3.2: verwendete Sekundarantikorper
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3.2 Molekularbiologisches Material

3.2.1 Plasmidvektoren

pBluescript 11 SK (+), Stratagene, Heidelberg

ampicillin

pBluescript Il SK (+)
3.0 kb

pUC ori

pBluescript Il SK (+/-) Multiple Cloning Site Region
(sequence shown 598-826)
BuH I T7 Pramoter orl &

"
| | | I
TTETAAAACGACGGCCAGTGAGCGCGCGTAATACGACTCAC TATAGGGRGAAT TGGGTACCGGGCCCCCOCTCGAGGTCGAC. . .

5 promar bindug site

thod S

W13 =20 primer binding sild 17 grimer binding sie

50106 Hol
'f.l'n! ! Hind Bl FcoRY  [eoRl  Batl :Eu._ Baml :I.,.». 1 :t al | II’ 3! ?i:l'.l ‘I.a. I i.:.\- 1
can GGT}\TEG\TA&GGT TGATATCGAATTCCTGCAGCCCGGGGEGATCCACTAGTTCTAGAGCGGCCGCCACCGCGGTGGAGCTC. . .

K5 pamir binding site SK pamar binding e

T3 Promater BassH Il Ji-gal o-fragment
sau CM}:TT'ITGTTCCCT'ITAGTGI‘\GGG-_TA;!TTGCGCGCTTGGCGTMTS&TGETCATRGCTGTTTCC

T prenar bndog SAT3 Faw or30 primer Binding 18

Abb. 3.1: Vektorkarte von pBluescript II SK(+), Stratagene, Heidelberg

Dieser Vektor stammt von der Firma Stratagene. Gezeigt ist die Karte des Vektors pBluescript SK(+) mit der Sequenz
der ,multiple cloning site®, die von den Promotoren T3 und T7 flankiert wird. Dieser Vektor wurde fiir die
Subklonierung und Fusion von DNA-Fragmenten mit Hilfe von PCR verwendet. Zur Selektion positiver Bakterienklone

tragt der Vektor eine Ampicillin-Resistenz.

pCR2.1TOPO®, Invitrogen, Karlsruhe

facZo ATG

W13 Reverse Primer Hind Il K,cir.' I Sac| BarH | .Sklzgl
(CAG GAA ARCA GUT ATG ACLC ATG ATT ACG CCA AGC TTG GTA CCG AGC TCG GAT CCA CTA
GTC CTT TGT CGA TAC T TAC TAR TGC GGT TCE AAC CAT GGC TOZ AGC CTA GGT CGAT

Bst¥ | EcoR | EccR |

| |
oTA ACE 6CC occ AGT gra'oTe Gha TIC gce cTT TG Goc GAR TTC TGC
CAT TGC CGE C2G TCA CAC GAC CTT AAG CGG GAR) TTC CCE CTT AAG ACG

EocIvR W Eis‘i'XI N?rl Xf‘;'ol NSJ"I }‘fbc' | Aple\
ACAR TAT CCA TCA CAC TGE CGG CCG CTC GAG CAT GCA TCT AGA 332 CCC BAT TCG (CCC TAT
TCT ATA GGT AGT GTG ACC GCC GGC GAG CTC GTA CGT AGA TCT CCC GGG TTA AGC |GGG ATA

*
T7 Promoter 13 Forward (-20) Primer

AGT GAG TCCG TAT THC AAT TCA[CTG GCC GTC GIT TTA COT COT GAC T2G GAA RAC
TCA CTC AGC ATA ATE TTA AGT|GAC CCGG CAG CAR BAT T GCA GCA CTG ACC CTT TTG

Abb. 3.2: Vektorkarte von pCR®2.1-TOPO®; Invitrogen, Karlsruhe



Dieser Vektor ist Bestandteil des ,TOPO TA Cloning® Kits" der Firma Invitrogen. Er wurde fiir eine Klonierung von
PCR-Produkten durch Adenosin-Uberhidnge (AT-Cloning) konzipiert. Der Vektor enthélt neben dem Lac-Operon, das
eine Blau-WeiB-Selektion transformierter Bakterienklone ermdglicht, eine Ampicillin- und eine Kanamycin-Kassette.

Dieser Vektor wurde ausschlieBlich zur ,Zwischen-Klonierung" langerer PCR-Produkte verwendet.

PEGFP-C1, Clontech Laboratories GmbH, Heidelberg

134 1% P it 1 STpPs
weep 1R i L 1E0 1w ] 120 ar

TAC AAG TCC GGA CTC AGA TCT CGAGCT CAAGCT TCG AAT TCT GCA .:Tv aA GG'ACC GCE 6GC CC6 £6A 'CC ACC GGATCT AGATAACTG A'C A

Bsgk Bglll Xiol )\ Hidlll Ec Pstl / Apal =, Ba Xbal®
fors I 1 e | J.; RI v~ ;1,{ 1 -"_

Abb. 3.3: Vektorkarte von pEGFP-C1, Clontech Laboratories GmbH, Heidelberg

pEGFP-C1 kodiert fiir das verstdarkt leuchtende griin-fluoreszierende Protein (EGFP), das fiir die Expression in
Sdugerzellen optimiert wurde (Extinktions-Maximum = 488 nm; Emissions-Maximum = 507 nm). Das GFP wurde
urspriinglich aus der Qualle Aequorea victoria isoliert. Hohe Expressionslevel werden in tierischen Zellen durch den
menschlichen Cytomegalovirus (CMV)-Promotor erreicht. Durch die SV40-Region des Vektors wird ein
Polyadenylierungs-Signal an das entstehende Transkript angefiigt. Durch das Klonieren von Genen in die MCS des
pEGFP-C1 Vektors werden die entstehenden Proteine am N-Terminus mit dem EGFP fusioniert. Die griinleuchtenden
Fusionsproteine kdnnen dadurch mit Hilfe der Fluoreszenz-Mikroskopie lokalisiert werden. Neben diesem Vektor
stehen noch andere Vektoren zur Verfiigung (pEGFP-C2 oder —C3), die in der MCS entweder ein verdndertes Leseraster
(,reading-frame") aufweisen oder das grin-fluoreszierende Protein am carboxyterminalen Ende des zu
untersuchenden Proteins anhdangen (pEGFP-N1, -N2 oder —-N3). Alle EGFP-Vektoren weisen ein Kanamycin-
Resistenzgen auf.



pDrive Cloning Vector, Qiagen, Hilden

Pasitiors of various elements *FF"'"'"
Nichor size [bp) 3851 origit g;‘j‘f‘“
Mohiple cloning sike 286373 P ]
LocZ cepeplide 216-5%3 e
T7 RMA pokemieraze promoder 239258 +1 T
T7 hrarscription shart 755 ar oy
5PS RMA pobemeross promcher IFEAIT =

5P franscriplion dort 400 T-'?

Aempicillin resistonice gene 11752032 a . .

Knonomycin resistoncs gene 21812973 - PDH-"'IE C|c:-r||ng Vector

plUIC arigin 3648 3.85 kb

Phag= 1 arigin 5881043

Frimer binding sitss:*

W13 Forword (-20) 431447

W13 Forword (—40) 451447

MT3 revense 200224

TF promicher primar 239258

SP& promeder primer 400418

1]

| T.LI: Pnl! SafT  EazHI kL

ASC TOO OTA R ATS IZ'I-G‘CII-] mnclmmlummul.lnzmﬂm FELY
TOO NPT CAT 46T 90§ TRC GAC OTC TGO JCA ATW CAT AGC CIR GIT CIT ARG A0

8 s ¥ F X N L B T E X ¥ B o F E F ¥

||' I IHzAIII Arrll
1 { oAl mnlu F 5 Soyl Ml Xial
|
m.'l.mJ'A'm:' GRS N m&méﬂunlmmlmmw HE
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Abb. 3.4: Vektorkarte von pDrive Cloning Vektor, Qiagen, Hilden

Dieser Vektor aus dem ,Qiagen PCR Cloning Kit" wurde fiir direkte Klonierungen von cDNA-Fragmenten konzipert, an
die nach der RT-PCR A-Uberhinge angehingt wurden. Durch die Lage der multiple cloning site im Lac-Operon ist
eine blau-weiB-Selektion der Klone mdglich. Er tragt sowohl Ampicillin- als auch Kanamycin-Resistenz zur Selektion
transformierter Bakterien.


http://www1.qiagen.com/Products/Cloning/PCRCloningSystem/QIAGENPCRCloningKit.aspx

Material

pPET-21a, Novagen, Darmstadt

Ava l(158)
Xho l(158)
-Not I{168)
Eag li166)
-Hind i{173)
-Sal Ii179)

- Sac l[(190)
" EcoR I(192)
/,.. BamH Ij198)

Sty lis7)
| | Bpu1102 Haup

Nhe I(231)
_— Nde l(z38)
Xba |(276)
—Bal ll{342)

~—\ SgrA 1(3s3)
- Sph li538)

(\;ﬂ,’;‘;é‘ﬂ?js, Dieser Vektor der Firma Novagen erméglicht die
Sca |(4538)

N
PN
s

% Expression eines Proteins mit einem ,His-Tag" an
Pu I(4428) / / / F \\

A\ \ - Miu I{1084)

\{~el o7 dessen C-Terminus. Das ,His-Tag" erméglicht die

]

o

%'.I'.'Bas,fglll[tgs; Reinigung des Proteins Uber eine Matrix aus Ni-
|

=

(%]

Bsa I(-mai Apa 1{1275) . . .
sy pET-21a(+) @ |-|| NTA-Agarose. Soll ausschlieBlich das C-terminale
'—f,J (4430p) = [ViBssHil(1475) o .
\ | [corvisa ,His-Tag®  angehdngt werden, muss die
\ / ijpa 1{1570)
\ y entsprechende cDNA mit ihrem 5'-Ende (iber Ndel
\ o
PRI . SJPSM o kloniert werden, sonst wird N-terminal zusatzlich
.'Gé'_g;) ein ,T7-Tag"® angehangt. Zur  Selektion
—PpuM l2171)
A Psp5 llj2171) i i = i
i i iy /‘w _ P T transformierter Bakterien tragt der Vektor eine
Sap I(z049) / 1 P .
Bst1107 I2936) || |BspG 12691) Ampicillin-Resistenz.
Tih111 li2910)
B _.."w—-* iac cpera a1 s
Nt el iy 210 pp gt el _sut o S5 %) e
~ : ‘ B 102 1 l'lmmlnue-.

VT srranator primer SEH3YT.3

PET-21a-d{+) cloning/expression region

Abb. 3.5: Vektorkarte von pET-21a, Novagen, Darmstadt

pBIiFC-YC155- / pBiFC-YN155 BiFC-System-Vektoren von T. Kerppola

Modified SV40 late 165 mRMNA intron
Apal (825)
BiFC CMV 5 Mscl (866)
Sfil (872)
EcoRlI (879)
P CMVIE Sall (886)
Accl (887)
Bglll (894)
Aval (900)
Xhol (900)
Kpnl (209)

pBiFC-YC155 Ha-Tag-. 1 = BiFC-YC HA-Tag FOR

Mas | | =" BiFC-YC '
Amp resistance

4097 bp v/~
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Abb. 3.6: pBiFC-YC155 BiFC-System-Vektoren von T. Kerppola
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Abb. 3.7: pBiFC-YC155 BiFC-System-Vektoren von T. Kerppola

pBiFC-YC155- / pBiFC-YN155 BiFC-System-Vektoren kodieren fiir die N- bzw C-terminale Halfte des leuchtend gelb-
fluoreszierenden Proteins YFP. Durch das Klonieren von Genen in die MCS der BiFC-Vektoren werden die
entstehenden Proteine am C-Terminus mit dem jeweiligen YFP-Halften fusioniert. Erst wenn die zwei interagierenden
Proteine aneinander binden kann sich das funktionale YFP-Fluorophor rekonstituieren. Alle BiFC-System-Vektoren
weisen ein Kanamycin-Resistenzgen auf.

3.2.2 Enzyme

DNase I AppliChem (Darmstadt)

Phusion™ High Fidelity DNA-Polymerase  Finnzymes (Frankfurt/Main)

Pfu-DNA-Polymerase Promega (Mannheim)

Restriktionsenzyme MBI Fermentas (St. Leon-Rot)

Ribonuklease Inhibitor (RNasin) MBI Fermentas (St. Leon-Rot)

Proteinase K Serva (Heidelberg)

RNase A Serva (Heidelberg)

Shrimp Alkalische Phosphatase MBI Fermentas (St. Leon-Rot)

T4 DNA Ligase MBI Fermentas (St. Leon-Rot)

Tag-Polymerase Promega (Mannheim), Institutseigene Herstellung

3.2.3 Oligonukleotide

Oligonukleotide fiir die spezifische Amplifikation von cDNA-Fragmenten oder fiir Sequenzierungen wurden bei der
Firma Thermo Electron (Ulm) bzw. bei Biomers (Ulm) bestellt. Der fiir die Reverse Transkription verwendete
Oligo(dT)-Primer wurde von der Firma MBI Fermentas (St. Leon-Rot) bezogen. Alle verwendeten Primer sind im
Anhang detailliert aufgelistet.



3.2.4 GrofRenstandards

Lambda DNA/EcoRI+HindIII MBI Fermentas GmbH (St. Leon-Rot)
Marker 3 FastRuler™ DNA Ladder Middle Range MBI Fermentas GmbH (St. Leon-Rot)
Markers O'GeneRuler™ 1kb DNA Ladde MBI Fermentas GmbH (St. Leon-Rot)
Precision Plus Protein™ Standards, Dual Color Bio-Rad (Miinchen)
High-und Low-Range-Marker Bio-Rad (Minchen)

3.2.5 Kits und Kitbestandteile

ABI Prism® BigDyeTM Terminator Cycle Sequencing Ready Applied Biosystems (Darmstadt)

Reaction Kit

Coomassie (Bradford) Protein Assay Kit Pierce (US)

DIG RNA Labeling Mix, 10x konz. Roche (Mannheim)

ECL™ Detection Kit Amersham Pharmacia Biotech (Braunschweig)
Effectene ™ Transfection Reagent Qiagen (Hilden)

E.Z.N.A Plasmid Mini Prap Kit I® Peglab Biotechnologie GmbH (Erlangen)
E.Z.N.A Gel Extraction Kit® Peglab Biotechnologie GmbH (Erlangen)
Lipofectamine™ Reagent Invitrogen (Karlsruhe)

Ni-NTA-Agarose Qiagen (Hilden)

pDrive Cloning Kit Qiagen (Hilden)

TOPO TA Cloning®Kit Invitrogen (Karlsruhe)

ApopTag® Apoptosis Detection Kit Serologicals Corporation (Norcross, USA)
QuikChange® Site-Directed Mutagenesis Kit Stratagene, Amsterdam (Niederlande)

3.3 Chemikalien

Soweit nicht anders erwdhnt, wurden alle Chemikalien und Lésungsmittel in Analysequalitdt von folgenden Firmen

bezogen:

Merck Darmstadt
AppliChem Darmstadt
Roth Karlsruhe
Serva Heidelberg
Sigma-Aldrich Miinchen
Fluka Berlin

Calbiochem Darmstadt



3.4 Gerdte

Biophotometer
Brutschrank

Confocal Laser Scanning Microscope (CLSM) Typ TCS SP2 AOBS

Drehtisch, regelbar
Einkanal-Photometer Anthos 2010
Eisbereiter

Elektronenmikroskop Zeiss EM10
Elektrophorese System fiir Minigele
Feinwaage AC 100
Flachbettscanner V700 Photo
Fluoreszenzmikroskop Axiophot Stereo HBO50 mit
Quecksilberlampe
Graphit-Blotkammer

Heizblock

Hybridisierungsofen MINI 10
Kihlschrank (4°C)

Kihlzentrifugen

Kuhlzentrifuge RC5B
Kuhlzentrifuge Minifuge RF und GL
Laborwaage PB 3002 Delta Range
Lichtmikroskop (Zellkultur)
Magnetriihrer M35

pH-Meter pH 525
Proteingelkammer Mini V8

Rotor TLA 100.2

Sequenzierer ABI PRISMTR310 Genetic Analyser
Schuttler Certomat R und S

Schwenktisch 3013

Stabilisiertes Netzgerat
Stereomikroskop Wild M8
Sterilbank Steril GARD Hood Class III
Thermocycler Thermodux
Tiefkihlschrank (-20°C)
Tiefkiihltruhe (-86°C)
Tischzentrifuge Biofuge A
Tischzentrifuge 5415 R, kiihlbar
Ultramikrotom Microm HM500 OM
Ultrazentrifugen LB-70

Umkehrmikroskop IM35

Eppendorf (Hamburg)

MWG-Biotech (Miinchen)

Leica (Mlnchen)

Heidolph, tber Hartenstein (Wiirzburg)
Anthos (Krefeld)

Scotsman, liber Hartenstein (Wirzburg)
Carl Zeiss (Oberkochen)

BIO-RAD (Minchen)

Mettler (GieBen)

Epson (Meerbusch)

Carl Zeiss (Oberkochen)

Cti, Uber Hartenstein (Wirzburg)
Liebisch, Gber Hartenstein (Wirzburg)
Thermo Hybaid (Ulm)

Liebherr (Bieberach)

Eppendorf (Hamburg)

Sorvall, Du Pont (Bad Homburg)
Heraeus-Christ (Osterode)

Mettler (GieBen)

Leitz (Wetzlar)

GLW (Wiirzburg)

WTW, (iber Hartenstein (Wirzburg)
Gibco BRL (Karlsruhe)

Beckman Instruments,GmbH (Miinchen)
Applied Biotsystems GmbH (Weiterstadt)
B. Braun Biotech international,

Uber Hartenstein (Wirzburg)

GLF, iber Hartenstein (Wirzburg)
Fischer (Heidelberg)

Leica (Heidelberg)

Miiller Labortechnik (Windhagen)
Progene (Wertheim)

Privileg Quelle

Forma Scientific; Labotect (Gdttingen)
Heraeus-Christ (Osterode)

Eppendorf (Hamburg)

Carl Zeiss (Oberkochen)

TLA 100.2, Beckman Instruments GmbH
(Miinchen)

GSA (13000 rpm max) Du Pont
Company Wilmington, USA)

Zeiss (Oberkochen)



UV-Transilluminator Typ IL-350.M,
VL Vilber Lourmat, 320 nm

Vortex L46
Wasseraufbereitung Milli-Q UF plus
Wasserbad WTH 500

Bachhofer Laboratoriumsgerdte (Reutlingen)
CF-8 Videokamera,

Firma Kappa

SSM-121 CE-Monitor

Firma Sony (Japan)

GLW, (ber Hartenstein (Wirzburg)

Millipore (Heidelberg)

Kéttermann, tber Hartenstein (Wiirzburg)



4 Methoden

4.1 Mikrobiologische Methoden

4.1.1 Fliissigkeitskultur von Bakterien

Ldsungen:
LB-Medium (Luria Bertami): 10 g Bacto-Trypton (Gibco)
10 g NaCl
ad 1 | HyOpigest
pH 7,5 (NaOH)
= autoklavieren
Antibiotika-Stamml&sungen: Ampicillin: 100 mg/ml in HyOpigest
Kanamycin: 50 mg/ml in HyOpigest
Chloramphenicol: 34 mg/ml MetOH
Durchfiihrung:

Fiir eine Ubernachtkultur (UNK) wurden ca. 7 ml LB-Medium in einem Greinerrdhrchen vorgelegt und je nach
verwendetem Bakterienstamm zur Selektion ein Antibiotikum zugesetzt. Ampicillin und Kanamycin wurden in
Endkonzentrationen von 50 pg/ml, Chloramphenicol in 34 pg/ml eingesetzt. Zum Animpfen wurde Bakterienmaterial
aus einer Glyzerinkultur oder eine Bakterienkolonie von einer Agarplatte mit einer sterilen Pipettenspitze in das
Medium Uberfiihrt. Die Kultur wurde anschlieBend bei 37°C liber Nacht geschiittelt.

Fir FlUssigkulturen gréBerer Volumina bzw. fiir Kulturen zur /n-vivo-Expression wurde zunachst wie beschrieben eine

UNK angesetzt. Mit 5 ml dieser UNK wurden dann am néchsten Tag Volumina von 200 ml angeimpft.

4.1.2 Bestimmung der Bakteriendichte einer Fliissigkultur durch photometrische
Messung

Zur Bestimmung der Bakteriendichte in einer Flissigkultur wurde die Extinktion bei einer Wellenlange von 600 nm

photometrisch ermittelt. Eine optische Dichte (OD) von 1 entspricht einer Schichtdicke von 1 cm 8-10% Zellen pro

Milliliter. Als Nullwert wird nicht angeimpftes Kulturmedium verwendet.

4.1.3 Glyzerinkultur

Um Bakterien langere Zeit aufzubewahren, wurden Glyzerinkulturen angesetzt. Zur Herstellung wurden 170 pl steriles
Glyzerin mit 830 pl einer UNK vermischt und bei -70°C gelagert. Um aus einer Glyzerinkultur eine Fliissigkultur zu
machen, wurde mit einer sterilen Pipettenspitze tber die Glyzerinkultur gestrichen und die anhaftenden Bakterien in
ein mit LB-Medium gefiilltes Greinerréhrchen tberfiihrt.

4.1.4 Herstellung von LB-Agar-Selektionsplatten

Fir die Herstellung von Agarplatten wurden 1 % Agar (Select Agar, Gibco) in LB-Medium eingewogen und das
Gemisch autoklaviert. Nachdem sich die Losung nach dem Autoklavieren auf etwa 50°C (handwarm) abgekiihlt hatte,
wurde fiir Selektionsplatten ein Antibiotikum zugegeben. Ampicillin und Kanamycin wurden in einer Endkonzentration
von 1 U bzw. 50 pg/ml verwendet. Der flissige Agar wurde anschlieBend in sterile Petrischalen gegossen, so dass
der Boden einer Schale gerade bedeckt war. Nach Erstarren des Agars wurden die Schalen umgedreht, um ein



Auftropfen von Kondenswasser auf den Nahrboden zu verhindern. Die Platten wurden (ber Nacht bei RT zum
Trocknen aufbewahrt. Die Lagerung (3-4 Wochen) erfolgte bei 4°C.

Soll aus einer Flissig- eine Plattenkultur hergestellt werden, wurde ca. 100-200 pl der Kultur auf die Platte pipettiert
und diese anschlieBend mit einem sterilen Drygalski-Spatel ausgestrichen. Soll auBerdem auf
Chloramphenicolresistenz selektiert werden, wurden 30 pl der Stammldsung (34 mg/ml) in 100 pl LB-Medium
gegeben und dieses Gemisch dann 1 h vor Animpfen mit einem Drygalski-Spatel auf die Platte ausgestrichen. Fiir ein
blau-weiB3 Screening wurden 20 pl der 100 mg/ml X-gal Stammldsung und 1 pl der 1M IPTG Stammldsung zu 100 pl

LB-Medium pipettiert und dieses Gemisch dann 2 h vor dem Animpfen auf die Platte ausgestrichen.

4.1.5 Herstellung von chemisch kompetenten Bakterien

Kompetente Bakterien kdnnen unter geeigneten Bedingungen plasmid-férmige DNA aus ihrer Umgebung aufnehmen.
Bakterien wurden durch Maodifikation der Lipiddoppelschicht, die sie umgibt, chemisch kompetent gemacht (Chung et
al., 1989)

Ldsungen.
LB-Medium (siehe 4.1.1)
Tetrazyklin: 5 mg/ml in Ethanol (100 %, p.a.)
TSS (Transformation and Storage Solution): LB-Medium
= pH 6,5 + 10 % (w/v) PEG 3350 oder 8000

+ 5 % (v/v) DMSO

+ 20-50 mM Mg?* (MgSO, oder MgCl,)

= sterilfiltrieren, Lagerung bei -20°C
Durchfiihrung:
Zunachst wurden 10 ml LB-Medium mit einer Endkonzentration von 15 pg/ml Tetrazyklin versehen. Die Fliissigkultur
wurde mit einer Einzelkolonie oder aus einer Glyzerinkultur des gewinschten Bakterienstammes angeimpft. Im
Regelfall wurde der Bakterienstamm XL1-blue oder Rosetta verwendet. Die Ubernachtkultur wurde bei 37°C unter
Schiitteln inkubiert. Am ndchsten Morgen wurden 200 ml LB-Medium mit einer Endkonzentration von 15 pg/ml
Tetrazyklin mit 1-5 ml der Ubernachtkultur angeimpft. Die Bakterien wurden nun bei 37°C unter Schiitteln (ca. 2 h)
bis zu einer ODggy von 0,6-0,8 vermehrt. Dann wurde die Flussigkultur auf vier 50 ml Réhrchen verteilt und bei
1.000 g und 4°C 10 min zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen und das Pellet in 1/40 des Ausgangsvolumens
(2,5 ml) eiskaltem TSS aufgenommen und resuspendiert. Die Suspension wurde in Aliquots zu 100 pl auf vorgekihlte
Eppendorf-ReaktionsgefaBe verteilt und sofort in flissigem Stickstoff eingefroren. Die kompetenten Bakterien wurden

bei -70°C gelagert und waren mehrere Wochen haltbar.

4.1.6 Bestimmung der erreichten Kompetenz

Die erzielte Kompetenz der Bakterienzellen kann mit folgender mathematischer Gleichung berechnet werden: Anzahl
der nach der Transformation Kolonie bildenden Bakterieneinheiten (,colony forming units® = cfu) dividiert durch die
eingesetzte Menge an Plasmid-DNA in Mikrogramm. Wiinschenswert ist ein Wert von 107-109 cfu/pg Plasmid-DNA, in
Bezug auf den pUC18-Vektor.

Um die Kompetenz der Bakterienzellen mdglichst genau zu berechnen, wurden 10, 100 und 1.000 pg der pUC18-
Vektor-DNA in die Bakterien transformiert (Transformation von Bakterien siehe 4.1.7), die sich auf den
Selektionsplatten bildenden Kolonien ausgezdhlt und daraus die Transformationsrate fiir 1 ug DNA des pUC18-
Vektors extrapoliert.



4.1.7 Transformation von Plasmid-DNA in Bakterien

Ldsungen:
LB-Medium (siehe 4.1.1)

4.1.7.1 Transformation von Rosetta™ (DE3)pLysS Competent Cells E.coli

Ein Aliquot (100 pl) kompetenter Rosetta-Bakterien wurde mit 300 ng Plasmid-DNA vermischt. Der Ansatz wurde 45
min auf Eis inkubiert, dann fiir 45 Sek bei 42°C einem Hitzeschock ausgesetzt, nach dem der Ansatz sofort wieder
auf Eis gestellt wurde. AnschlieBend wurden 800 pl LB-Medium zugegeben und das GefaB 1,5 h bei 37°C geschiittelt.
Der Uberstand wurde bis auf ca. 400 pl abgenommen, in denen das Pellet vorsichtig resuspendiert wurde.
AnschlieBend wurden 150 pl bzw 300 pl auf entsprechenden Selektionsplatten (je nach Antibiotikaresistenz, die das
transformierte Plasmid tragt, sowie Chloramphenicol) ausgestrichen.

4.1.7.2 Transformation von E.coli XL1blue

Ein Aliquot (100 pl) kompetenter XL 1blue wurde mit 50-100 ng Plasmid-DNA vermischt. Der Ansatz wurde 60 Min
auf Eis inkubiert, dann fiir 90 Sek bei 42°C einem Hitzeschock ausgesetzt, nach dem der Ansatz sofort wieder auf Eis
gestellt wurde. AnschlieBend wurden 900 pl LB-Medium zugegeben und das GefaB 1 h bei 37°C geschiittelt. Danach
wurden zwei Verdiinnungen auf entsprechenden Selektionsplatten ausgestrichen (je nach Antibiotikaresistenz, die
das transformierte Plasmid tragt). Zunachst wurden 100 pl entnommen und ausgestrichen (1/10), der Rest wurde bei
10.000 rpm fiir 30 sek in einer Tischzentrifuge abzentrifugiert. Der Uberstand wurde bis auf ca. 100 pl abgenommen,

in denen das Pellet vorsichtig resuspendiert wurde. AnschlieBend wurde alles auf einer zweiten Platte ausgestrichen

Clo)-

4.2  Molekularbiologische Methoden

4.2.1 PCR (Polymerase Kettenreaktion) zur Vermehrung von DNA-Abschnitten

Mit Hilfe der Polymerase Kettenreaktion (PCR) ist es mdglich, bestimmte DNA-Abschnitte selektiv zu vervielfaltigen.
Die Grenzen der zu kopierenden Nukleinsaurebereiche werden durch kurze, kiinstlich hergestellte DNA-Stiicke, so
genannte Oligonukleotid-Primer, eingefasst. Die Arbeitstechnik basiert auf einer sich zyklisch wiederholenden
Einzelstrang-DNA-Synthese durch thermostabile DNA-Polymerasen, die aus thermophilen Archaebakterien (wie z. B.
Thermus aquaticus) isoliert wurden. Neben den Primern bendtigt die Polymerase Desoxyribonukleosid-Triphosphate
(dATP, dCTP, dGTP, dTTP), die Grundbausteine eines DNA-Molekiils. Ein PCR-Zyklus gliedert sich in drei
charakteristische Schritte:
1) Denaturierung (= ,Aufschmelzen™) des DNA-Doppelstrangs bei 95°C.
2) Annealing (= ,Anlagerung®) der im Uberschuss vorliegenden Oligonukleotid-Primer bei 50 — 60°C; die Primer
bilden das 5-Ende der neu zu synthetisierenden Komplementarstrange.
3) Elongation (= ,Verlangerung") des komplementdren Tochterstrangs durch die DNA-Polymerase bei 72°C.
Nach wiederholtem Denaturierungsschritt (1) bilden nun die beiden neu gebildeten DNA-Abschnitte ihrerseits eine
Matrize aus. Durch die Dublettierung der DNA nach jedem Zyklusdurchlauf kommt es zu einer exponentiellen
Anreicherung des gewiinschten DNA-Fragmentes (2"), wobei ,n" die Anzahl der Zyklusdurchldufe widerspiegelt.
Im Normalfall wird ein PCR-Zyklus 25-35 Mal wiederholt.

Durchfiihrung der PCR:
Fir die Amplifikation von DNA-Fragmenten wurde die Tag-Polymerase verwendet. Das Enzym wurde entweder von
der Firma Promega (Mannheim) bezogen oder am Institut selbst hergestellt. Die Tag-Polymerase besitzt die

Fahigkeit, am 3’-Ende des PCR-Produkts Adenosin-Uberhénge anzufiigen. Sie arbeitet mit einer Syntheseleistung von



ca. 1000 Basen pro Minute und besitzt keine 3'-5-Exonuklease-Aktivitat (Fehlerkorrektur). Fiir die Klonierung in
Expressionsvektoren oder bei der Erzeugung von Punktmutationen mussten amplifizierte DNA-Bereiche ein hohes
MaB an Genauigkeit bezliglich des Ausgangstemplates aufweisen. Zu diesem Zweck wurden DNA-Polymerasen mit
einer Korrekturlese (Proofreading)-Funktion herangezogen. Es wurde zum einen mit der Pfu-Polymerase
(Promega/eigene Herstellung) aus Pyrococcus furiosus gearbeitet, die eine niedrigere Syntheseleistung von 500
Basen pro Minute aufweist. Zum anderen wurde die High Fidelity Polymerase Phusion™ (Finnzymes) verwendet, die
eine 6-fach niedrigere Fehlerrate wie die Pfu-Polymerase aufweist, dabei jedoch 8-fach schneller arbeitet. Es handelt
sich um bei dem Enzym um eine optimierte Form der Pfu-Polymerase. Die jeweiligen Syntheseleistungen der
verschiedenen DNA-Polymerasen mussten bei der Bestimmung der Elongationszeiten einer PCR beriicksichtigt

werden.

Pipetierschema fiir Tag-Polymerase (50 ul-Ansatz):
5-100 ng Template-DNA

4l MgCl, (25 mM)

5ul 10-fach-Puffer (Promega, eigene Herstellung)

1l dNTP-Mix (10 mM SL je Nukleotid, MBI)

1pl 5’-Primer (10 pmol/ul), biomers.net GmbH)

1pl 3’-Primer (10 pmol/ul), biomers.net GmbH)

0,2 ul Tag-DNA-Polymerase (5 U/pul, Promega, eigene Herstellung)
auf 50 pl H,0pigest auffilllen

Pipetierschema fir Pfu-Polymerase (50 ul-Ansatz):
5-100 ng Template-DNA

5ul 10-fach-Puffer + MgS0O, (Promega)

1pl dNTP-Mix (10 mM SL je Nukleotid, MBI)
1l 5'-Primer (10 pmol/ul), biomers.net GmbH)
1pl 3’-Primer (10 pmol/ul), biomers.net GmbH)
0,2 ul Pfu-DNA-Polymerase (5 U/pl, Promega)

auf 50 pl H,Opigest auffiillen

Pipetierschema fir Phusion™-Polymerase (50 ul-Ansatz):
5-100 ng Template-DNA

5ul 10-fach-Puffer + MgS0O, (Promega)

0,5 ul dNTP-Mix (10 mM SL je Nukleotid, MBI)
1l 5'-Primer (10 pmol/ul), biomers.net GmbH)
1l 3'-Primer (10 pmol/ul), biomers.net GmbH)
0,2 ul Phusion™-DNA-Polymerase (5 U/ul, Finnzymes)

auf 50 pl H,0pigest auffilllen

Der Ansatz wurde auf Eis in einem 0,5 mI-PCR-Reaktionsgefa zusammen pipettiert, wobei die DNA-Polymerase zum
Schluss zugegeben wurde. Der Ansatz wurde griindlich vermischt, abzentrifugiert und in einer PCR-Maschine mit
folgendem Programm erhitzt:



1 initiale Denaturierung 1 min, 98°C
Denaturierung 30 sek, 98°C

25-30 Primer Annealing 30 sek (Temperatur je nach Primer)
Elongation 1 min pro 1000 Basen (Taq) 72°C

1 min pro 500 Basen (Pfu) 68°C

15 sek pro 1000 Basen (Phusion™) 72°C

1 finale Elongation 5 min, 72°C
Kihlung 4°C

Die Auswertung der PCR-Produkte erfolgte in einem 1 %igen Agarose-Gel (siehe 4.2.11).

4.2.2 RT-PCR (Reverse-Transkriptions-Polymerasekettenreaktion)

Die RT-PCR (Reverse Transcriptase Polymerase Chain Reaction) gliedert sich in zwei Abschnitte. Zunachst wird RNA
mit Hilfe des Enzyms Reverse Transkriptase in DNA (bersetzt. Da mRNA nur aus Exons besteht, unterscheidet sich
die bei dieser Prozedur entstehende DNA von der im Genom des Organismus, aus dem die RNA isoliert wurde. Man
nennt die entstandene DNA cDNA, wobei das c fiir ,complementary" steht. Man nutzt diese Technik beispielsweise
fur die Klonierung unbekannter cDNA-Sequenzen, indem man zunachst die isolierte Gesamt-RNA in cDNA umschreibt
und dann mit spezifischen Primern (die Sequenzen kdnnen z.B. aus dem entsprechenden Gen eines verwandten

Organismus stammen) die gesuchte cDNA amplifiziert.

Pipettierschema fiir eine RT-Reaktion (20 ul-Ansatz):

1l RNase-Inhibitor (40 U/ul, MBI)

4 ul RT-Puffer (10x, Promega)

1l dNTPs (500 pg/ul MBI Fermentas GmbH)

1l Oligo(dT) Primer (MBI Fermentas GmbH)

1l Reverse Transkriptase MMULV (200 U/ul, Promega)

auf 20 pl HyOpigest auffiillen

Durch Auf- und Abpipettieren gut mischen und im Thermocycler 1 h bei 37°C inkubieren, 5 min bei 95°C
hitzeinaktivieren und schlieBlich bei 4°C kihlen. Aus einem RT-Ansatz wurden 2 pl in eine sich anschlieBende PCR
eingesetzt. Der RT-Ansatz konnte mehrere Wochen stabil bei 4°C gelagert werden, um fiir weitere PCR-Reaktionen

verwendet zu werden.

4.2.3 Primer und Primerdesign

Der Erfolg einer PCR hangt im Wesentlichen von den verwendeten Primern ab, an die gewisse Anforderungen gestellt
werden missen: Zum einen sollten sie nicht mit sich selbst hybridisieren oder an den anderen Primer binden kénnen.
Zum anderen sollten sie insbesondere im 3'-Bereich keine Haarnadelstrukturen ausbilden und ihre komplementdare
Sequenz darf auf der eingesetzten DNA nur einmal vorkommen. Es sollte darauf geachtet werden, dass die
Schmelztemperatur der beiden eingesetzten Primer etwa gleich hoch sind und der G/C-Gehalt ihrer Sequenzen
zwischen 40 — 60 % liegt. Zur Berechnung der Schmelztemperatur kann folgende empirische Formel herangezogen
werden:
Thn=4 Z(GC)+2 Z(AT)-5



Zur Insertion eines PCR-Produkts in einen Klonierungsvektor, wurden an die 5-Enden der Primer geeignete
Schnittstellen fiir spezifische Restriktionsenzyme angehangt. Zusatzlich zur Schnittstellensequenz wurden bis zu drei
weitere Basen angehangt, um ein einwandfreies Schneiden der Enzyme zu gewahrleisten. Die veranderte
Schmelztemperatur, die durch das Anfiigen von Schnittstellen resultierte, wurde nach 5 Zyklen bei der
Annealingtemperatur beriicksichtigt und dementsprechend erhoht. Die in dieser Arbeit verwendeten Primer wurden
mit der Software ,OLIGO" designt und von der Firma biomers.net GmbH (UIm) in Kartuschen-gereinigter Qualitat

bezogen.

4.2.4 Kolonie-PCR

Nach der Klonierung von DNA-Fragmenten in bakterielle Vektoren wurden die erhaltenen Klone u.a. durch Kolonie-
PCR auf eine erfolgreiche Ligation hin Uberprift. AuBerdem war es mdglich, die Orientierung, in der das einklonierte
DNA-Fragment in den Vektor inseriert hatte, herauszufinden. Fir die PCR wurde statt isolierter DNA etwas
Bakterienmaterial als ,, Template®™ eingesetzt und mit geeigneten Primern Uberpriift, ob das Insert im Vektor war (5™-
und 3'-Primer binden innerhalb der inserierten Sequenz oder an Sequenzbereiche des Vektors, die vor und hinter
dem Insert liegen) bzw. in welcher Orientierung es inseriert hatte (5'-Primer bindet im Vektor, 3'-Primer am 3'-Ende

des Inserts, oder umgekehrt). Hierfiir wurde eine Tag-DNA-Polymerase verwendet.

Pipettierschema fiir Kolonie-PCR (25 ul-Ansatz):
5-100 ng Template-DNA

1,5 pl MgCl, (25 mM)

2,5 ul 10-fach-Puffer (Promega)

0,5 ul dNTP-Mix (10 mM SL je Nukleotid, MBI)

0,25 pl 5'-Primer (10 pmol/ul), biomers.net GmbH)
0,25 pl 3'-Primer (10 pmol/ul), biomers.net GmbH)

0,5 ul Taqg-DNA-Polymerase (5 U/ul, Promega, eigene Herstellung)
auf 25 pl H,0pidest auffiillen

Durchfiihrung:

Zunachst wurde je nach Anzahl der zu testenden Klone ein ,Master-Mix" des 25 pl-PCR-Ansatzes pipettiert, der auf
PCR-ReaktionsgefdBe verteilt wurde. Die zu testende Bakterienkolonie wurde von einer Agarplatte mit einer sterilen
Pipettenspitze gepickt. Mit der Pipettenspitze wurde ein Teil des Bakterienmaterials auf eine neue Replika-Agarplatte
Uibertragen, die man bei 37°C inkubierte, um am Abend eine Ubernachtkultur animpfen zu kénnen (siehe 4.1.1). Der
Rest des Bakterienmaterials in der Pipettenspitze wurde mit dem PCR-Ansatz vermischt. Programm fiir den
Thermocycler: siehe 4.2.1.

4.2.5 Punktmutagenese

Zum Erzeugen einer Punktmutation (Insertion bzw. Deletion einer Base) in einer DNA-Sequenz wurde nach einer
Arbeitsanleitung des QuickChange® Site-Directed Mutagenese Kit (Stratagene) gearbeitet. Dazu wird ein Primerpaar
benétigt, das die gewtinschte Mutation aufweist. Die Mutationsstelle wird zu beiden Seiten von ca. 15 Basen flankiert.
Der zu mutierende DNA-Bereich muss in einem Klonierungsvektor inseriert sein. Die Primer binden an die
komplementdren DNA-Bereiche (mit Ausnahme der punktmutierten Stelle). In einer PCR-Reaktion verldngert eine
Phusion™-DNA-Polymerase die Primer und synthetisiert die DNA-Strange des gesamten Vektors. Durch den Einbau
der Primer entsteht ein mutiertes Plasmid mit versetzten Liicken. AnschlieBend wird der PCR-Ansatz (50 pL) mit der
DNA-Endonuklease Dpn I (0,5 pL = 2.5 U/pL) fir 1 h bei 37°C verdaut. Dpn I schneidet spezifisch methylierte und
hemi-methylierte DNA und wird zum Entfernen des parentalen DNA-Templates verwendet. Plasmid-DNA, die aus



E.coli-Bakterien isoliert wurde, ist immer methyliert und kann deswegen von Dpn I beseitigt werden. Deshalb werden
nur die Template-DNA oder Hybride aus einem mutierten und einem Template-Strang verdaut, nicht aber die
mutierten Plasmide. Nach einer 15 minltigen Hitzeinaktivierung (85°C) der Endonuklease Dpn I wurde der
zurlickbleibende Vektor, der die gewinschte Punktmutation im Insert enthdlt, in kompetente XL1-Blue
Bakterienzellen transformiert und vermehrt. Am nachsten Tag wurde die Plasmid-DNA isoliert und mit geeigneten
Primern sequenziert. Die Punktmutagenese wurde nach Angaben des Herstellers durchgefiihrt.

4.2.6 Primerdesign fiir eine Punktmutagenese

Die Primer einer punktgerichteten Mutagenese miissen nachfolgende Eigenschaften aufweisen:

1) 5- und 3'-Primer missen die gewiinschte Mutation enthalten und jeweils an dieselbe Sequenz der
komplementaren DNA-Strange binden.

2) Die Primer miissen eine Lange von 25-45 Basen aufweisen und ihre Schmelztemperatur (T,,) sollte
mindestens 78°C betragen.

3) Fir die Berechnung der Schmelztemperatur von Primern zur Herstellung von Punktmutanten wurde diese

Formel benutzt:

Tm = 81,5 + 0,41(% GC) — 675/N - % mismatch

N = Lange des Primers in Basen
% GC = GC-Gehalt in ganzen Zahlen

% mismatch = Anteil an Nichtpaarungen in ganzen Zahlen

4) Die gewlinschte Mutation sollte in der Mitte des Primers liegen, links und rechts flankiert von 15 Basen, die

homolog zur Template-Sequenz sein muissen.

Durchfiihrung:

Pipetierschema:

X pl Template-DNA (20, 50 ng)

5ul 10-fach-Puffer (Finnzymes)

1pl dNTP-Mix (10 mM SL je Nukleotid, MBI)
1l 5'-Primer (10 pmol/ul), biomers.net GmbH)
1l 3'-Primer (10 pmol/ul), biomers.net GmbH)
0,2 ul Phusion™-DNA-Polymerase (5 U/pl, Finnzymes)

auf 25 pl H,0pidest auffiillen

Der Ansatz wurde griindlich vermischt und anschlieBend im PCR-Gerat mit folgendem Programm inkubiert:

1 initiale Denaturierung 5 min, 95°C

Denaturierung 30 sek, 95°C
15 Primer Annealing 30 sek 57°C

Elongation 15 sek pro 1000 Basen 72°C
1 finale Elongation 5 min, 72°C

Kihlung 4°C




4.2.7 Plasmid-DNA-Isolation

Diese Methode ist eine Kombination aus alkalischer Lyse und Adsorption der DNA an ein Silika-Gel unter Hochsalz-
Bedingungen. Die DNA wird dabei nicht gefallt, sondern an das Gel gebunden und anschlieBend mit einem
Niedrigsalz-Puffer (z. B. H,Op¢est) bei pH 7,0-8,5 eluiert. Die durch diese Methode gewonnene Plasmid-DNA besitzt
eine sehr hohe Reinheit und ist somit auch fir empfindlichere Reaktionen wie Sequenzierungen oder Transfektionen

einsetzbar.

4.2.7.1 Miniprep

Die Praparation wurde mit dem E.Z.N.A.® Plasmid MiniPrep Kit I der Firma Peglab Biotechnologie GmbH nach
Herstellerprotokoll ausgehend von 7 ml Ubernachtkultur durchgefiihrt. Eluiert wurde mit 50 pL H,Opigest Was
Ausbeuten von 100 bis 600 ng/ul erbrachte

4.2.7.2 Midiprep

Isolierung von groBeren Mengen Plasmid-DNA aus E.coli wurde mit dem NucleoBond® AX-100 MidiPrep-Kit der Firma
Macherey-Nagel durchgefiihrt.

Es wurde 100-ml-Bakterien-Ubernachtkultur verwendet. Die Durchfiihrung erfolgte genau nach dem Protokoll des
Herstellers. Die sedimentierte Plasmid-DNA wurde in 100 pL H,Opigest aufgenommen, wobei Ausbeuten von 1,5 bis 3

pg/ul erzielt wurden.

4.2.8 Restriktionsverdau

Restriktionsverdaus wurden zur Umklonierung von DNA-Fragmenten, zur Linearisierung von Vektoren und zur
Analyse von Klonen durchgefiihrt, um festzustellen, ob ein Insert in den Vektor ligiert hatte und eventuell, um die
Orientierung des Inserts im Vektor zu bestimmen.

Fir solche Verdaue benétigt man Restriktionsenzyme (genauer: Restriktionsendonukleasen). Diese schneiden DNA an
definierten Sequenzen. Man unterscheidet Restriktionsenzyme vom Typ I, II und III. In der Molekularbiologie werden
meistens Vertreter des Typs II, sog. Nukleasen, und dort speziell die Endonukleasen verwendet, die jeweils eine
spezifische Nukleotidsequenz erkennen und innerhalb des DNA-Stranges darin schneiden. Dabei kdnnen je nach
verwendetem Restriktionsenzym glatte (blunt) oder kohdsive (sticky) Enden entstehen. Schnittstellen mit
Uberhangenden Enden konnen effizient mit komplementaren Enden ligiert werden, die mit demselben Enzym

geschnitten wurden, was man sich auch bei der Umklonierung von DNA-Fragmenten zu Nutze machen kann.

Standardansatz fir einen Restriktionsverdau (20 ul):

1-2 ug Plasmid-DNA
2 ul 10-fach Puffer (MBI Fermentas GmbH)
1l Restriktionsenzym (5 U/ul MBI Fermentas GmbH)

auf 20 pl HyOpigest auffiillen

Der Ansatz wurde gemischt und 1-2 h bei 37°C (Temperatur ist abhdangig vom verwendeten Enzym!) inkkubiert.
AnschlieBend wurden 4 pl 6x DNA-Beladungspuffer zugegeben und der Verdau im 1%igen Agarosegel analysiert
(siehe 4.2.11).

Wurde die verdaute DNA fiir Folgeversuche benétigt, erfolgte vor der Gelelektrophorese je nach Enzym ein
Inaktivierungsschritt bei 65-85°C fiir 15 min



4.2.9 Verdau von PCR-Produkten

Die PCR ermdglicht das Anhdngen von Restriktionsstellen an das 5'- und 3'-Ende des PCR-Produkts. Damit diese
Schnittstellen erkannt und geschnitten werden kénnen, miissen sie einen Uberhang von einer oder mehreren Basen
besitzen. Die Mindestanzahl der Basen in diesem Uberhang ist dabei abhingig vom verwendeten Enzym.
Entsprechende Tabellen finden sich im Katalog von MBI oder auf
http://www.fermentas.com/techinfo/re/restrdigpcrii.htm.

Die in dieser Arbeit am h&ufigsten verwendeten Schnittstellen benétigen meist nur 1 Base Uberhang, standardmaBig
wurden jedoch immer mindestens 3-4 Basen angehdngt. Das PCR-Produkt kann entweder direkt verdaut werden
durch Zugabe des Restriktionsenzyms zum PCR-Ansatz (falls die Pufferzusammensetzung es zuldsst), oder nach
einem Reinigungsschritt (siehe auch 4.2.7) liber einen normalen Restriktionsverdau (siehe 4.2.8).

4.2.10 Photometrische Konzentrationsbestimmung von Nukleinsauren (DNA und
RNA)

Die Konzentration der gewonnenen DNA und RNA wurde photometrisch (Biophotometer, Eppendorf) Uber die
Absorption bei einer Wellenldnge von 260 nm gemessen (Nukleinsduren besitzen dort ihr Absorptionsmaximum).
Gemessen wurde eine 1:100-Verdiinnung gegen einen entsprechenden Leerwert. Dabei gilt, dass eine OD,g von 1
etwa 50 pg/ml DNA bzw. 40 pg/ml RNA entspricht. Aus den Quotienten OD,g0/OD,g9 und OD,go/ODy3¢ konnten
Aussagen Uber die Reinheit der Probe getroffen werden. Die Absorption bei 280 nm spiegelt die Verunreinigungen
durch Proteine wieder, wahrend Peptide, aromatische Verbindungen und Kohlenhydrate bei 230 nm ihr
Absorptionsmaximum haben. In nachfolgender Tabelle ist zusammengefasst, wie von der OD auf die Konzentration

geschlossen werden kann und wie die Quotienten 2%%/,g, und 2%°/,3, bei reinen Proben aussehen sollten.

50 pg/ml
37 pg/mi 1,8 2,2
40 pg/ml 2,0 2,2
30 pg/mi 1,8 2,2

Tab. 4.1: Abhdngigkeit der OD von der Nukleinsdurekonzentration

4.2.11 Auftrennung von DNA-Fragmenten durch Agarosegelelektrophorese

Die Auftrennung der DNA erfolgt am negativ geladenen Phosphoribose-Riickgrat. Wird ein elektrisches Feld angelegt
bewegen sich die DNA-Molekile in wassriger Lésung zur positiv geladenen Anode. Laufen diese Bewegungen in
einem molekularen Netzwerk ab, wie in einem Agarosegel, so werden die einzelnen DNA-Molekiile je nach GroBe und
Form aufgetrennt, wobei die Wanderungsgeschwindigkeit mit der GroBe abnimmt. Aber auch die Konformation der
DNA beeinflusst die Wanderungsgeschwindigkeit. Ringférmige kovalent geschlossene DNA lauft schneller, je groBer
ihre Verwindungszahl ist, egal ob die DNA negativ oder positiv superspiralisiert vorliegt. Linearisierte DNA wandert
etwas schneller als das entspannte, geschlossene Plasmid.

Die Trennscharfe hangt von der Gesamtlaufweite und der Agarosekonzentration im Gel ab. Die Konzentration sollte
dem GréBenbereich der erwarteten Fragmente angepasst werden.

Um die DNA-Banden im Agarosegel sichtbar zu machen, wird Ethidiumbromid zugegeben. Dieser Fluoreszenzfarbstoff
interkaliert zwischen den Basen der DNA und erzeugt bei Anregung mit UV-Licht eine orange Fluoreszenz.



0,3 5-60 kb
0,6 1-20 kb
0,7 0,8-10 kb
0,9 0,5-7 kb
1,2 0,4-6 kb
1,5 0,2-3 kb
2,0 0,1-2 kb

Tab. 4.2: Verschiedene Agarosekonzentrationen bei entsprechenden PCR-Produktlangen.

Ldsungen:
20x SB-Puffer (pH 8,5): 200 mM NaOH

= pH 8,5 mit Borsdure einstellen
6x MassRuler™ Loading Dye Solution MBI Fermentas GmbH

Laufpuffer 1x SB

Ethidiumbromid-Stammldsung (50 mg/ml)

Durchfiihrung.

Fir ein 1 %iges Gel wurden 0,5 g Agarose (Peglab) in 50 ml 1x SB gel6st und aufgekocht. Nachdem die Lésung auf
etwa 50°C abgekuihlt war, wurde 1 pl der Ethidiumbromid-Stammlésung zugegeben. Die Lésung wurde gut gemischt
und in einen Gelschlitten gegossen, welcher vorher mit Tesafilm abgedichtet wurde. Zum Auftragen der Proben
wurde anschlieBend ein Kamm eingesteckt. Nach ca. 30 min war das Gel komplett polymerisiert und konnte
verwendet werden. Sollte die Polymerisation schneller erfolgen konnte das Gel auch bei 4°C gegossen werden, was
aber die Qualitéat der Auftrennung etwas verschlechtert. Das Gel wurde nach Entfernen des Tesafilms mit dem
Gelschlitten in eine mit 1x SB-Puffer gefiillte Elektrophoresekammer gesetzt und mit 1x SB-Puffer Uberschichtet.
Dann wurde der Kamm vorsichtig herausgezogen und eventuell vorhandene Luftblasen aus den Taschen entfernt.
AnschlieBend wurden die zu analysierenden Proben mit Loading Dye versetzt und in die Geltaschen pipettiert. Um die
GroBen der aufgetrennten DNA-Fragmente bestimmen zu kénnen, wurde in einer Spur ein Gemisch aus Fragmenten
definierter GroBe als Marker mit aufgetragen. Es wurde dabei einer der folgenden Marker benutzt:

bp ng/20ul ng/15pl ng/10pl ng/Spl ng/3pl

—5000 80 60 40 20 12
—2000 80 60 40 20 12

W

8

—850 80 60 40 20 12
—400 80 60 40 20 12

—100 80 60 40 20 12

Abb. 4.1: DNA Fragmente spezifischer Ldnge des DNA Markers FastRuler™ DNA Ladder, Middle Range, MBI Fermentas GmbH
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Abb. 4.2: DNA Fragmente spezifischer Lange des DNA Markers O'GeneRuler™ 1kb DNA Ladder, MBI Fermentas GmbH

4.2.12 Gelextraktion von DNA-Fragmenten (Peqlab)

Die Extraktion von DNA-Fragmenten aus Agarosegelen wurde mit dem Peglab Gel Extraction Kit der Firma Peglab
durchgefiihrt. Die gewilinschten Banden wurden mit einer Skalpellklinge aus dem Gel ausgeschnitten und
anschlieBend die DNA aus dem Gel extrahiert. Vorgegangen wurde dabei nach Herstellerprotokoll, die finale Elution
der DNA wurde je nach erwtinschter Konzentration mit 40 pl HPLC-H,O durchgefiihrt.

Es wurde Agarose der Firma Peglab verwendet, die eine niedrige Bindungsaffinitdt zu Nukleinsdauren besitzt. Dadurch
wurde die Elution der DNA erleichtert und die Ausbeuten erhéht. Die eluierte DNA stand sofort ohne weitere

Bearbeitungsschritte fiir Folgeversuche zur Verfligung. Lagerung erfolgte bei -20°C.

4.2.13 DNA-Fillung

DNA wurde mit Natriumacetat und Ethanol gefallt. Dafiir wurde 1/10 Volumen 3M Na-Acetat (pH 5,2) bzw. 4M (pH
4,6) zur DNA-L6sung zugegeben. DNA-Fallungen erfolgten standardmaBig in 100 pl Ansatzen. Kleinere Ansdtze, z. B.
bei einem Verdau oder bei Sequenzierungen wurden mit H,Opqest aufgefiillt. Danach wurden 2,5 Volumina 100 %-
iges Ethanol p.a. zum Ansatz gegeben und gut vermischt. Um die Ausbeute zu erhéhen, konnte der Ansatz Uber
Nacht bei —20°C gelagert werden. AnschlieBend wurde die Lésung 20-30 min bei 12.000 g und 4°C zentrifugiert. Der
Uberstand wurde abgenommen und das Sediment wurde mit 500 pl 70 %-igem Ethanol p.a. gewaschen.
AnschlieBend wurde der Ansatz 15 min erneut bei 12.000 g und 4°C zentrifugiert, dieser Waschschritt wurde einmal
wiederholt. Der Uberstand wurde vorsichtig, ohne das Sediment zu beriihren, abgenommen. Das Sediment wurde

luftgetrocknet.

4.2.14 DNA-Sequenzierung

Sequenzierungen wurden nach der von Sanger et al. (1977) entwickelten Kettenabbruch-Methode durchgefiihrt. Die
Methode beruht darauf, dass bei einer PCR Didesoxynukleosid-Triphosphate (ddNTPs) in stécheometrischer Menge
beigefiigt werden. Wird bei der DNA-Polymerisation durch die Polymerase ein solches Nukleotid eingebaut, kommt es
zum Abbruch der Polymerisation, da die DNA-Polymerase wegen der fehlenden 3’-OH-Gruppe an der Ribose des
Nukleotids kein weiteres anfiigen kann. Auf diese Weise erhadlt man DNA-Fragmente verschiedenster Langen, die alle



an ihren Enden ein ddNTP (ddATP, ddTTP, ddCTP oder ddGTP) tragen. Friiher mussten 4 parallele Ansdtze gefahren
werden, jeweils einer fiir die 4 verschiedenen Nukleotide (A, T, C, G). Um die DNA-Fragmente zu markieren wurden
die Reaktionen mit Radioisotopen durchgefiihrt, die anschlieBend Uber spezielle Sequenziergele aufgetrennt wurden,
mit denen dann ein Rontgenfilm belichtet wurde. Aus den Bandenmustern konnte dann die DNA-Sequenz abgelesen
werden.

In einer verfeinerten Methode kommen fluoreszenzmarkierte ddNTPs zum Einsatz, wobei jedes Nukleotid mit einem
anderen Farbstoff markiert ist (Adenin: R6G, griin; Thymin: ROX, rot; Cytosin: TAMRA, gelb; Guanin: R110, blau). In
diesem System wird die zu sequenzierende DNA mit einem entsprechenden Primer und einem Premix (ABI Prism®
BigDye™ Terminator Cycle Sequencing Ready Reaction Kit), der dNTPs, markierte ddNTPs, Tag-DNA-Polymerase,
MgCl, und den Puffer enthalt, gemischt und in einer PCR amplifiziert. So entstehen DNA-Fragmente verschiedenster
Langen, mit jeweils einem markierten Nukleotid an ihren Enden, wobei Fragmente gleicher Lange auch den gleichen
Farbstoff als Markierung tragen. Diese Fragmente werden in einem Kapillar-Gelsystem der Grée nach aufgetrennt
und mit einem Laser angeregt. Je nach Farbstoff wird ein Licht spezifischer Wellenldnge emittiert, das von einem
Photoelement registriert und an einen Computer weitergeleitet wird. Der Computer setzt die einzelnen Messdaten
Uber eine geeignete Software schlieBlich zu einer Sequenz zusammen.

Durchfiihrung:

Standardansatz einer Sequenzierungs-Reaktion (20 il):

5ul Premix (Bigdye™, Applied Biosystems)
200-300 ng Plasmid-DNA

10 pmol Sequenzierungsprimer

auf 20 pl HPLC-H,0 auffiillen

Dieser Ansatz wurde gut vermischt und anschlieBend in einem Thermocycler bei folgendem Programm inkubiert:

1 initiale Denaturierung 2 min, 96°C
Denaturierung 30 sek, 96°C

25 Primer Annealing 30 sek (Temperatur je nach Primer)
Elongation 4 min, 60°C
Kihlung 4°C

Die Annealing-Temperatur wurde je nach Primer gewahlt, fir Standard-Sequenzierprimer (T3, T7, M13 forward, M13
reverse) wurde sie auf 48°C eingestellt.

Der Ansatz wurde nach der Reaktion mit Na-Acetat und Ethanol gefallt (siehe 4.2.13), getrocknet und in 25 pl HiDi
Formamid (Applied Biosystems) aufgenommen und (ber Nacht bei 4°C gelost. AnschlieBend wurde er in ein
Sequenzierungs-GefaB mit aufgesetztem Septum Uberfiihrt. Die erhaltenen Sequenzen wurden mit der Software
Chromas 1.45 gedffnet und durch Sequenzvergleich mit einem frei zuganglichem Internetprogramm

(http://genome.cs.mtu.edu/align/align.html) ausgewertet.



4.2.15 AT-Klonierung von PCR-Fragmenten

4.2.15.1 Klonierung in den pCR®2.1-Vektor mit dem TOPO TA Cloning® Kit (Invitrogen)

Die Klonierungsmethode des TOPO TA Cloning® Kits (Invitrogen) macht sich die Tatsache zu Nutze, dass Tag- und
Tfl-Polymerasen durch ihre terminale Transferase-Aktivitit einen 3’-Uberhang aus Desoxyadenosinen an das PCR-
Produkt anfiigen. Der Vektor liegt in linearisiertem Zustand vor und besitzt einen 3-Uberhang aus Thymidinen.
AuBerdem ist das Enzym Topoisomerase I kovalent an die offenen 3’-Enden des Vektors gebunden. Durch die
Ligationsaktivitat der Topoisomerase I, wird ein PCR-Produkt mit 3’-A-Uberhang schnell in den Vektor integriert,

wobei das Enzym dissoziiert. Das Prinzip ist in Abb. 4.3

Topoisomerase [ recognition sites

\ verdeutlicht. Diese Methode erlaubt auch eine Vorauswahl
AGGG

@ % i moglicher positiver Klone Gber Blau/WeiB-Selektion, wobei
é) ®/ e die positiven, also die Klone mit integriertem PCR-Produkt,
; gccmf | T AT weiB bleiben, wéhrend die Klone ohne Insert blau werden.
GGGA
s, . Covalently-bound Ohne Insert wird das lacZ-Gen exprimiert und X-Gal als
topoisomerase [
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Abb. 4.3: Prinzip des TOPO TA Cloning® Kits
(Abb. von der Firma Invitrogen)

Durchfiihrung.
Wurde die PCR mit Phusion™ High-Fidelity DNA Polymerase durchgefiihrt, mussten zunéchst wie folgt A-Uberhdnge
geschaffen werden.

40 pl aus Gel eluierter PCR-Ansatz

3l MgCl; (25 mM)

5ul 10-fach Puffer (Finnzymes)

1l dNTPs (10 mM, MBI Fermentas GmbH)
0,5 ul Phusion™ -DNA-Polymerase (Finnzymes)

auf 50 pl HPLC-H,0 auffiillen

Programm fiir den Thermocycler:

1 Anhangen von terminalen As 10 min, 72°C




AnschlieBend wurde folgender Ansatz fiir die TOPO-Reaktion pipettiert:

4l PCR-Produkt mit A-Uberhdngen
1l Salt Solution (Invitrogen)
0,5 ul TOPO®-Vektor (Invitrogen)

auf 6 pl HPLC-H,0 auffiillen

Der Ansatz wurde gemischt und 30 min bei 22°C inkubiert, bevor ein aufgetautes Aliquot kompetenter E. coli XL1-
blue zupipettiert wurde. Danach erfolgten eine 45 min Inkubation auf Eis und ein 30 sek Hitzeschock bei 42°C. Zum
Abkihlen wurde das ReaktionsgefaB anschlieBend fiir 2 min auf Eis gestellt. 250 pyl SOC-Medium wurden zugegeben;
vor der Ausplattierung folgte eine 1 h Inkubation bei 37°C. Fir das blau-weiB Screening wurden 20 pl der 100 mg/ml
X-gal Stammlésung und 1 pl der 1 M IPTG Stammldsung zu 100 pl LB-Medium pipettiert und dieses Gemisch dann 1
h vor dem Animpfen auf LBya,-Platte ausgestrichen. Der Ansatz wurde in zwei verschiedenen Konzentrationen
ausplattiert und die Platten Uber Nacht bei 37°C inkubiert.

4.2.15.2 Klonierung in den pDrive-Vektor mit dem Qiagen PCR Cloning Kit

Durchfiihrung:

Analog zur Klonierung in TOPO TA Cloning® Kit miissen auch hier wie folgt A-Uberhdnge am PCR-Produkt geschaffen
werden.

40 pl aus Gel eluierter PCR-Ansatz

3ul MgCl, (25 mM)

5ul 10-fach Puffer (MBI Fermentas GmbH)

1l dNTPs (10 mM, MBI Fermentas GmbH)

0,5 ul Tag-DNA-Polymerase (Promega)

auf 50 ul HPLC-H,0 auffiillen

Programm fiir den Thermocycler:

1 Anhangen von terminalen As 10 min, 72°C

AnschlieBend wurde folgender Ansatz fiir die Ligation pipettiert:

4l PCR-Produkt mit A-Uberhéngen
5ul Ligation Master Mix, 2x
1pl pDrive Cloning Vector (50 ng/pl, Qiagen)

Nach vorsichtigem Mischen wurde 1 h auf Eis inkubiert und die Ligase 10 min bei 70°C inaktiviert. Wahrenddessen
wurde ein Aliquot kompetenter E. coli XL1-blue auf Eis aufgetaut und dann zur Ligation pipettiert. Es wurde
vorsichtig gemischt und 45 min auf Eis inkubiert. Der Ansatz wurde fiir 60 sek einem 42°C-Hitzeschock ausgesetzt
und 2 min auf Eis wieder abgekiihlt. AnschlieBend wurden 250 pl SOC-Medium zupipettiert und fiir die Expression der
Resistenzen bei 37°C geschiittelt. Fir das blau-weif3 Screening wurden 20 pl der 100 mg/ml X-gal Stammlésung und
1 pl der 1 M IPTG Stammldsung zu 100 pl LB-Medium pipettiert und dieses Gemisch dann 1 h vor dem Animpfen auf
LByan-Platte ausgestrichen. Der Ansatz wurde in zwei verschiedenen Konzentrationen ausplattiert und die Platten Uber
Nacht bei 37°C inkubiert.



4.2.16 Klonierung von DNA-Fragmenten

4.2,.16.1 Gewinnung des Inserts

Wenn man eine bestimmte cDNA in einem speziellen Plasmidvektor klonieren mdchte, muss das entsprechende DNA-
Fragment zunachst gewonnen werden. Liegt die cDNA z.B. in einem anderen Plasmid vor, wird das Fragment tber
einen Restriktionsverdau (siehe 4.2.8) ausgeschnitten. Um geniigend Insert zu erhalten, wurden meistens 3-4
Ansatze mit jeweils 3 pg DNA verdaut, anschlieBend (ber eine Gelelektrophorese aufgetrennt und die gewinschte
DNA aus dem Gel eluiert (siehe 4.2.12). Wurde die DNA (iber eine PCR gewonnen, wurde das PCR-Produkt verdaut
(siehe 4.2.8), der Verdau anschlieBend mit Na-Acetat/Ethanol gefallt und in 10-20 pl HyOpigest aufgenommen. Sollte ein
PCR-Produkt direkt tiber glatte Enden kloniert werden, so wurden die Primer vor der PCR, die in solchen Fallen mit
Pfu-bzw. Phusion™-Polymerase durchgefiihrt wurde, phosphoryliert, um eine Ligation des PCR-Produktes zu
ermdglichen (siehe auch 4.2.17).

4.2.16.2 Dephosphorylierung des Vektors

Die Dephosphorylierung wurde bei ungerichteter Klonierung, d.h., wenn nur ein Restriktionsenzym verwendet wird,
durchgefiihrt, um die Autoligationsrate des Vektors zu vermindern. Die Ligase benétigt phosphorylierte Enden, um
zwei DNA-Molekile miteinander verbinden zu kénnen. Durch die Entfernung der Phosphatgruppe am 5-Ende des
DNA-Stranges kann der geoffnete Vektor nicht mehr durch die Ligase geschlossen werden, was die Anzahl der
Falschpositiven reduziert. Bei gerichteter Klonierung war die Dephosphorylierung nicht notwendig, d.h., wenn mit
zwei Restriktionsenzymen geschnitten wird, da eine Ligation von nicht-komplementdren Enden nicht mdglich ist. Der
Vektor wurde zundchst linearisiert, das Restriktionsenzym 10 min bei 85°C hitzeinaktiviert und dann der Ansatz mit
Na-Acetat und Ethanol gefallt (siehe 4.2.13). Das Pellet wurde so in H,0pqest resuspendiert, dass in 1 pl etwa 200 ng
DNA enthalten waren.

Pipettierschema eines Standardansatzes (5 ul):

100-150 ng linearisierter Vektor
0,5 ul 10-fach SAP-Puffer (MBI Fermentas GmbH)
1l Shrimp alkalische Phosphatase (1 U/pl, MBI Fermentas GmbH)

auf 5 pl HyO0pigest auffiillen

Der Ansatz wurde gemischt und 1-2 h bei 37°C inkubiert. AnschlieBend wurde das Enzym 15 min bei 65°C
hitzeinaktiviert. Der Ansatz wurde bis zur Verwendung bei -20°C aufbewahrt, was mehrere Wochen méglich war.

4.2.16.3 Phosphorylierung der Primer

Um ein PCR-Produkt direkt tber glatte DNA-Enden in einen Vektor ligieren zu kdnnen, missen Primer verwendet
werden, die am 5-Ende eine Phosphatgruppe tragen. Das Anhdngen der Phosphatgruppe wird als Kinasierung
bezeichnet. Als Alternative kann auch das PCR-Produkt selbst kinasiert werden, wobei die Durchfilhrung nach dem
Protokoll der Primerphosphorylierung erfolgte.

Durchfiihrung:
Die phosphorylierten 5'Enden fiir die spatere Ligation des PCR-Produktes wurden im Allgemeinen Uber die
Verwendung kinasierter Primer eingefihrt.



Protokoll fiir die Phosphorylierung der Primer (20 pL-Ansatz):

1L Primer (100 pmol/pl)

2 ul 10-fach T4 DNA Ligasepuffer (MBI Fermentas GmbH)

2. ul rATP (25 mM, Stratagene)

2.l T4-Polynukleotidkinase (10 U/pul, MBI Fermentas GmbH)

auf 20 pl HyOpigest auffiillen

Der Ansatz wurde gemischt und 45 min bei 37°C inkubiert. AnschlieBend wurde die Kinase fiir 15 min bei 68°C
hitzeinaktiviert. Nach der Hitzeinaktivierung wurde der Ansatz bis zur Verwendung bei 4°C gekihlt. Phosphorylierte
Primer wurden vor einer PCR immer frisch kinasiert verwendet. Aus einem Phosphorylierungsansatz wurden jeweils
direkt 1 pL (entspricht 10 pmol) fiir eine PCR eingesetzt (Durchfiihrung einer PCR mit ,Proof-reading®-Polymerase
siehe 4.2.1).

4.2.17 Ligation

Durch die Ligation kénnen DNA-Fragmente kovalent miteinander verbunden werden, wenn die zu verbinden DNA-
Strénge entweder (berlappende Enden mit jeweils komplementdren Sequenzen besitzen oder glatte phosphorylierte
5-Enden in rdaumlich engen Kontakt treten. Dadurch ldsst sich ein bestimmter DNA-Abschnitt in einen
Klonierungsvektor dauerhaft integrieren. Bei der Ligation sollte das molekulare Verhaltnis zwischen Insert und

linearisiertem Vektor wenigstens 3:1 betragen.

Pipettierschema eines Ligations-Ansatzes (20 uL):

150 ng Linearisierter und aufgereinigter Vektor

450-600 ng Geschnittenes und aufgereinigtes Insert

2 ul 10-fach T4-DNA Ligase Puffer (MBI Fermentas GmbH)
1l T4-Polynukleotidkinase (10 U/pul, MBI Fermentas GmbH)

auf 20 pl HyOpigest auffiillen

Der Ansatz wurde 1 Stunde bei RT oder iber Nacht bei 16°C inkubiert. AnschlieBend wurde der Gesamtansatz fiir

eine chemische Transformation in £.co/FBakterien eingesetzt (siehe 4.1.7).

Kurzprotokoll einer Transformation:

Der Ligationsansatz wurde mit einem Aliquot (100 pL) chemisch kompetenter Bakterien gemischt und auf Eis flr eine
Stunde inkubiert. AnschlieBend erfolgte fiir 90 sek ein Hitzeschock bei 42°C. Danach wurden die Bakterien sofort fiir
2 min auf Eis abgekihlt. Der Ansatz wird mit 900 pL LB-Medium (ohne Antibiotika) aufgefiillt und 1 Stunde bei 37°C
und 200 rpm geschiittelt. Die Bakterienzellen werden danach auf Selektionsplatten ausplattiert und bei 37°C fiir 12 h

inkubiert.

Test der erhaltenen Klone:

Mit einer Kolonie-PCR (siehe 4.2.4) wurde Uberpriift, ob die selektierten Bakterienklone den Klonierungsvektor mit
dem inserierten DNA-Abschnitt aufgenommen haben. Bei ungerichteten Klonierungen wurde dariiber hinaus die
Orientierung des Inserts analysiert. Konnten mit der PCR keine eindeutigen Ergebnisse erzielt werden, wurden die
Klone mit einem Restriktionsverdau (siehe 4.2.8) uberprift. Im Allgemeinen wurden bei Expressionsvektoren die

inserierten DNA-Fragmente vollsténdig sequenziert, um Fehler wahrend der Klonierung auszuschlieBen.



4.3 Proteinbiochemische Methoden

4.3.1 Eindimensionale SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese nach Thomas und
Kornberg (1975)

Mit Hilfe der SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE) kénnen Proteine anhand ihrer Masse aufgetrennt
werden. Normalerweise ist die Wanderungsgeschwindigkeit von Molekiilen im elektrischen Feld abhdngig von drei
Faktoren: der GroBe, ihrer Form und ihrer elektrischen Ladung. Bei der SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese ist
jedoch ausschlieBlich die Masse von Bedeutung, da die Proteine durch Zugabe von SDS, einem stark amphipatischen
Reagenz, denaturiert, d.h. in ihre Untereinheiten zerlegt werden. An die entfalteten Peptid-Ketten binden SDS-
Molekile und verleihen ihnen eine stark negative Ladung. Die Eigenladung der Proteine kann deshalb vernachlassigt
werden. Zur vollstdndigen Denaturierung wird zusatzlich noch B-Mercaptoethanol zugegeben, das alle Disulfidbriicken

im Protein spaltet.

4.3.1.1 Herstellung der Gele

Ldsungen.
A’ Acrylamid-Bis-Lésung fiir das Sammelgel:

30 % (w/v) Acrylamid

0,8 % (w/v) Bis (N,N"-methylendiacrylamid)
B: 0,15 % (w/v) Bis (N,N "-methylendiacrylamid)
C: Sammelgelpuffer (pH 6,8):

0,75 M Tris-HCI
0,4 % (w/v) SDS

10 % (w/v) APS (Ammoniumperoxodisulfat-Losung) in HyOpigest

TEMED (Tetramethylethylendiamin)

Durchfiihrung:

Fir die Herstellung eines Minigels wurden zwei Glasplatten, zwei Spacer und ein Kamm (13 Taschen) benétigt, die
zunachst mit Ethanol gereinigt wurden. AnschlieBend wurden die Glasplatten Gbereinander gelegt, die Spacer seitlich
eingesetzt und der untere Teil von auBen mit Tesafilm abgedichtet. Zusatzlich wurde der innere Teil mit 0,5 %
Agarose abgedichtet, so dass eine Schicht von ca. 5 mm entstand. Der Kamm wurde voriibergehend eingesetzt,
damit eine Markierung fiir das Trenngel ca. 0,5 cm unterhalb der Taschen angebracht werden konnte. Danach wurde
die Trenngellésung pipettiert, gut vermischt und bis zur Markierung zwischen die beiden Glasplatten gegossen. Das
Trenngel wurde bis zum Ende der Polymerisation mit Wasser Uberschichtet, damit sich eine plane Oberfldche bilden
konnte. Danach wurde das Wasser entfernt, das Trenngel mit der Sammelgellésung Uberschichtet und der Kamm
eingesetzt. Nach vollstandiger Polymerisation konnte dieser vorsichtig entfernt werden. Vor dem Einsetzen in die

Gelkammer mussten die Tesafilmstreifen und die Klammern an den Glasplatten entfernt werden.



Methoden

Trenngel Sammelgel

Tab. 4.3: Pipetierschema Trenn- und Sammelgels fiir ein Minigel nach Thomas und Kornberg

4.3.1.2 Vorbereitung der Proben

Ldsungen:
SDS-Probenpuffer (nach Laemmli, 1970), pH 6,8 60 mM Tris/HCI

10 % (w/v) Glyzerin

5 % (w/v) SDS

10 % (v/v) B-Mercaptoethanol
Durchfiihrung:

Die Proben wurden bis zu einem Endvolumen von 10-40 pl in SDS-Probenpuffer aufgenommen und 10-15 min bei
95°C denaturiert, kurz abzentrifugiert (30 sek, 3.000 g) und auf das Gel aufgetragen. Leere Taschen wurden mit
Bromphenolblau in Probenpuffer beladen.

Zur Bestimmung der Molekularmasse der Polypeptide wurden Referenzproteine bendtigt. Hier wurde die Marker
Precision Plus Protein™ Standards Dual Color und ,High- und Low-Range" von der Firma BIO-RAD Laboratories
GmbH (3 pl) verwendet. Die Proben wurden zusatzlich noch mit Bromphenolblau (5 pl auf 20 pl Probenlésung) zur
Markierung der Lauffront versetzt.

Myosin L 200 kD — 250kD

— 150
R-galaclosidase s 116 — 100
Phosphorylase B . . 97 - — 75
Serum albumin  — - 6 - — 50
— 87

Ovalbumin S e
_-— 25
Carbonic anhydrase 31 =20
Trypsin inhibitor — 21 — 16
Lysozyme — 14 -1

High Range Low Range Dual Color

Abb. 4.4: Verwendete Protein-GroBenmarker fiir die SDS-PAGE. Links: High-und Low-Range-Marker;
Rechts: Broad-Range Dual Color-Marker (alle Bio-Rad Laboratories GmbH)

4.3.1.3 Elektrophoresebedingungen
Ldsungen:
Elektrophoresepuffer (pH 8,8): 50 mM Tris-HCl
0,38 M Glyzin
0,1 % (w/v) SDS
70



Durchfiihrung:

Die Kammer wurde vor dem Beladen des Gels mit Elektrophoresepuffer befiillt und nach dem Beladen an ein stabiles
Netzgerdt angeschlossen. Die Elektrophorese erfolgte bei konstanter Stromstdrke von 40 mA pro Gel. Sie wurde
beendet wenn die Lauffront bis ca. 0,5 cm oberhalb des unteren Endes der Glasplatten gelaufen war (nach ca. 45-60
min). AnschlieBend wurde das Gel aus der Kammer genommen und das Sammelgel entfernt. Das Trenngel wurde an
einer Ecke markiert (zur Nachvollziehbarkeit des Beladungsschemas) und entweder flir einen Immunblot oder fiir
eine Farbung mit PageBlue™ Protein Staining Solution (MBI Fermentas GmbH) oder Coomassie weiter verwendet.

4.3.1.4 Coomassie-Fiarbung

Ldsungen.
Coomassie-Farbeldsung: 0,25 % (w/V) Brillant Blau R250 (Roth)

40 % (v/v) Methanol 8 % (v/v) Essigsaure
Entfarbelésung: 25 % (v/v) Methanol 10 % (v/v) Essigsédure
Durchfiihrung:

Fir die Coomassie-Farbung wurde das Gel 2 h in der Farbel6sung sanft geschiittelt und anschlieBend (iber Nacht in
Entfarber gelegt. Durch Zugabe eines gefalteten weiBen Papiertuches konnte die Entférbung beschleunigt werden.
AuBerdem macht das Papier einen Wechsel der Entfarbelésung Uberflissig. Coomassie farbt spezifisch Proteine. Das

gefarbte Gel wurde eingescannt.

4.3.1.5 Page Blue™-firbung

Mit der PageBlue™ Protein Staining Solution  der Firma MBI Fermentas GmbH konnten Proteine in
Polyacrylamidgelen angefarbt werden. Gegeniiber der Standardfarbemethode mit Coomassie ist diese Methode sehr

viel schneller durchzufiihren.

Durchfiihrung:

Es wurden Sammelgel und der basale Agarosestreifen vom Trenngel entfernt und dieses dann 3 Mal in H,Opigest
gewaschen. Ein solcher Waschschritt bestand aus 1 min Mikrowelle bei hdchster Leistung und anschlieBender
funfminUtiger Inkubation auf dem Schiittler. Nach dem Waschen wurde das Waschwasser wiederum entfernt und das
Gel mit PageBlue™ Protein Staining Solution Giberschichtet. Nach 30 sek Mikrowelle wurde das Gel 20 min gefarbt.

AbschlieBend wurde die Farbelésung in die Flasche zuriickgegeben und das Gel mit H,Op;est gewaschen.

4.3.1.6 Trocknen von SDS-Gelen

Polyacrylamidgele mussten fiir eine langere Konservierung getrocknet werden. Daflir wurde das Gel zwischen zwei
angefeuchtete Einmachfolien gelegt, glatt gezogen und in einen Plastikrahmen eingespannt. Nachdem das Gel nach

ca. 12 h getrocknet war, konnte es aus dem Rahmen genommen werden.

4.3.2 Westernblot (Semidry-Elektroblot nach Towbin)

Nach der Auftrennung der Proteingemische durch die SDS-PAGE (siehe 4.3.1) wurden die Polypeptide nach der von
Towbin (Towbin et al., 1979) beschriebenen Methode elektrophoretisch auf eine Nitrozellulose-Membran transferiert.
AnschlieBend konnten die auf der Membran immobilisierten Proteine mit Antikdrpern inkubiert und durch spezifische
Antigen-Antikdrper-Reaktionen und mit Hilfe von enzymgekoppelten Sekundarantikdrpern nachgewiesen werden.



4.3.2.1 Proteintransfer auf Nitrocellulose

Erforderfiche Ldsungen:

Westernblot-Puffer 1: 25 mM Tris-HCl
20 % (v/v) Methanol
= pH einstellen auf 10,4
Westernblot-Puffer 2: 300 mM Essigsaure
20 % (v/v) Methanol
= pH einstellen auf 10,4
Westernblot-Puffer 3: 25 mM Tris-HCl
40 mM DL-Norleucin
20 % (v/v) Methanol
= pH einstellen auf 9,4
TBST (pH 8,0) 10 mM Tris-HCI, pH 8,0
150 mM NaCl
0,05 % (w/V) Tween® 20
Absattigungslésung 10 % (w/v) Magermilchpulver in TBST
= pH einstellen auf 7,8
Ponceau S gebrauchsfertige 0,2 %ige Losung (Serva)
ECL-Lésungen 1 und 2 (Amersham Pharmacia Biotech)
Durchfiihrung:

Nach Beendigung der SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese wurde das Gel aus der Kammer genommen und das
Sammelgel mit einem Skalpell vom Trenngel entfernt. Durch das Abschneiden der linken unteren Ecke wurde die
Orientierung des Gels markiert. AnschlieBend wurde das Gel fiir 15 min im Westernblot-Puffer 3 aquilibriert. Wahrend
dieser Zeit wurden die Nitrozellulose-Membran und die Whatman-Filter auf die GelgroBe zugeschnitten. Danach wurde
der Westernblot -wie in Abb. 4.5 dargestellt- aufgebaut. Der Transfer erfolgte mit einer Glaskohlenstoff-Elektroden-
Blottingkammer (Fa. Cti GmbH). Jeweils drei Whatman-Filter wurden kurz in den jeweiligen Westernblot-Puffern
eingeweicht, bevor sie in der Blottingkammer (bereinander geschichtet wurden. Um Luftblasen-Bildungen zu
vermeiden, wurden die Whatman-Filter mit einem Zentrifugenréhrchen mit sanftem Druck gewalzt. Luftblasen unter
dem Gel wurden vorsichtig mit befeuchteten Fingern heraus gestrichen, die Nitrozellulose-Membran wurde nur
aufgelegt.

Kathode (-)

Graphitplatte

9 Lagen Whatman Papier in Puffer 3
Gel in Puffer 3

Nitrocellulose in Puffer 1

3 Lagen Whatman Papier in Puffer 1

6 Lagen Whatman Papier in Puffer 2

Anode (+)

Graphitplatte

Abb. 4.5: Schematischer Aufbau eines Westernblots



Nach dem vollstindigen Ubereinanderschichten wurde die Kathodenplatte aufgesetzt und die Kammer an eine
Stromquelle angeschlossen. Der elektrophoretische Transfer erfolgte bei einer konstanten Stromstdrke von
0,8 mA/cm fiir 1,5 h. Danach wurde der Blot abgebaut und die transferierten Proteine mit Ponceau S auf der
Nitrozellulose-Membran nachgewiesen. Dazu wurde der Blot in einer Glasschale mit etwa einem Zentimeter
Ponceau S Uberschichtet und fiir 5 min unter leichtem Schwenken inkubiert. AnschlieBend wurde die Membran mit
entsalztem Wasser entfarbt und fiir Dokumentationszwecke eingescannt. Zur Absattigung unspezifischer
Bindungsstellen wurde die Membran entweder (iber Nacht bei 4°C oder fiir 1 h bei RT mit 10 % (w/v) Magermilch in

TBST, pH 7,8 in Abhdngigkeit vom verwendeten Antikorper abgesattigt.

4.3.2.2 Immunreaktion mittels Antikorper-Nachweis

Die in Milch abgesattigte Nitrozellulose wurde 1 h mit dem in TBST verdiinnten Antikdrper bei RT inkubiert. Die
Verdiinnung war abhdngig vom verwendeten Antikérper (siehe 3.1.5). Nach der Antikérperinkubation wurde der Blot
kurz in TBS oder TBST gespiilt und anschlieBend 3x 10 min gewaschen. Danach wurde 1 h bei RT mit dem
Sekundarantikérper in 10 % Magermilchpulver in TBST inkubiert (Verdiinnung und Puffer siehe 4.3.2.1).
AnschlieBend wurde wieder 3- bis 4x 10 min in TBS oder TBST gewaschen. Die Detektion erfolgte dann liber ECL
(siehe 4.3.2.3).

4.3.2.3 Detektion iiber ECL (Enhanced Chemi-Luminescence)

Zum Nachweis von spezifisch gebunden Primdrantikérpern mit Hilfe der ,Enhanced Chemiluminescence"-ECL-
Detektion, miissen Sekundarantikérper verwendet werden, an die das Enzym Peroxidase (isoliert aus Meerrettich)
gekoppelt ist. Die ECL-Reaktion wurde im Anschluss an die oben beschriebenen Antikérperinkubations- und Wasch-
Schritte durchgefiihrt. Die beiden ECL-Reagenzien (Amersham Pharmacia Biotech) wurden im Verhaltnis von 40:1

gemischt, die Nitrozellulose-Membran mit dieser Losung befeuchtet und fiir vier min unter leichter Bewegung

|\\ I\\

inkubiert. Die Peroxidase katalysiert die Oxidation der Substanz ,Luminol* mit der Substanz ,Perhydrol® in dem
Gemisch. Dadurch wird Licht in Form von chemischer Lumineszenz emittiert. Nach der Einwirkzeit wurde die L&sung
abgetropft und der Blot in Frischhaltefolie eingeschlagen. AnschlieBend wurde auf die Nitrozellulose ein Réntgenfilm
(Cronex) in einer Dunkelkammer in eine Filmkassette gelegt. Das emittierte Licht reicht aus, um den Rdéntgenfilm zu
belichten. Die Expositionsdauer richtete sich nach der Intensitat des Lichtsignals. Im Allgemeinen wurden Zeiten
zwischen einer und 30 min gewahlt. Der Réntgenfilm wurde anschlieBend im Entwicklerbad fiir 15 sek bis 5 min
inkubiert und nach kurzem Spiilen in Wasser in Fixierldsung fiir eine Minute fixiert. AbschlieBend wurde der Film
grindlich mit entionisiertem Wasser abgesplilt, getrocknet und zur Dokumentation eingescannt und mit der
Bildbearbeitungssoftware Adobe® Photoshop editiert. Die Nitrozellulose wurde griindlich in TBST gewaschen und

luftdicht im Dunkeln bei 4°C fiir mehrere Wochen gelagert.

4.3.2.4 Entfernen von gebundenen Antikorpern (Strippen)

Ldsungen:
Strip-Puffer (50 ml): 100 mM Tris/HCI pH 6,7
2 % (w/v) SDS
390 pl B-Mercaptoethanol
TBST: (siehe 3.4.4.1)
Durchfiihrung:

Die Nitrozellulose wurde zundchst gut in TBS oder TBST gewaschen, dann 30 min (nicht langer!) bei 50°C unter
Schiitteln in Strip-Puffer inkubiert. AnschlieBend wurde die Nitrozellulose sehr griindlich mit TBST gewaschen. Danach

konnte die Nitrozellulose neu abgesattigt und mit einem neuen Antikorper entwickelt werden.



4.3.3 Nachweis einer Protein-Protein-Interaktion iiber einen , Overlay-Blot-Assay"

Dieser Bindungsassay wurde in Anlehnung an Lounsbury et al. (1994) durchgefiihrt. Er dient der Detektion von
Protein-Protein-Interaktionen.

Ldsungen:

Renaturierungspuffer: 20 mM MOPS pH 7,1
100 mM Na-Acetat
5mM Mg-Acetat
0,25 % Tween®-20
10 % Magermilchpulver
5mM DTT

Bindungspuffer: 20 mM MOPS pH 7,1
100 mM K-Acetat
5mM Mg-Acetat
1% Tween®-20
5mM DTT

TBST: siehe 4.3.2.1

Durchfiihrung:

Mittels SDS-PAGE getrennte Polypeptide wurden auf Nitrocellulosemembran transferiert und Gber Nacht in bei 4°C in
Renaturierungspuffer inkubiert. Dies dient der Entfernung von SDS und unterstiitzt die Riickfaltung der auf der
Membran immobilisierten Proteine in ihre annahernd native Konformation. Am nachsten Tag wurde die Nitrozellulose
zweimal fiir 15 min in Bindungspuffer gewaschen und anschlieBend in Bindungspuffer, der die mdglichen
Bindungsproteine enthalt, fiir 1 h bei RT inkubiert.

Nach der Inkubation wurde die Nitrozellulose flinfmal fir 5 min in Bindungspuffer und zweimal fir 5 min in 1x TBST
gewaschen und anschlieBen Uber Nacht in 1x TBST + 10 % Magermilchpulver bei 4°C abgesattigt. Am darauf
folgenden Tag erfolgten die Inkubation mit den entsprechenden Antikdrpern sowie die ECL-Reaktion (siehe 4.3.2.3).

4.3.4 Herstellung und Aufreinigung von Histidin-Fusionsproteinen

Um Histidin-Fusionsproteine herstellen zu kénnen, wurde zunachst der entsprechende kodierende DNA-Abschnitt
unter Berlicksichtigung des Leserasters in den Expressionsvektor pET-21a einkloniert und in Bakterien transformiert.
Bei der Expression dieses Konstrukts entsteht ein Protein, das am Carboxyterminus sechs Histidinreste tragt. Durch
diese spezifische Aminosdurenabfolge ist es mdglich das Fusionsprotein Uber Ni-NTA-Agarosekiigelchen
aufzureinigen. Die Histidine bilden dabei mit den immobilisierten Nickelatomen eine starke Affinitat aus, wodurch das
Fusionsprotein an die Tragermatrix bindet. Proteine, die keine Abfolge von Histidinen besitzen, bleiben frei und
werden durch Waschschritte aus der Saulenmatrix eluiert. Durch stufenweise Absenkung des pH-Wertes wurde die
Affinitdt zwischen Histidinresten und Nickelatomen sukzessive geschwacht, so dass sich das Protein bei einem
bestimmten Sduregrad von den Ni-NTA-Agarosekiigelchen eluieren lies.

4.3.4.1 Expression von Hexa-Histidin-Fusionsproteinen in Bakterien

Fiir die Expression eines Proteins mit Histidin-Anhang (,Tag") wurde der Bakterienstamm M Rosetta™ (DE3)pLysS
Competent Cells £. coliverwendet (siehe auch 3.1.4).



Lésungen:
LB-Selektionsmedium (siehe 4.1.1

IPTG (Isopropyl-B-D-Thiogalactopyranosid; SL: 1M in H;Opigest)

Durchfiihrung:

Zunéchst wurde der Klonierungsvektor in Rosetta™ (DE3)pLysS Competent Cells £, coli transformiert. Am néchsten
Tag wurde eine Ubernachtkultur von einer Bakterienkolonie angeimpft. Nach 12-stiindiger Vermehrung der Bakterien
wurden diese auf 200 ml mit LB-Selektionsmedium verdiinnt und weiter bei 37°C und 200 rpm kultiviert. Nachdem
die Bakterienkultur eine Zelldichte von ODgy = 0,6-0,8 erreicht hatte, wurde die Expression des Fusionsproteins durch
die Zugabe von IPTG (Endkonzentration = 1 mM) in den Bakterien induziert. Die Induktionsdauer betrug 4 h. Zur
Kontrolle der Proteinexpression wurde kurz vor der IPTG-Induktion ein definiertes Volumen aus der Expressionskultur
entnommen und ebenfalls fiir 4 h bei denselben Bedingungen weiter kultiviert. Diese Probe diente zum einen als
Wachstumskontrolle der Bakterienzellen. Durch parallele Messung der Zelldichten konnte eine eventuelle zytotoxische
Wirkung des exprimierten Proteins erkannt werden. Zum anderen diente die nicht-induzierte Probe in vergleichenden
Analysen als Kontrolle, ob das Fusionsprotein nach der Induktion von den Bakterienzellen im gewiinschten MaB
exprimiert wurde. Beide Kulturen wurden anschlieBend fiir 10 min bei 5.000 g zentrifugiert. Die Bakteriensedimente
konnten entweder direkt flr die Aufreinigung verwendet oder fiir einen langeren Zeitraum bei

-20°C gelagert werden.

4.3.4.2 Aufreinigung von Proteinen mit einem Histidin-Tag unter denaturierenden
Bedingungen
Ldsungen:

Ni-Nickel-Agarose (Qiagen)

Lysispuffer (pH 8,0) 8M Harnstoff
100 mM Na,HPO,4
10 mM Tris-HCI

= pH einstellen auf 8,0

Waschpuffer (pH 6,3) Zusammensetzung wie Lysispuffer (pH 8,0)
= pH einstellen auf 6,3

Elutionspuffer (pH 5,9) Zusammensetzung wie Lysispuffer (pH 8,0)

= pH einstellen auf 5,9

Elutionspuffer (pH 4,5) Zusammensetzung wie Lysispuffer (pH 8,0)

= pH einstellen auf 4,5

Neutralisationspuffer 1M Tris-HCI

= pH einstellen auf 9,5



4.3.4.3 Séaulenvorbereitung

Die Aufreinigung von Proteinen mit einem Histidin-Tag wurde stets in einer Saule durchgefiihrt. Fiir die Aufreinigung
eines Proteins aus einer 250 ml-Kultur wurden 2 ml Ni-NTA-Agarose-Suspension (Qiagen) auf eine entsprechende
Sdule (BD Biosciences) pipettiert, was einem Sadulenvolumen von 1 ml entsprach. Nachdem die (iberschissige
Lagerungsfliissigkeit die Sdule passiert hatte, wurde die Agarosematrix mit 20 ml Lysispuffer aquilibriert. Nach
diesem Vorgang war die Sdule gebrauchsfertig und konnte beladen werden. Bei der Zugabe eines neuen Puffers
wurde stets darauf geachtet, dass kein Saulenmaterial aufgewirbelt wurde. Dariiber hinaus musste ein Trockenfallen

der Agarosematrix vermieden werden.

4.3.4.4 Aufschluss der Bakterien

Die Bakteriensedimente wurden entweder aus Eis aufgetaut oder unmittelbar nach der Zentrifugation in 5 ml
Lysispuffer pro Gramm Pellet (entspricht in etwa 250 ml Kulturvolumen) resuspendiert. Der Resuspensionsvorgang
wurde stets auf Eis durchgefiihrt und es wurde darauf geachtet, dass sich mdglichst kein Schaum bildete. Die
Suspension wurde dann fiir 30-60 min bei RT unter Rollen inkubiert und anschlieBend fiir 30 sek sonifiziert. Vor der
abschlieBenden Zentrifugation fiir 10 min bei 10.000 g und 4°C wurde vom Lysat eine Probe entnommen, die 500 pl

der Ausgangs-Bakterienkultur enspricht.

4.3.4.5 Aufreinigung liber Ni-NTA-Agarose-Saule

Der Uberstand des zentrifugierten Sonifikats wurde vorsichtig auf die dquilibrierte Sdulenmatrix gegeben. Ein Teil des
Sdulendurchflusses wurde aufbewahrt um die Bindung des Proteins an die Saule zu Uberpriifen, der Rest wurde
verworfen. AnschlieBend erfolgten zwei Waschschritte und danach die Elution des gereinigten Proteins durch
sukzessive Absenkung des pH-Wertes.

4.3.4.6 Protokoll einer Proteinreinigung iiber ,His-Tag" unter denaturierenden

Bedingungen
5-10 ml Probe = einen Teil aufbewahren, den Rest verwerfen
40 ml Lysispuffer (pH 8,0) = komplett sammeln
15 ml Waschpuffer (pH 6,3) = in 1 ml Aliquots sammeln
10 ml Elutionspuffer (pH 5,9) = in 1 ml Aliquots sammeln
10 ml Elutionspuffer (pH 4,5) = in 1 ml Aliquots sammeln

Zu jedem Aliquot ab pH 6,3 wurde !/,, Volumen Neutralisationspuffer zugegeben bzw. vorgelegt. Das Eluat wurde in
kleine Aliquots a 1 ml aufgefangen, um den Zeitpunkt der Elution besser eingrenzen zu kénnen. Die aufgereinigten
Proteine konnten im neutralisierten Elutionspuffer fiir mehrere Tage bei 4°C oder (iber einen langeren Zeitraum bei -
20°C gelagert werden, ohne dass Degradationserscheinungen auftraten.

4.3.4.6.1 Aufbereitung der Saulenmatrix

Fir die Aufreinigung desselben Proteins konnte eine Ni-NTA-Agarose-Saule mehrmals wieder verwendet werden, so
lange, bis sich die blduliche Farbe der Matrix grau verfarbte. Dazu wurde das Ni-NTA-Agarose-Material nach der
Proteinelution wie folgt aufbereitet. Nachdem der Elutionspuffer vollstandig durch die Saule geflossen war, wurden
20 ml 0,5 M NaOH-Lauge auf die Saule pipettiert und fir 30 min einwirken gelassen. AnschlieBend wurde das
Sdulenmaterial mit 30%iger Ethanol-Losung gesplilt und konnte fiir mehrere Wochen bei 4°C aufbewahrt werden.



4.3.4.6.2 Vorbereiten der Proben fiir die SDS-Page

Von allen Fraktionen einschlieBlich des Sonifikats, Sediment des Sonifikats sowie dem Durchfluss wurde soviel
abgenommen, dass es einem Volumen von 500 pL der urspriinglichen Bakterienexpressionskultur entsprach. Bei einer
250-ml-Kultur errechnet sich das abgenommene Volumen wie folgt:

250.000 pL / 500 pl =500 = 1 / 500 einer jeden Fraktion musste eingesetzt werden.

Die entsprechenden Volumina wurden abgenommen und fiir die SDS-PAGE vorbereitet. Je nach Volumen wurden sie
entweder direkt im 2-fachen SDS-Probenpuffer (siehe 4.3.1) aufgenommen oder vorher mit Methanol/Chloroform
gefallt (siehe 4.3.10) und dann im 1-fachen SDS-Probenpuffer (siehe 4.3.1) aufgenommen.

4.3.4.6.3 Bestimmung der Proteinausbeute

Die Konzentration der in den Fraktionen enthaltenen Proteine wurde durch eine Extinktionsmessung Uiber eine BSA-
Standardreihe im SDS-Polyacrylamidgel abgeschatzt (siehe 4.3.1) und anschlieBend mit den Volumina der

Elutionsfraktionen verrechnet.

4.3.5 Herstellung und Aufreinigung von ungetagten Laminen

Um Proteine herstellen zu koénnen, wurde zundchst der entsprechende kodierende DNA-Abschnitt unter
Beriicksichtigung des Leserasters in den Expressionsvektor pET-21a einkloniert und in Rosetta™(DE3)pLys
Competent Cells £.coli Bakterien transformiert.

4.3.5.1 Expression von Laminen in Bakterien

Fiir die Expression des Lamins wurde der Bakterienstamm M Rosetta™ (DE3)pLysS Competent Cells £, coli verwendet
(siehe auch 3.1.4).

Ldsungen:
LB-Selektionsmedium (siehe 4.1.1)

IPTG (Isopropyl-B-D-Thiogalactopyranosid; SL: 1 M in H,Opigest)

Durchfiihrung:

Am Tag nach der Transformation wurde eine Ubernachtkultur von einer Bakterienkolonie angeimpft. Nach 12-
stindiger Vermehrung der Zellen wurden 5 ml davon zu 200 ml LB-Selektionsmedium mit Chloramphenicol (34
pg/ml) und Ampicillin (50 pg/ml) gegeben und weiter bei 37°C und 200 rpm kultiviert. Nachdem die Bakterienkultur
eine Zelldichte von ODgqy = 0,5-0,8 erreicht hatte, wurde die Expression des Fusionsproteins durch die Zugabe von
IPTG (Endkonzentration = 1 mM) in den Zellen induziert. Die Induktionsdauer betrug 5 h. Zur Kontrolle der
Proteinexpression wurde kurz vor der IPTG-Induktion ein 1 ml aus der Expressionskultur entnommen und ebenfalls
fur 5 h bei denselben Bedingungen weiter kultiviert. Diese Probe diente zum einen als Wachstumskontrolle der
Bakterienzellen. Durch parallele Messung der Zelldichten konnte eine eventuelle zytotoxische Wirkung des
exprimierten Proteins erkannt werden. Zum anderen diente die nicht-induzierte Probe in vergleichenden Analysen als
Kontrolle, ob das Fusionsprotein nach der Induktion von den Bakterienzellen im gewiinschten MaB3 exprimiert wurde.
Dann wurde erneut eine Probe abgenommen, beide Proben wurden anschlieBend fir 10 min bei 3.000 g

zentrifugiert. Die Bakteriensedimente wurden in 40 pl 2x SDS-Probenpuffer aufgenommen.



4.3.5.2 Aufreinigung der Lamine unter denaturierenden Bedingungen

Das Aufbrechen der Bakterien und die Aufreinigung von Lamin Uber Anionen-Kationen Tauscher erfolgten nach dem
Protokoll von G. Krohne (2004).

Ldsungen:

MgCl, 1 Min H,0

DTT 1 Min H,0O

PMSF 100 mM in MetOH

DNase 50 mg/ml:
25 mg DNase I (AppliChem) in 250 pl Tris-Puffer (100 mM NaCl, 2 2
2 mM MgCL,, 20 mM Tris, pH 7,5), + 250 pl Glyzerin

RNase 10 mg/ml:
10 mg RNase A (Sigma) in 500 pl Tris-Puffer (100 mM NaCl, 2 mM
MgCL,, 20 mM Tris, pH 7,5) 10 min 80°C, + 500 pl Glyzerin

Bakterien Lyse Puffer 1 mM EDTA, 25 % Saccharose, 50 mM Tris, pH 8,0

Bakterien Detergenz Puffer 0,2 M NaCl, 1 % (w/v) SDS, 1,5 % (w/v) Nonidet P-40, 2 mM EDTA,
20 mM Tris, pH 7,5

Bakterien Triton™ Puffer 0,75 % Triton™ X-100, 2 mM EDTA, pH 7,5

DEAE-Sepharose fast flow; Pharmacia

CM-Sepharose fast flow; Pharmacia

“Basischer” Harnstoffpuffer 8 M Harnstoff, 2 mM DTT, 0,2 mM PMSF, 20 mM Tris-HCI, pH 7,5

“Saurer” Harnstoffpuffer 8 M Harnstoff, 2 mM DTT, 0,2 mM PMSF, 50 mM Natriumacetat,

pH 5,6

Die folgenden Schritte wurden, soweit nicht anders vermerkt, bei 4°C durchgefiihrt.

Die Kultur wurde schrittweise in 50 ml-Falcons bei 4.000 g pelletiert und die Pellets in 8 ml Bakterien Lyse Puffer
resuspendiert. Dabei wurde ein enger Glas-Homogenisator verwendet. 4 ml Bakterien Lyse Puffer mit 50 mg/ml
Lysozym wurden zugegeben und bei 4°C 30 min auf einem Rollgerat inkubiert. Nacheinander wurden 200 pl 1 M
MgCl,, 200 pl 0,1 M PMSF, 200 pg RNase und 500 pg DNase zupipettiert und die Inkubation weitere 20 min
fortgesetzt. AnschlieBend werden 20 ml Bakterien Detergenz Puffer zugefiigt und die lysierten Bakterien fiir 10 min
bei 6.000 g zentrifugiert. Die entstandenen Pellets wurden dreimal in Bakterien Triton™ Puffer resuspendiert und

anschlieBend jeweils 10 min bei 6.000 g zentrifugiert. Die erhaltenen Pellets wurden in 8 ml “basischem”



Harnstoffpuffer resuspendiert und in einer Ultrazentrifuge bei 100.000 g fiir 50 min bei 15°C zentrifugiert. Der
Uberstand wurde abgenommen und konnte bei -70°C aufbewahrt werden.

Die Saulenfraktionierung wurde bei RT in Poly-Prep Sdulen (Durchmesser 8 mm, Lange 10 cm) der Firma Bio-Rad mit
Hilfe einer Pumpe durchgefiihrt, die einen konstanten Fluss von 1-2 Tropfen/s erlaubte. Die Saule wurde mit 5 ml
DEAE-Sepharose gefiillt und nach dem Absetzen des Sdulenmaterials mit 50 ml “basischem” Harnstoffpuffer
gewaschen. Die Sdule wurde mit dem geldsten Protein in “basischem” Harnstoffpuffer geladen und die
ungebundenen Proteine durch erneutes Waschen mit 40 ml “basischem” Harnstoffpuffer entfernt. Die Elution erfolgte
mit einem Gradienten von 0-250 mM NaCl in “basischem” Harnstoffpuffer. Der Gradient wurde durch einen
Gradienten-Mixer erzeugt. Fraktionen von 1,5 ml wurden gesammelt, von denen jeweils 10 pl mit 10 pl 2x SDS-
Probenpuffer versetzt wurden. Die Proteine in den Fraktionen wurden per SDS-PAGE aufgetrennt und das Gel
gefarbt. Laminreiche Fraktionen, also die Fraktionen, die auf der zu erwartenden H6he von ca. 70 kDa die starksten
Banden zeigten, wurden vereinigt und bei -70°C gelagert oder sofort dialysiert.

Die Dialyse erfolgte in Dialyseschlduchen (Typ Spectra/Por 1, 6 — 8.000 MWCO, Flachbreite 10 mm, @ 6,4 mm) der
Firma Spectrum Laboratories (Breda, Niederlande). Die laminreichen Fraktionen wurden in den Dialyseschlauch
gegeben und bei 20°C gegen ,sauren™ Harnstoffpuffer dialysiert.

Die anschlieBende Saulenfraktionierung erfolgte mit CM-Sepharose nach demselben Ablauf wie die DEAE-Sepharose
Sdulenaufreinigung, wobei ,saurer" Harnstoffpuffer zur Elution verwendet wurde. Auch hier wurde wieder eine SDS-

PAGE gefahren um die laminreichen Fraktionen zu identifizieren. Diese konnten bei -70°C aufbewahrt werden.

4.3.6 in vitro-Bildung von Laminfilamenten

Ldsungen:

MES-Puffer 20 mM MES, 175 mM NaCl, 1 mM DTT, pH 6,5

2,5 % Glutaraldehyd mit Ionen 5 ml 25 % Glutaraldehyd, 2,5 ml 1M KCl, 1,25 ml 0,1M MgCl,, 41,25 ml
0,05 M Cacodylatpuffer, pH 7,2

Uranylacetat

Cacodylatpuffer 0,2 M 0,2 M Cacodylsaure Na-Salz Trihydrat, pH 7,2

Cacodylatpuffer 0,05 M 0,05 M Cacodylséure Na-Salz Trihydrat, pH 7,2

Osmiumtetroxid 2 % 2 Teile 4 % 0s04, 1 Teil HyOpigest, 1 Teil 0,2 M Cacodylatpuffer

Propylenoxid

Epon-Lésung A 50 ml DDSA, 31 ml Epon 812 (Serva, Heidelberg)

Epon-L6ésung B 44,5 ml MNA, 50 ml Epon 812

Epon-L6sung C 2,4,6-Tris(dimethylaminomethyl)-phenol

Durch die Dialyse gegen MES-Puffer wird den Lamin-Fraktionen unter anderem der Harnstoff entzogen und die
Struktur der Lamine kann wieder rekonstituiert werden. Die Versuche erfolgten nach dem Protokoll von C. Gieffers
(1991).



4.3.7 Renaturierung von Proteinen durch Dialyse

Ist die Aufreinigung von Proteinen nur unter denaturierenden Bedingungen mdglich, kann das Polypeptid durch
Dialyse renaturiert werden. Das Protein kann seine natiirliche Faltung wieder annehmen, wenn der Harnstoff
sukzessive aus dem Puffer entfernt wird. Im Gegensatz zu den Pufferbestandteilen ist das zu dialysierende Protein
nicht in der Lage durch die semipermeable Membran zu diffundieren. Durch langsames Absenken der
Harnstoffkonzentration in dem Dialyseschlauch umgebenden Medium, stromt der Harnstoff aufgrund des
osmotischen Gradienten durch die Membran nach auBen.

Durchfiihrung:

Der Dialyseschlauch wird mit H,Op4est griindlich durchgespiilt und an einem Ende mit Dialyseklammern verschlossen.
AnschlieBend wird die Proteinlosung eingefiillt und der Schlauch mit einer weiteren Klammer verschlossen. Es ist
darauf zu achten, dass sich im Schlauch ausreichend Raum fiir einstromenden Puffer befindet. AnschlieBend erfolgte
die renaturierende Dialyse unter sténdigem Riihren.

Protokol einer Proteinrenaturierung durch Dialyse:

6 h bei 4°C 3 M Harnstoff / 1-fach PBS (siehe 4.3.1) 3 L
6 h bei 4°C 1-fach PBS oder MES 3 L

oder

12 h bei 4°C 3 M Harnstoff / 1-fach PBS 3 L

4.3.8 Bestimmung der Proteinkonzentration

4.3.8.1 BSA-Konzentrationsreihe

Mit einer standardisierten Konzentrationsreihe bovinen Serumalbumins (BSA), die auf ein Polyacrylamid-Gel
aufgetragen und durch eine SDS-PAGE aufgetrennt wird, kann die ungefahre Menge eines aufgereinigten und
dialysierten Proteins in einer Losung abgeschatzt werden.

4.3.8.2 Bradford-Test

Eine genauere Proteinquantifizierung ermdglicht der Bradford-Test (Bradford, 1976). Die Bestimmungsgrenze des
Tests liegt zwischen 1 und 20 pg/ul Protein. Reduzierende Chemikalien wie z. B. B-Mercaptomethanol diirfen nicht in
der zu messenden L&sung vorhanden sein, da sie das Messergebnis negativ beeinflussen. Der Farbstoff Coomassie
Brillant Blue G-250 (Serva) bindet in saurer Losung an kationische und nichtpolare, hydrophoben Proteinreste. Durch
die Bindung verandert sich das Absorptionsspektrum des Farbstoffs und verschiebt sich zu einem Maximum bei 595
nm. Mit einer Kalibrierungsreihe eines bekannten Proteins (BSA) ist eine Berechnung der genauen Proteinmenge
maoglich.

Durchfiihrung:

Das Bradford-Reagenz (Biorad) wird 1:5 mit H,Opigest. Verdiinnt. und in eine Messkiivette vorgelegt. AnschlieBend werden
0, 1, 2 und 5 pg BSA zu der Verdiinnung hinzupipettiert und griindlich gemischt. Nach einer 5-miniitigen
Inkubationszeit wird die optische Dichte der Referenzreihe bei einer Wellenlange von 595 nm in einem Photometer
gemessen. Aus den ermittelten Werten wird eine Eichgerade erstellt, deren Steigung als Berechnungsgrundlage fiir
unbekannte Proteinlésungen dient.



4.3.9 Extraktion von Proteinen aus Kulturzellen

Zur Gewinnung von mit der Kernhille assoziierten Proteinen aus Kulturzellen wurde ein Gesamtproteinextrakt

hergestellt.
Ldasungen:
PBS (siehe 4.3.1)
Lysis-Puffer (pH 7,5): 50 mM Tris-HCl
150 mM NaCl
0,5 % (v/v)  Triton™ X-100
5mM EDTA
0,2 mM PMSF
Durchfiihrung:

Als Ausgangsmaterial wurden durch Zellkultur vermehrte COS-7 oder HelLa verwendet. Alle nachfolgenden Schritte
wurden bei einer Temperatur von 4°C und unter Anwesenheit von Proteaseinhibitoren (PMSF) durchgefiihrt, um
einen proteolytischen Abbau der Proteine vorzubeugen.

Fiir einen Gesamtproteinextraktionsansatz wurden Kulturzellen in 6 groBe Plastik-Petrischalen (@ 18 cm) bis zu einer
Zelldichte von maximal 2-3 10° Zellen pro Milliliter Kulturmedium kultiviert. Die Zellen wurden mit einem Zellschaber
abgeschabt, in PBS gewaschen mit einer Pipette in zwei 50 mI-Réhrchen Gberfiihrt. AnschlieBend wurde die Anzahl
der Zellen mit einer Neubauer-Zahlkammer bestimmt und die Réhrchen fiir 10 min bei 500 g und 4°C zentrifugiert.
Der Uberstand wurde verworfen und das Pellet in 1 ml Lysis-Puffer / 5x 10° Zellen aufgenommen und 10 min auf Eis
inkubiert. Die Losung wurde fir 4x 15 sek sonifiziert und wiederum 15 min auf Eis inkubiert, wodurch die Zellen
aufgeschlossen und die Proteine in Losung gingen. AnschlieBend wurde die Suspension fiir 15 min bei 15.000 g
zentrifugiert, der Uberstand aliquotiert und in fliissigem Stickstoff bei -195,8°C schock-gefroren. Danach konnten die

Proteinproben fiir mehrere Monate bei -20°C aufbewahrt werden.

4.3.10 Fallung von Proteinen

4.3.10.1 Proteinfallung mit Methanol und Chloroform

Fir eine Fallung wurden 400 pL einer wassrigen Proteinldsung mit 400 pL Methanol (100 %, p.a.) und 300 pL
Chloroform (100 %, p.a.) vermischt. Nach Zugabe von Chloroform wurde die Lsung milchig. AnschlieBend wurde die
Suspension fiir 5 min bei 13.000 rpm zentrifugiert. Es bildeten sich drei Phasen, wobei sich die Proteine in der
weiBlichen Interphase befinden. Der Uberstand wurde vorsichtig abgenommen, der verbleibende Rest mit 300 pL
Methanol (100 %, p.a.) erneut vermischt. Es folgte eine weitere Zentrifugation fir eine Minute bei 13.000 rpm. Der
Uberstand wurde verworfen und das Proteinsediment fiir 15 min bei RT luftgetrocknet. Schwerldsliche Prazipitate
wurden zundchst in einem kleinen Volumen (5 pL) 2 M Harnstoff vorgelést und dann in 1-fach SDS-Probenpuffer
(siehe 4.3.1) gelost. Die geféllten Proteinproben wurden so lange bei 95°C erhitzt, bis sie vollsténdig in L&sung
gegangen waren. AnschlieBend konnten die Proteine flir langere Zeit bei -20°C aufbewahrt werden.

4.3.10.2 Proteinfillung mit Aceton

Proteine, die sich in wassriger Losung befinden, kénnen durch Zugabe von 6,5 Volumina Aceton (100 %, p.a., -20°C)
gefallt werden. Der Prazipitationsvorgang kann durch eine 2-stiindige Inkubation bei -70°C (oder Gber Nacht bei -
20°C) gefordert werden. Nach der Inkubationszeit wurden die gefallten Proteine fiir 10 min bei 5.000 g (4°C)
zentrifugiert. Das Sediment wurde nach Abnahme des Uberstands fiir 15 min bei RT luftgetrocknet und schlieBlich in
1-fachem SDS-Probenpuffer geldst. Die Lagerung erfolgte bei -20°C.



4.3.11 Salzextraktion von Proteinen aus Kulturzellen

Die Loslichkeit bzw. die Resistenz einiger Proteine gegen hohere Salzkonzentrationen ist eine charakteristische
Eigenschaft insbesondere bei Strukturproteinen, wie z.B. Bestandteilen des Zytoskeletts oder der Kern-Lamina.

Ldsungen:
PBS (siehe 4.3.1): +1mM PMSF
+0,5mM DTT
SL DNase I: 50 mg/pl in 20 mM Tris/HCl, pH 7,5
1mM MgCl,
50 % (v/v) Glyzerin
bei -20°C aufbewahren (max. 3-4 Wochen!)
Proteinase-Inhibitoren-Mix: 5mM ot-Aminocopronsaure
(nach Dhadialla und Raikhel, 1990) 1mM Benzamidin
1 mM EDTA
2 pg/mi Aprotinin
2 pg/ml Antipain
2 pg/mi Chymostatin
2 pg/mi Leupeptin
2 pg/ml Pepstatin
als SL (100-fach in H,O) angesetzt
Puffer A (pH 7,4) 4°C: 10 mM Tris/HCl pH 7,4
1mM PMSF (SL 200 mM in 100 % Methanol; bei -20°C)
0,5 mM DTT (SL 1 M in H,O; bei -20°C)
Inhibitoren-Mix /140 verdiinnt zugeben
0,1% Triton™ X-100
Puffer B (pH 7,4): 10 mM Tris/HCI pH 7,4
10 mM MgCl, (vor Gebrauch zugeben)
5mM CaCl, (vor Gebrauch zugeben)
100 ug RNase
200 pg DNase
Inhibitoren-Mix /140 verdiinnt zugeben
Puffer C (pH 7,4) 4°C: 10 mM Tris/HCl pH 7,4
1 mM PMSF
0,5mM DTT
Inhibitoren-Mix /140 verdiinnt zugeben
250 mM NaCl
Puffer D (pH 7,4) 4°C: 10 mM Tris/HCl pH 7,4
1 mM PMSF

0,5 mM DTT



Inhibitoren-Mix Y/ verdiinnt zugeben

500 mM NaCl

Puffer E (pH 7,4) 4°C: 10 mM Tris/HCl pH 7,4
1 mM PMSF
0,5mM DTT
Inhibitoren-Mix 1/100 verdiinnt zugeben
1000 mM NaCl

Mit diesem Versuch wurden Unterschiede in der Léslichkeit verschiedener endogener Proteine in Kulturzellen
untersucht. Verwendet wurden die aus Menschen stammenden Hela-Zellen. Pro Ansatz wurden 4 Minischalchen (&
35 mm) angesetzt. Die Puffer wurden immer direkt vor Benutzung vervollstandigt, denn PMSF verliert seine Aktivitat
bei RT bereits nach 30 min. Puffer A, C, D und E mussten auf Eis vorgekiihlt werden, Puffer B sollte bei Verwendung
etwa RT haben.

Zu Beginn wurde das Kulturmedium abgenommen und verworfen, bevor die Zellen vorsichtig mit 1 ml PBS pro Schale
gewaschen wurden. Zum Ernten der Zellen wurde zundchst pro Schale 1 ml PBS zugegeben, worin die Zellen mit
Hilfe eines Zellschabers vom Schalenboden geldst wurden. Durch zusatzliches Auf- und Abpipettieren wurden die
Zellen vollsténdig vom Boden gelost und auBerdem weiter vereinzelt. Die Zellsuspension wurde in ein 15-ml-
Rohrchen gegeben, dann wurden die Kulturschalen mit insgesamt 1 ml PBS nachgesplilt, was ebenfalls in das
Roéhrchen gegeben wurde. Die Suspension wurde bei 1.000 g bei 4°C zentrifugiert, das Pellet in 3 ml Puffer A
aufgenommen, mit dem Glas-Teflon-Homogenisator homogenisiert und fiir 10 min auf Eis inkubiert. Die Suspension
wurde dann gleichmaBig auf zwei 1,5-ml-Eppendorf-GeféBe verteilt. Das eine diente als unbehandelte Kontrolle,
damit die Gesamtmenge des analysierten Proteins abgeschdtzt werden konnte und somit das Ergebnis der
Fraktionierung besser zu interpretieren war. Die Kontrollzellen wurden 10 min bei 16.000 g in einer Tischzentrifuge
pelletiert, der Uberstand verworfen und die Zellen schlieBlich in 2-4 pl 2 M Harnstoff vorgeldst und dann durch
Zugabe von 20 pl SDS-Probenpuffer vollstandig geldst (so lange kochen, bis Losung klar ist!).

Die andere Hilfte der Zellsuspension wurde zundchst 10 min bei 4500 g und 4°C zentrifugiert, der Uberstand
abgenommen und verworfen und das Pellet schlieBlich in 500 pl Puffer B resuspendiert. Die Suspension wurde 15
min bei RT auf dem Rollinkubator inkubiert. Dabei sollte durch den Verdau der DNA nach kurzer Zeit das Pellet
zerfallen. Dieser Schritt soll DNA-bindende Proteine besser in Losung bringen. AnschlieBend wurde 10 min bei 4500 g
und 4°C zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen, das Pellet wurde erneut in 500 pl Puffer A aufgenommen, fiir
10 min auf Eis gestellt und 4500 g fiir 10 min zentrifugiert. Das Pellet wurde mit 500 pl Puffer C versetzt und fiir 15
min auf dem Drehinkubator bei 4°C inkubiert, bei 16.000 g fiir 10 min bei 4°C zentrifugiert und der Uberstand
gesammelt. Die letzten drei Schritte wurden mit den Puffern D und E wiederholt. Das Pellet wurde, wie das Pellet der
unbehandelten Kontrollzellen, in SDS-Probenpuffer aufgenommen und gel6ést. Die Proteine der gesammelten
Uberstinde wurden mit Methanol/Chloroform gefillt (siehe 4.3.10) und in insgesamt 20 pl SDS-Probenpuffer geldst.
Auch hier empfiehlt es sich die Pellets in 2-4 ul 2 M Harnstoff vorzulésen. Sehr wichtig dabei ist, die Proben so lange
zu behandeln, bis die Proteine vollstéandig geldst sind (Losung klar). Bei der Analyse des Experiments in der SDS-
PAGE wurden alle Proben vollstandig aufgetragen.

4.3.12 Nachweis einer Protein-Protein-Interaktion iiber einen , Pull-Down-Assay"

Bei Pull-Down Experimenten handelt es sich um Bindungsstudien in Losung. Hierbei wird ein Fusionsprotein Uber
Ligandenaffinitat an eine Matrix gebunden, die gezielt nur dieses Fusionsprotein bindet. Nach dem Entfernen der
nicht gebundenen Proteine wird die Saule mit dem gebundenen Protein mit anderen Proteinen inkubiert. Alle

Proteine, die ihrerseits eine Bindung mit dem Fusionsprotein eingehen kdénnen, werden nun ebenfalls Uber



Ligandenaffinitat an das Fusionsprotein gebunden. Ungebundene Proteine werden durch eine erhohte
Salzkonzentration, oder durch eine kompetetive Verdrangung durch ein molekulares Analogon, in diesem Fall
Imidazol, entfernt. SchlieBlich werden die an die Sdule gebundenen Proteine eluiert. Die gebundenen Proteine
kénnen dann durch SDS-PAGE aufgetrennt und mit Hilfe von Immunblots analysiert werden. Pull-Down-Experimente
wurden mit Ni-NTA-Agarose als Matrix durchgefiihrt, die spezifisch nur Proteine mit 6 angehangten Histidinresten

bindet. In diesem Falle wurde als Fusionsprotein Lamin A-His, sowie verschiedene Lamin A-His-Mutationen

verwendet.
Ldsungen:
Lysispuffer: 50 mM Na,HPO,
50 mM NaH2PO4
= Na,HPO,4 mit NaH,PO, auf pH 7,4 titrieren
300 mM NaCl
Waschpuffer: 50 mM Na,HPO,
50 mM NaH,PO4
= Na,HPO,4 mit NaH,PO, auf pH 7,4 titrieren
300 mM NaCl
20 mM Imidazol
Elutionspuffer: 50 mM Na,HPO,
50 mM NaH,PO4
= Na,HPO,4 mit NaH,PO, auf pH 7,4 titrieren
300 mM NaCl
250 mM Imidazol

Ni-NTA-Agarose (Qiagen)

Pro Ansatz wurde fiir 20 pl Saulenvolumen 40 pl Ni-NTA-Agarose in ein 1,5 ml ReaktionsgefaB pipettiert und fiir 2x 5
min bei 700 g abzentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen und die Agarose mit 800 ul Lysispuffer &quilibriert.
Nach einer erneuten Zentrifugation fiir 5 min bei 700 g folgte die Bindung des His-gekoppelten Proteins an die
Matrix. Hierfir wurden etwa 10 bis 20 pg aufgereinigtes Lamin A-His in einer Konzentration von 100 ng/ul in PBS pH
8,0 auf die Sdule pipettiert und fir 30 min auf dem Rollinkubator inkubiert. Nach gutem Durchmischen der
Suspension folgte eine Zentrifugation von 2 min bei 700 g und 4°C. Der Uberstand, mit ungebundenem Lamin-His,
wurde abgenommen und als nicht an die Siule gebundene Fraktion in 6x Volumen Aceton p.a. bei -20°C UN gefillt.
Auf die Sdule wurden nun 200 pl eines vorher hergestellten Zellkern-Proteinextraktes (siehe 4.3.9) pipettiert und fir
2 h bei RT auf einem Drehtisch inkubiert. AnschlieBend wurde die Saule fiir 2 min bei 700 g und 4°C abzentrifugiert
und der Uberstand, welcher die ungebundenen Proteine enthielt, mit 6x Volumen Aceton p.a. gefillt. Es folgte
zweimaliges Waschen der Saule mit je 1 ml Waschpuffer und Zentrifugation fiir 2 min bei 700 g und 4°C. Alle an die
Matrix-gebundenen Proteine wurden nun mit 800-1000 pl Elutionspuffer geldst und nach Zentrifugation fiir 2 min bei
700 g und 4°C als Uberstand in Aceton gefillt. Alle gefllten Proteine wurden schlieBlich in 20 pl SDS-Probenpuffer
aufgenommen, flir 15 min bei 95°C denaturiert und per SDS-PAGE aufgetrennt (siehe 4.3.1). Zusatzlich zu den oben
beschriebenen Proben wurde zur Kontrolle jeweils noch aufgereinigtes Lamin-His mit und ohne Inkubation mit
Zellkern-Proteinextrakt mit auf das Gel aufgetragen. Die Proteine wurden anschlieBend geblottet. Zur Kontrolle
wurden noch zwei weitere Sdulen angefertigt. An der einen Kontrollsdule wurde nur der Antikdrper gegen Lamin A



gebunden, ohne eine anschlieBende Inkubation mit Zellkern-Proteinextrakt, an die zweite Saule war kein Antikdrper
gebunden, diese wurde jedoch mit Zellkern-Proteinextrakt inkubiert.

4.3.13 Nachweis von Protein-Protein-Interaktionen iiber ELISA

4.3.13.1 Experimentelles Prinzip

Enzymgekoppelter Immunadsorptionstest bzw. Enzyme Linked Immunosorbent Assay (ELISA) bezeichnet ein
immunologisches Nachweisverfahren, welches auf einer enzymatischen Farbreaktion basiert. Zur quantitativen
Bestimmung eines spezifischen Antigens in Proteingemischen werden ELISA-Tests (Hautanen und Linder, 1981)
durchgefiihrt. Bei diesem Verfahren wird die Antigen-Lésung an die Oberflache von kunststoffbeschichteten
Mikrotiterplatten adsorbiert und danach mit der entsprechenden Antikérper-Losung inkubiert. Der zweite Antikdrper
ist an das Enzym alkalische Phosphatase gekoppelt, das im alkalischen Milieu Phosphomonoesterbindungen spaltet.
Die Menge an gebundenem zweitem Antikdrper wird Uber eine Enzym-Substrat-Reaktion nachgewiesen.

Als Substrat wird das farblose p-Nitrophenylphosphat verwendet, das nach Spaltung der Phosphomonoesterbindung
in Phosphat und das gelb gefarbte p-Nitrophenol Gibergeht. Die Menge an umgesetztem Substrat kann direkt an der
Intensitdt der Gelbférbung gemessen werden. Durch den zusatzlichen Amplifikationseffekt der Enzym-Substrat-
Reaktion ist die Sensitivitat des ELISA-Tests relativ hoch, so dass noch Antigenmengen im Nanogrammbereich
nachweisbar sind.

Diese Technik wurde verwendet, um eventuelle Unterschiede in Protein-Protein-Interaktionen von wildtypischen oder
mutierten /n-vitro gebildeten Lamin A-Filamenten und Proteinen der Kernmembran zu detektieren. Es wurden als
Antigene verschiedene Lamin A-Filamente (siehe 4.3.6) verwendet, dazu Gesamtproteinextrakt aus Kernhdllen (siehe
4.3.9) pipetiert und mdgliche Bindungen mit spezifischen Antikérpern gegen Proteine der Kernhiille nachgewiesen.

Durchfiihrung:
Ldsungen:
PBS siehe 4.3.1
PBS/Tween® 0,605 g in 1000 ml PBS Tween® 20 in 1000
BSA-Ldsung 1 gin 100 ml PBS BSA in 100
DEA-Puffer 97 ml Diethanolamin (DEA)
80 mg MgCl,
MES-Puffer Siehe 4.3.6
in 1000 ml H,0pigest, PH 9,8, mit HCI eingestellt
Primarantikorper Verdlinnung siehe 3.1.5
Sekundar-Antikdrper 1:1000 in BSA-L6ésung a-Maus / a-Kaninchen, alk.
Phosphatase konjugiert
Colometrisches NachweiBreagenz 2 Tabletten in 10 ml PBS Sigma 104-Phospatase-

Substrat-Tabletten (Sigma)

In Polyvinyl-Mikrotiterplatten (96 Locher, Anthos) wurden pro Loch je 20 pl der zu testenden Lamin A-Filament-
Losung in 8 M Harnstoff pipettiert, mit 180 ml MES-Puffer versetzt, so dass sich die Filamente frei rekonstituieren
konnten und fiir 2 h bei RT in einer feuchten Kammer inkubiert. Die Platte wurde 5x mit PBS gewaschen. Zur
Absattigung noch freier Bindungsstellen wurde mit 300 pl einer BSA-L6sung (1 %) pro Loch fiir 2 h bei RT inkubiert.
Die Platte wurde 5x mit PBS/Tween® gewaschen und anschlieBend mit Gesamtproteinextrakt aus Kernhiillen fiir 2 h
bei RT versetzt. Die Platte wurde wieder mit 5x mit PBS/Tween® gewaschen, iiber Nacht bei 4°C mit 50 pl
Antikérperlésung inkubiert und am nachsten Tag 5x mit PBS/Tween® gewaschen, um nicht gebundene Antikérper zu



entfernen. Vom zweiten Antikorper (alk. Phosphatase-konjugiert) wurden pro Vertiefung 50 pl zugegeben. Die Platte
wurde 2 h bei RT inkubiert und 5x mit PBS/Tween® und zusétzlich noch 3x mit DEA-Puffer gewaschen, um das im
PBS enthaltene Phosphat vollstdndig zu entfernen, das infolge Endprodukthemmung die Enzymreaktion storen
wiirde.

Als colorimetrisches Nachweisreagenz wurden zwei Sigma 104-Phosphatase-Substrat-Tabletten in 10 ml DEA-Puffer
geldst und davon 100 pl pro Loch pipettiert.

4.3.13.2 Auswertung

Die spektralphotometrische Auswertung erfolgt durch Messung der Extinktion bei 405 nm nach 30, 60 und 120 min
am Anthos 2010 Einkanal-Photometer der Firma Anthos.

4.4 Methoden der Zellkultur

4.4.1 Kultivieren von Zellen

Die Kultivierung von Zellen wurde unter Einhaltung aller SicherheitsmaBnahmen bei keimarmen Bedingungen
durchgefiihrt. Das Zellwachstum wurde mit Hilfe eines Inversmikroskops mit Phasenkontrasteinrichtung uberpriift.
Grundsatzlich galten die in Tab. 4.4 angegebenen Richtwerte fiir die verwendeten KulturgefaBe. Angaben zu Medien
und Kultivierungsbedingungen befinden sich im Kapitel 3.1.3.

Flaschen

TC 25 2500 0,7 = 10° 2,8« 10° 5 2 1

TC 80 8000 2,0« 10° 8,0« 10° 15 6 2

Schalen

35 mm 960 0,3« 10° 1,2« 10° 2,5 2 0,5
60 mm 2820 0,7 = 10° 32+« 10° 5 5 1

100 mm 7850 2,0~ 10° 8,0« 10° 10 10 2

150 mm 17670 50« 10° 20,0 = 10° 20 15 4

Tab. 4.4: Ubersicht der Richtwerte fiir die Kultivierung von Zellen

Die Anzahl der Zellen bei Konfluenz war abhéngig von den jeweiligen Zelltypen, die angegebenen Werte beziehen
sich auf HeLa-Zellen.

4.4.2 Passagieren adharenter Kulturzellen

Lésungen:

PBS (siehe 4.3.1); steril und vorgewdrmt auf 37°C
Zellkulturmedium (siehe 3.1.3); vorgewarmt auf 37°C
Trypsin-EDTA-LGsung: PBS

0,06 % Trypsin
0,53 mM  EDTA

= sterilfiltrieren



Durchfiihrung.

Alle 2-3 Tage, wenn die Zellen konfluent waren, wurden sie gesplittet und neu ausgesat. Je nach
Proliferationsverhalten wurden die Zellen so ausgesat, dass sie nach 2-3 Tagen wieder die Konfluenz erreichten.
Dafiir wurde zuerst das Zellkulturmedium abgesaugt. Dann wurden die Zellen mit 2 ml (bei einer 25-cm?
Zellkulturflasche) warmem PBS gewaschen und mit 0,5-1 ml Trypsinldsung Uberschichtet. Die Zellen wurden dann je
nach Zelltyp etwa 10 min bei RT inkubiert, bis sich die Zellen vom Flaschenboden I6sen. Die Ablésung wurde am
Inversmikroskops beobachtet. In eine frische Flasche wurden inzwischen 4-5 ml Zellkulturmedium vorgelegt. Durch
leichtes Klopfen der Flasche wurde das Ablésen der Zellen unterstiitzt. Dann wurden die Zellen mit 5 ml warmem
Zellkulturmedium vom Boden der Flasche abgespiilt. Die frische Flasche wurde mit 0,5-1 ml Zellsuspension angeimpft
(flir HeLa-Zellen, Fibroblasten).

4.4.3 Einfrieren von Kulturzellen

Ldsungen:

PBS (siehe 4.3.1)

Trypsinldsung (siehe 4.2.1)

Zellkulturmedium (siehe 3.1.3)

Einfriermedium (Zellkulturmedium mit 10 % DMSO und 20 % FCS)
Durchfiihrung:

Die Zellen einer konfluenten Flasche wurden, wie unter 4.2.1 beschrieben, trypsinisiert und in 5 ml Medium
aufgenommen. Sie wurden in ein 15 ml-Zentrifugenréhrchen Uberfiihrt und 5 min bei 1.000 g pelletiert. Der
Uberstand wurde abgesaugt und das Pellet in 3,6 ml Einfriermedium resuspendiert. Je 1,8 ml der Suspension wurden
dann in ein Kryoréhrchen gefiillt. Die Réhrchen wurden in eine Einfrierbox gestellt und diese eben in eine -70°C-
Truhe platziert. Die Einfrierbox bewirkt ein langsames Einfrieren der Zellen (1°C Temperatursenkung pro 1 h), was
die Bildung von tédlichen Kristallen verhindert. Am nachsten Tag wurden die Kryoréhrchen dann in fllssigen
Stickstoff Gberfiihrt und dort gelagert.

4.4.4 Auftauen von Kulturzellen

Das fiir die Zelllinie verwendete Kulturmedium wurde im Wasserbad auf 37°C erwarmt. Dann wurde das aus dem
Stickstoffbehalter entnommene Kryoréhrchen vorsichtig im Wasserbad so lange aufgetaut, bis gerade noch ein Rest
gefroren war. AnschlieBend wurde das Kryordhrchen mit 70 %igem Alkohol desinfiziert und der Inhalt in ein 15-ml-
Zentrifugenréhrchen mit 10 ml vorgewarmtem Medium gegeben. Es folgte eine Zentrifugation bei 1.000 g fiir 5 min
Danach wurde der Uberstand abgesaugt und das Zellpellet in 5 ml frischem, vorgewdrmtem Medium resuspendiert.
Die Zellsuspension wurde in eine 25 cm?-Zellkulturflasche berfiihrt und bei 37°C und 5 % CO, inkubiert. Beginnend

mit dem ersten Tag nach dem Auftauen erfolgte ein Mediumwechsel bzw. das Umsetzen der Zellen alle 2-3 Tage.

4.4.5 Verbesserung der Zelladhasion auf Deckgldaschen

Wahrend der Praparation von Zellen fiir die Elektronenmikroskopie (siehe 4.5.12) wurden im Verlaufe der
verschiedenen Ethanol-Entwasserungsstufen stellenweise viele dieser Zellen von den Deckgldschen abgeldst. Um dies
zu vermeiden, wurden die Deckglaschen mit Poly-D-Lysin vorbehandelt, um damit die Zelladhdsion wahrend dieser

Prozedur zu verbessern.



Durchfiihrung.

Die Poly-D-Lysin-Lésung (0,1 %) wurde mit PBS (siehe 4.3.1) auf eine Konzentration von 0,1 mg/ml verdiinnt,
anschlieBend sterile Deckgldschen damit benetzt, 5 min inkubiert und der Rest der Flussigkeit abgenommen. Danach
wurden die Deckglaschen fir 1 min mit PBS gewaschen, die nun bei -20°C fuir 2 Wochen gelagert werden konnten.

4.4.6 Behandlung von Kulturzellen mit dem Proteasominhibitor Lactacystein

Lactacystein ist ein zellpermeabler, irreversibler Proteasomen-Inhibitor. Es inhibiert spezifisch das 20S- und 26S-
Proteasom und blockiert die Proteasomaktivitat, indem es an die katalytische B-Untereinheit des Proteasoms bindet.
Die Substanz zeigt dabei aber keine Wirkung auf die Serin- oder Cysteinproteaseaktivitdten des Proteasoms.

Durchfiihrung:

Zellen wurden in Zellkulturschalchen (@ 35 mm) bis zu einer Konfluenz von ca. 90 % kultiviert. AnschlieBend wurden
zu den 2,5 ml Kulturmedium 1-3 pM Lactasystein (1 pM; Stock: 200 pM / 100 % Ethanol p.a.; Genaxxon)
dazugegeben und 24-36 h bei 37°C inkubiert.

4.4.7 Isolierung von Zellkernen aus Kulturzellen

Zur Anreicherung von nukledren Proteinen, wurden aus Kulturzellen Kerne isoliert und anschlieBend in einer

Polyacrylamid-Gelelektrophorese aufgetrennt.

Ldsungen:
TKM-Puffer 70 mM KCl

3mM MgCl,

10 mM Tris/HCl, pH 7,2

100 mM PMSF in EtOH
Lyse-Puffer 10 mM Tris/HCI, pH 7,2
SDS-Probenpuffer 60 mM Tris/HCI, pH 6,8
(nach Laemmli) 10 % Glyzerin

5% SDS
SDS-Probenpuffer 10 % B-Mercaptoethanol
Durchfiihrung:

Es wurden Kulturzellen in Zellkulturschélchen in einer geeigneten Menge des jeweiligen Mediums kultiviert, bis die
gewiinschte Zelldichte von maximal 10° Zellen pro ml Kulturmedium erreicht wurde. Das Medium wurde abgegossen,
und die Zellen vorsichtig mit PBS gewaschen. Dann wurden die Zellen vorsichtig in 10 ml TKM mit einem
Gummischaber vom Schalenboden abgeschabt und auf Eis in 15 ml Zentrifugenréhrchen gesammelt. AnschlieBend
wurde die Zellschale nochmals mit 5 ml TKM gespiilt, um mdglichst keine Verluste von Zellen zu erleiden. Die
Sedimentierung der Zellen wurde durch eine Zentrifugation von 5 min bei 2.000 g und 4°C erreicht. Die
sedimentierten Zellen wurden in 10 ml Lysispuffer resuspendiert und 15 min auf Eis inkubiert. Der hypotonische
Lysepuffer lieB die Zellen anschwellen und erleichterte das anschlieBende Aufbrechen der Zellen in einem Glas-
Teflon-Homogenisator. Das Homogenisieren wurde unter standiger lichtmikroskopischer Kontrolle so lange
durchgefiihrt, bis mdglichst alle Zellen aufgeschlossen waren und nur noch die intakten Kerne vorlagen (ca. 25
Hube). Im Anschluss wurde die Zell-Lyse am Mikroskop untersucht. Waren nahezu alle Zellen aufgeschlossen und nur

noch intakte Kerne vorhanden, wurde die Homogenisation beendet. Die Anzahl der Kerne wurde in einer Neubauer-



Kammer (siehe 4.4.8) bestimmt. Dann wurden die Kerne bei 2.000 g fiir 20 min bei 4°C pelletiert und das Sediment
nach Verwerfen des Uberstandes in Laemmli-Probenpuffer resuspendiert (10° Kerne / 20 pl; fiir eine SDS-
Polyacrylamid-Gelelektrophorese werden 0,5x 10° Kerne / Spur benétigt), in ein Eppendorf-GefiB (iberfiihrt und 10
min bei 95°C aufgekocht.

4.4.8 Mengenbestimmung von Partikeln mit der Neubauer-Zahlkammer

Die Auszdhlung von Zellen oder Zellkernen erfolgte stets lichtmikroskopisch mit Hilfe einer Neubauer-Zahlkammer,
wodurch sich die Anzahl der Partikel pro Volumeneinheit berechnen lieB. Im Mittelsteg der Kammer sind Zahlnetze
eingraviert. Diese bestehen aus mehreren GroBquadraten, wobei ein GroBquadrat in 16 Kleinquadrate aufgeteilt ist.
Die Hohe der Kammer betragt 0,1 mm und wird durch den Abstand zwischen Steg und einem Glasdeckplattchen
festgelegt, welches auf den Glassteg der Zéhlkammer in Querrichtung geschoben wird. Das Deckgldschen sitzt korrekt
auf, wenn so genannte Newton’schen Ringe zu sehen sind. Die Fliache eines GroBquadrats betrégt 1 mm?, wodurch sich
ein Volumen des GroBquadrates von 0,1 mm?® (= 0,1 pL) ergibt. Es wurden stets 4 GroBquadrate ausgezahlt, wobei
darauf zu achten war, dass Zellen oder Kerne, die auf den Begrenzungslinien zwischen den Quadraten lagen, nicht
doppelt gezahlt wurden. Aus dem Durchschnittswert der ausgezéhlten Zellen pro GroBquadrat konnte die Zellzahl im

Gesamtvolumen mit nachfolgender Formel berechnet werden:

16 x @ Zellzahl pro Kleinquadrat x 10* x Verdiinnung = Anzahl pro ml

4.4.9 Test der Zellkultur auf eine Kontamination mit Mycoplasmen

Ldsungen:

Vgl. PCR mit Tag-Polymerase (siehe 4.2.2)

Primer 1: myco_5": 5-ACT CCT ACG GGA GGC AGC AGT A-3’
Primer 2: myco_3": 5-TGC ACC ATC TGT CAC TCT GTT AAC CTC-3’
Durchfiihrung:

Zunachst wurden 1,5 ml des Zellkulturmediums in ein Eppendorf-GefaB tberfiihrt und anschlieBend 5 min bei 3.000 g
zentrifugiert. Der Uberstand wurde in ein frisches Eppendorf-GefiB berfiihrt und wieder bei 13.000 g fiir 10 min
zentrifugiert. Der Uberstand wurde vorsichtig mit einer Pipette abgenommen und verworfen, das Pellet schlieBlich in
25 pl HoOpigest gelost. Diese Losung wurde mit Hilfe einer PCR auf die Anwesenheit Mycoplasma-spezifischer Gene hin
getestet. Mit den verwendeten Primern wird ein Abschnitt der 16S-rDNA spezifisch in Mycoplasmen amplifiziert. Ist
ein PCR-Produkt mit einer Lange von 720 bp nachweisbar, liegt eine Kontamination mit Mycoplasmen vor.

PCR-Ansatz (25 ul):

5ul Losung (siehe oben)

1,5l MgCl, (25 mM)

5ul 10-fach-Puffer

0,5 pl dNTP-Mix (10 mM SL je Nukleotid, MBI)
0,5 ul 5'-Primer (10 pmol/ul), biomers.net GmbH)
0,5 ul 3'-Primer (10 pmol/ul), biomers.net GmbH)
2,5l Taqg-DNA-Polymerase

auf 25 i H2Opigest auffiillen



PCR-Programm.

1 initiale Denaturierung 5 min, 94°C
Denaturierung 30 sek, 94°C

40 Primer Annealing 30 sek 60°C
Elongation 34 sek 72°C
Kihlung 4°C

Die Analyse erfolgte anschlieBend (iber ein Agarosegel (siehe 4.2.11).

4.4.10 Transfektion von Kulturzellen

Transfektion bedeutet das Einbringen von DNA in eukaryontische Zellen. Genau wie bei der Transformation von
Bakterien muss die DNA die Zellmembran passieren und kann dann unabhangig von der Transfektionsmethode in
den Zellkern gelangen. Dort wird die Information der DNA in RNA umgesetzt, und es kann zur Expression der im
Vektor kodierten Gene kommen. Es wurden mehrere Methoden zur Transfektion von Kulturzellen angewendet.

4.4.10.1 Transfektion eukaryontischer Zellen mit Effectene™ (Qiagen)

Effectene™ ist ein nicht-liposomales Lipid, welches unter spontaner Mizellenbildung die DNA in Lipidmolekdle hiillt.
Nach Herstellerangaben soll dabei keine GroéBen- und Ladungsvarianz auftreten, wie dies bei liposomalen
Transfektionen der Fall ist. Die Transfektionsraten bei COS-7-Zellen lagen mit Effectene™ bei 40-90 %.

Ldsungen:

Qiagen Effectene™ Transfection Reagent Kit enthalt Effectene™, Enhancer und Puffer EC
PBS siehe 4.3.1; steril

Zellkulturmedium siehe 3.1.3

Durchfiihrung:

Die Transfektion von Zellen in Minischdlchen (& 35 mm) wurde mit 500 ng Plasmid-DNA weitgehend nach
Herstellerangaben durchgefiihrt. Dazu wurde am Vortag ein Minischilchen mit vier Deckgldschen mit 4-10° COS-7-
bzw. Fibroblasten-Zellen ausgesat. Pro Minischdlchen wurden 500 ng DNA eingesetzt. Die DNA wurde mit Puffer EC
auf 100 pl aufgefiillt, gemischt und mit 3,2 pl Enhancer versetzt. Nach 2 bis 5-minditiger Inkubation bei RT wurden
10 pl Effectene™ zugegeben und vermischt. Wahrend einer weiteren Inkubation von 5-10 min bei RT wurden die Zellen
einmal mit 2 ml PBS gewaschen und mit 1600 pl Medium (iberschichtet. Dann konnte die Mischung aus DNA und
Transfektionsreagenz mit 600 pl Medium versetzt und tropfenweise auf die Zellen pipettiert werden. Die Inkubation
mit dem Transfektionsreagenz erfolgte immer (ber Nacht. Transfizierte Zellen wurden am ndchsten oder (iber-
nachsten Tag fiir weitere Experimente verwendet, ohne dass das Medium zuvor gewechselt wurde. Bei den
angewandten Inkubationszeiten konnte keine zelltoxische Wirkung beobachtet werden.

4.4.10.2 Transfektion eukaryontischer Zellen mit Lipofectamine™ (Invitrogen)

Die Transfektion mit Lipofectamine™ erfolgte nach Herstellerprotokoll. Im Gegensatz zu Effectene™ benétigt man fiir
dieses Protokoll zusatzlich serumfreies Medium (Optimem), da die Serumproteine mit der Transfektion interferieren

wirden. Zellen wurden wie fiir eine Transfektion mit Effectene™ am Vortag ausgesat.



Ldsungen:

Optimem serumfreies Medium, Gibco Life Technologies
Lipofectamine™ Invitrogen

PBS siehe 4.3.1; steril

Zellkulturmedium siehe 3.1.3

Durchfiihrung:

Pro Minischale wurden 2 Eppendorf-GefdBe vorbereitet. In GefaB A wurden 12 pl Lipofectamine™ mit 88 pl Optimem
gemischt, in GefaB B 4 pg Plasmid-DNA mit Optimem auf 100 pl aufgefiillt. Dann wurden die Inhalte von GefaB A
und B vereinigt, gemischt und 15 min bei RT inkubiert. Wahrenddessen wurden die Zellen mit 2 ml PBS gewaschen,
mit 1 ml Optimem (iberschichtet und wieder in den Brutschrank gestellt. Fir die Transfektion wurde die DNA-
Lipofectamine™-Mischung mit 800 pl Optimem vorsichtig vermischt und tropfchenweise auf die Zellen pipettiert. Im
Anschluss wurden die Zellen fiir 4-5 h im Brutschrank inkubiert, dann wurde das Medium gewechselt.

4.4.10.3 Transfektion eukaryontischer Zellen mit FuGene HD™ (Roche Diagnostics)

Die Transfektion mit FuGene HD™ erfolgte nach Herstellerprotokoll. Wie bei Lipofectamine™ benétigt man fiir dieses
Protokoll zusatzlich serumfreies Medium (Optimem). Zellen wurden wie fiir eine Transfektion mit Effectene™ und

Lipofectamine™ am Vortag ausgesat.

Ldsungen:

Optimem serumfreies Medium, Gibco Life Technologies
FuGene HD™ Roche Diagnostics

PBS siehe 4.3.1; steril

Zellkulturmedium siehe 3.1.3

Durchfiihrung:

Pro Minischale wurde 1 Eppendorf-GefaB vorbereitet. In das GefaB wurde 1 — 2 ug DNA vorgelegt, mit Optimem auf
100 pl aufgefiillt. Dann wurden 3,2 pl des FuGene HD™ direkt in die Lésung gegeben, gemischt und 15 min bei RT
inkubiert. Wahrenddessen wurden die Zellen mit 2 ml PBS gewaschen, mit 2 ml frischem Medium Uberschichtet und
wieder in den Brutschrank gestellt. Fiir die Transfektion wurde die DNA-FuGene HD™-Mischung trépfchenweise auf
die Zellen pipettiert. Im Anschluss wurden die Zellen fiir 4-5 h im Brutschrank inkubiert, dann wurde das Medium

gewechselt.

4.4.11 Einleitung der Zell-Differenzierung in Muskelzellen

Um die Differenzierung von Myoblasten zu Myocyten einzuleiten, wurden die Zellen in einer Dichte von 2x 10° Zellen
pro 35 mm-Schalchen in DMEM mit 15 % FCS, 1 % L-Glutamine und 1 % Penizillin/Streptomycin ausgeséat. Nach
24 h wurden die Zellen in ein Medium transferiert, welches 2 % Pferdeserum enthielt. Die Zellen wuchsen 2, 3 oder 6
Tage. Die Quantifizierung der Zellfusionen erfolgte nach Fixation in Methanol und Farbung mit dem Farbstoff Giemsa.
Zellen, die 3 oder mehr Kerne enthielten, wurden als Myotuben gezahlt und das Verhéltnis der Kerne [(Kerne in
Myotuben/Gesamt-Kerne)] kalkuliert.



4.5 Licht- und elektronenmikroskopische Methoden

4.5.1 Analyse von Fluoreszenzpraparaten am Epifluoreszenzmikroskop

Fiir die mikroskopische Analyse von Fluoreszenzpraparaten wurde ein Zeiss Axiophot HB050 mit Quecksilberlampe
verwendet. Zur Dokumentation wurde ein digitales Kamerasystem der Firma Pixelfly verwendet (CCD-Sensor). Die
erhaltenen Daten wurden mit Adobe® Photoshop bearbeitet.

4.5.2 Analyse am konfokalen Laser Scanning Mikroskop (CLSM)

Verwendet wurde ein konfokales Mikroskop des Typs TCS-SP2 der Firma Leica (Mannheim). Bei der konfokalen
Mikroskopie wird ein im Prdparat vorhandener Fluoreszenzfarbstoff durch einen Laserimpuls bei einer spezifischen
Wellenlange angeregt, worauf dieser seinerseits Licht einer bestimmten Wellenlange emittiert. Dieses emittierte Licht
wird durch eine Blende im optischen System des Mikroskops (das sog. Pinhole) zuriick auf ein Kameraelement
geleitet. Dieses Pinhole lasst fast ausschlieBlich emittiertes Licht der Fokusebene des Anregungslasers durch.
Dadurch kann man mit einem konfokalen Mikroskop optische Schnitte durch ein Praparat legen, die als Ergebnis ein
Bild liefern, das neben einer guten Auflésung in den x- und y-Ebenen auch eine gute Auflosung in der z-Ebene
besitzt. Dabei wurden folgende Einstellungen der Software standardmaBig verwendet:

Olimmersionsobjektiv HCX PI APO Ibd.BI. 63x 1.4

Pinhole 1 AE

Zoom 2x fiir Ubersichten, 4-6x fiir einzelne Zellen
Argon-Laser-Level Drehknopf stets auf 40 % eingestellt
Anzahl der Scans pro Bild 8

Scangeschwindigkeit 400-800 mW

Tab. 4.5: Verwendete Laserlinien und Einstellungen der Photomultiplyer

Hoechst 33258 405 nm (Diode) 25 % 410-550 nm
EGFP / Cy3 488 nm (Argon) 25 % 500-580 nm
Texas® Red / Cy2 561 nm (Diode) 50 % 570-680 nm
Cy5 633 nm (HeNe) 50 % 650-750 nm
BiFC (YFP) 488 nm (Argon) 50 % 520-560 nm
Interferenzkontrast + 488 nm 20 %

Die Aufnahmen erfolgten im ,sequential scan“-Modus, bei welchem jeweils spezifisch ein Fluorochrom angeregt
wurde, um einen Nebensignaleffekt (crosstalk) der einzelnen Detektionskandle zu vermeiden.

4.5.3 Lebendbeobachtung von Zellen unter dem Mikroskop

4.5.3.1 Herstellung von Lebendbeobachtungskammern

Um lebende Zellen an einem Mikroskop zu beobachten, wurden Lebendbeobachtungskammern hergestellt. Dazu
wurde zundchst auf einen Objekttrager mit Folienstift der Umriss eines Deckgldschens gezeichnet. Dieser
Objekttrager diente als Vorlage. Auf diese Vorlage wurde ein frischer Objekttrager gelegt und dann mit Fixogum (ein

elastischer Montagekleber der Firma Marabu) ein an einer Seite offener Ring mit der GroBe eines Deckgldaschens



aufgetragen. Zur besseren Dosierung des Klebers wurde eine abgeschnittene gelbe Pipettenspitze auf die Fixogum-
Tube gesteckt. Nach einer Trockenzeit von 15 min konnten die Kammern benutzt werden.

4.5.3.2 Analyse unter dem Mikroskop

Fir die /n-vivodlokalisation von EGFP-Fusionsproteinen wurden 5-10 pl Zellkulturmedium in den Ring einer
Lebendbeobachtungskammer pipettiert und ein mit transfizierten Zellen bewachsenes und auf der nicht bewachsenen
Seite sorgfaltig abgewischtes Deckgldschen aufgelegt. Uberschiissiges Medium wurde mit einer Pipette entfernt und
das Deckglaschen mit einem geschlossenen Ring aus Fixogum abgedichtet. Das Fixogum sollte dann flir mindestens
10 min trocknen. Die eingedeckelten Zellen waren bei RT (iber einen Zeitraum von mindestens 2 h vital.

4.5.4 Fixierung von Zellen

4.5.4.1 Fixierung mit Formaldehyd-Triton™

Durch die Behandlung mit Formaldehyd werden l&sliche und freie funktionelle Gruppen zelluldrer Proteine chemisch
vernetzt und dadurch immobilisiert. Das Detergenz Triton™ sorgt dafiir, dass die Lipidmembranen der Zellen partiell

durchlassig werden.

Ldsungen:
Paraformaldehyd-L6sung: 1-2 % (w/v) Paraformaldehyd in PBS
Triton™-LOsung: 0,1 %-0,5 % (v/v) Triton™ X-100 in PBS
PBS (pH 7,4): 140 mM Nadl

6,4 mM Na,HPO,

2,6 mM Ka

1,4mM KHPO,
Durchfiihrung:

Auf Deckglaschen gewachsene Kulturzellen wurden kurz in PBS gewaschen und anschlieBend fiir 5-10 min bei RT in
Paraformaldehyd-Losung inkubiert. AnschlieBend wurden die Deckglaschen kurz in PBS gewaschen und danach fir
10 min in der Triton™-L6ésung bei RT permeabilisiert. Nach der Permeabilisierung wurden die Zellen dreimal fiir 5 min

in PBS gewaschen und konnten fiir die indirekte Immunfluoreszenz verwendet werden.

4.5.4.2 Fixierung mit Methanol-Aceton

Die Arbeitsschritte dieser Methode werden bei -20°C durchgefiihrt, wodurch empfindliche Zellstrukturen besonders
schonend fixiert werden. Durch die Behandlung mit Methanol wird den Zellen das Wasser entzogen und dadurch die
Proteinstrukturen fixiert. Das Losungsmittel Aceton sorgt flr die notwendige Permeabilisierung der Zellwénde und

Lipidmembranen.

Ldsungen:

Methanol: 100 % (techn.), -20°C
Aceton: 100 % (techn.), -20°C
PBS (siehe 4.3.1)

Durchfiihrung:

Auf Deckglaschen gewachsene Kulturzellen wurden kurz in PBS gewaschen und anschlieBend fiir 5-10 min bei -20°C

in Methanol entwassert. AnschlieBend wurden die Deckglaschen fiir 10 min in Aceton bei -20°C gestellt. Danach



wurden die Zellen fiir 30 min luftgetrocknet und konnten anschlieBend fiir die indirekte Immunfluoreszenz verwendet

werden.

4.5.5 Indirekte Immunfluoreszenz bei Kulturzellen

Ldsungen.

PBS (siehe 3.2)

Formaldehyd 1-2 % in PBS pH 7,4 (alternativ: 1-2 % PFA (w/v)
in PBS pH 7,4; zum Ldsen
auf 65°C erhitzen!)

Triton™ X-100 0,1 % (v/v) in PBS pH 7,4

Glyzin 100 mM in PBS pH 7,4 (optional)

PBT (Blockpuffer; optional): PBS pH 7,4

+1,5% BSA
+0,1% Tween® 20

Primar- und Sekundarantikdrper in PBS verdinnt (siehe 4.3.1)

Hoechst 33258 (SL 5 pg/ml; Roche)

Mowiol 10g Mowiol (Hoechst) in 40 ml KH,PO4-freiem
PBS (pH 8,0) 16 h rihren; 20 ml Glyzerin
zugeben und nochmals 16 h riihren;
ungeléste Partikel abzentrifugieren und
Uberstand aliquotiert bei -20°C auf-
bewahren.

Durchfiihrung.

Vor Beginn der Immunlokalisation wurden die auf Deckgldschen gezogenen Zellen 5-10 min mit Formaldehydlésung
fixiert (siehe auch 4.5.4.1). Danach wurden die Zellen durch eine 10 miniitige Inkubation mit Triton™ permeabilisiert,
damit die Antikorper in die Zellen gelangen kdnnen. Bei einer Fixierung mit Methanol/Aceton (siehe 4.5.4.2), miissen
die Zellen nicht permeabilisiert werden. Bevor die Deckglaschen in eine Feuchtkammer (berfihrt wurden, wurde
optional 10 min mit Glyzin-Puffer inkubiert, um den Hintergrund zu minimieren, insbesondere nach Fixierung mit
Formaldehyd. Nach diesem Absattigungsschritt folgte die Inkubation fiir 30 min mit dem primaren Antikorper in
geeigneter Verdiinnung (siehe 3.1.5). In einigen Fallen wurde vor der Antikdrperinkubation ein weiterer optionaler
Absattigungsschritt eingeschoben: eine 30-60 miniitige Inkubation mit PBT. Von dem verdiinnten Primdrantikorper
wurden pro Deckglas 50 pl verwendet. Nach der Inkubation mit dem primdren Antikérper wurden die Deckgldaschen
3x 5 min in PBS gewaschen und anschlieBend mit dem Sekundarantikérper fiir 20-30 min inkubiert.

Die an FITC, Cy2, Texas® Red oder Cy3 gekoppelten Sekundérantikdrper wurden nach Herstellerangaben mit PBS
verdinnt (siehe 3.1.5). Um DNA bzw. Zellkerne sichtbar zu machen, wurden der Sekundar-Antikdrperldsung 10 min
vor Ablauf der Inkubationszeit 40 pl Hoechst 33258 (5 pg/ml) zugegeben. Nach Waschen in PBS 3x 5 min wurde die
Rickseite der Deckglaschen vorsichtig mit einem fusselfreien Papiertuch getrocknet. Es wurde ein kleiner Tropfen
Mowiol auf einen Objekttrager gegeben und das feuchte Deckgldschen vorsichtig mit den Zellen nach unten darauf

gelegt, um Lufteinschliisse zu vermeiden.



Bei Doppelimmunfluoreszenzen wurde zundchst mit dem ersten, danach mit dem entsprechenden
Sekundarantikérper inkubiert. AnschlieBend, nach einem weiteren Waschgang in PBS fiir 3x 5 min, wurde mit dem
zweiten Primarantikérper und danach dem entsprechenden Sekundarantikérper inkubiert.

4.5.6 FRAP (Fluorescence Recovery After Photobleaching)

4.5.6.1 Experimentelles Prinzip

Die Methode wurde urspriinglich entwickelt, um die Dynamik membrangebundener Molekiile zu untersuchen (Axelrod
et al., 1976). Die Entwicklung der konfokalen Laser-Scanning-Mikroskopie hat es ermdglicht, die Untersuchungen auf
intrazellular lokalisierte Partikel auszudehnen. Fiir die Analyse der Dynamik eines spezifischen Proteins bedient man
sich des bisher einzigen bekannten fluoreszierenden Proteins und der von ihm abgeleiteten Farbvarianten, dem
»Green Fluorescent Protein® (GFP), das urspriinglich aus der Qualle Aequorea victoria isoliert worden war
(zusammengefasst in Tsien, 1998).

Fir die /n-vivo-Markierung eines Proteins wird es als Fusionsprotein exprimiert, das EGFP (,enhanced green
fluorescent protein®, eine verbesserte GFP-Variante) beinhaltet und somit ohne eine Behandlung mit Antikérpern
unter dem Fluoreszenzmikroskop beobachtet werden kann. Zur Untersuchung der Dynamik des betreffenden Proteins
wird nun durch eine Bestrahlung mit hoher Laserenergie das EGFP in einem bestimmten Bereich der Zelle irreversibel
ausgebleicht (dabei wird nur das Chromophor, nicht aber das Protein selbst geschadigt), und anschlieBend wird die
Erholung der Fluoreszenz innerhalb dieses Bereiches gemessen. Die Erholung der Fluoreszenz erfolgt ausschlieBlich

aufgrund des Austausches gebleichter durch intakte EGFP-Fusionsproteinmolekiile.

4.5.6.2 Durchfiihrung

Fir Mobilitdétsmessungen von EGFP-Fusionsproteinen wurden COS-7 bzw. Fibroblasten-Zellen auf Deckglaschen
ausgesat, am nachsten Tag mit den entsprechenden Vektorkonstrukten mit FuGene HD™ transfiziert und am darauf
folgenden Tag fiir die Messungen eingesetzt. Dazu wurden die Zellen in Lebendbeobachtungskammern eingedeckelt
(siehe 4.5.3) und innerhalb der folgenden 10-15 min bei RT mit einem konfokalen Laser-Scanning-Mikroskop der
Firma Leica (TCS-SP2) analysiert.

Die FRAP-Experimente wurden mit dem in der Leica Software integrierten ,FRAP Wizard" durchgefiihrt. Die
Basiseinstellungen des Mikroskops waren:

Olimmersionsobjektiv HCX PI APO Ibd.BI. 63x 1.4

Pinhole 1 AE

Zoom 8x

Argon-Laser-Level Drehknopf stets auf 40 % eingestellt
Anzahl der Scans pro Bild 8

Scangeschwindigkeit 1000 mwW

Beam exp. 3

Innerhalb des Zellkerns wurde die zu untersuchende Flache (~0,6- 0,8 pm2) markiert (ROI = region of interest).
Beim FRAP wurde zuerst ein einzelner Scan bei 5 % Laserpower bei einer Wellenldnge von 488 nm durchgefiihrt, um
die Fluoreszenzintensitat vor dem Bleichen zu messen. Die Intensitat wurde so gering gewdhlt, um ein vorzeitiges
ausbleichen des Praparates zu vermeiden. Danach wurde 2-5x innerhalb der ROI bei den Wellenldngen von 458, 476
und 488 geblichen.

Danach erfolgten 30-50 Scans bei einer Wellenldnge von 488 nm, durch welche die Erholung der Fluoreszenz
innerhalb der ROI aufgrund der Diffusion von ungebleichten Fusionsproteinen bestimmt werden konnte. Fiir die



spatere Auswertung mussten die Fluoreszenzintensitaten in 3 Feldern Uber den Verlauf der Messung quantitativ
erfasst werden: (ROI 1) der Bleichpunkt selbst, (ROI 2) ein Bereich des Hintergrundes und (ROI 3) die gesamte Zelle
bzw. der Teil der Zelle, der ein Fluoreszenzsignal aufweist.

Die Daten wurden (iber die Software des Mikroskops exportiert und spéter in Microsoft® Excel ausgewertet (siche

unten).

4.5.6.3 Auswertung

Die FRAP-Erholungskurven wurden nach Phair und Misteli (2000) mit Hintergrund-bereinigten Bildern erstellt.
Aufgrund der gemessenen und aufgezeichneten Fluoreszenz-Intensitdtswerte konnte die relative Intensitat nach

folgender Formel errechnet werden:

To " It
L= —
Tt " Io

To = Fluoreszenzintensitat des gesamten Zellvolumens vor dem Bleichpuls, korrigiert um den Hintergrundwert
T, = Fluoreszenzintensitdt des gesamten Zellvolumens zum Zeitpunkt t, korrigiert um den Hintergrundwert
I, = Fluoreszenzintensitat der Akkumulation vor dem Bleichpuls

I; = Fluoreszenzintensitat der Akkumulation zum Zeitpunkt t, korrigiert um den Hintergrundwert

Die Uber die Steuerungssoftware des Mikroskops gesammelten Messdaten wurden zur Auswertung zundchst in
Microsoft® Excel importiert. Man erhalt die Werte der Fluoreszenzintensitaten fiir den Bleichpunkt, den Hintergrund
und die ganze Zelle im Verlauf des Experiments. Mit diesen Daten kann die relative Fluoreszenzintensitdt nach

folgender Formel berechnet werden:

[(ROI 1,— ROI 2,)* (ROI 3, ROI 2,)]
[(ROI 3,— ROI 2,)* (ROI 1, ROI 2,)]

Fluoreszenz,e =

Die Mittelwerte aus jeweils mindestens 30 Messungen, aus drei Versuchen gesammelt, wurden in einem Graphen
Uber der Zeit aufgetragen. Die statistische Signifikanz der Werte wurde (ber den Student's t-test ermittelt

(http://www.graphpad.com/quickcalcs/ttest1.cfm).

4.5.7 Analysen mittels Durchflusszytometer

Die Durchflusszytometrie ermdglicht das Zdhlen und die Analyse von physikalischen und molekularen Eigenschaften
von Zellen in einem Flissigkeitsstrom. Eine Hauptanwendung besteht darin, mit Hilfe von Fluoreszenzfarbstoff-
markierten Proben (Antikorper, Rezeptoren) bestimmte Eigenschaften von Zellen oder Zellpopulationen auf

Einzelzellebene zu dokumentieren.

4.5.7.1 Experimentelles Prinzip

Das Prinzip der Untersuchung beruht auf der Emission von optischen Signalen seitens der Zelle, wenn diese einen
Laserstrahl passiert. Hierbei werden die in einer Losung befindlichen Zellen durch eine Kapillare gesaugt und
passieren im Sensormodul einzeln einen Laserstrahl. Die Zellen streuen einen Teil des Lichts, welches mittels

Detektoren (Photomultiplier) nachgewiesen wird. Die Menge des gestreuten Lichts korreliert mit der GréBe der Zelle



und mit ihrer Komplexitdt. Das Vorwartsstreulicht (FSC = Forward Scatter) ist ein MaB fiir die Beugung des Lichts im
flachen Winkel und hangt vom Volumen der Zelle ab. Das Seitwartsstreulicht (SSC = Sidewards Scatter) ist ein MaB
fur die Brechung des Lichts im rechten Winkel, die von der Granularitat der Zelle, der GréBe und Struktur ihres
Zellkerns und der Menge der Vesikel in einer Zelle beeinflusst wird. Zugleich mit dem gestreuten Licht kann man im
Durchflusszytometer Fluoreszenzfarben messen. Man verwendet Farbstoffe, die an bestimmte Bestandteile der Zellen
binden. Setzt man Propidiumiodid oder Hoechst-33258-Farbstoff ein, welche in die DNA einer Zelle interkalieren,
kann man den Grad der Apoptose oder aber den Zellzyklus analysieren. Auch Antikdrper, die mit
Fluoreszenzfarbstoffen markiert sind, konnen verwendet werden. Nach Markierung kann dann auch die Sortierung
nach diesen Merkmalen erfolgen. Die Analysen auf der Zelloberflache wurden mit einem Coulter Epics XL™ Flow
Cytometer durchgefiihrt. Das Gerdt ist ausgestattet mit einem Argon-Ionen-Laser, der Licht der Wellenldnge 488 nm
erzeugt. Zur Zellmarkierung eignen sich somit Fluoreszenzfarbstoffe, die eine Anregungswellenlange von 488 nm
besitzen. Fiir die Detektion des emittierten Fluoreszenzlichtes stehen drei Fluoreszenz- und zwei Streuungsdetektoren
mit fest eingestellten Filtersets zur Verfligung. Diese Filtersets ermdglichen die Transmission einer genau definierten
Lichtbande und léschen das Licht aller anderen Wellenlédngen. Mit einer Flussrate zwischen 100 und 200 Zellen pro
Sekunde beruht jede Messung auf 10.000 bis 30.000 Zellen.

4.5.7.2 Durchfiihrung

Ldsungen:

PBS (siehe 4.5.1)

Formaldehyd 2% in PBS pH 7,4
Triton™ X-100 0,1 % (v/v) in PBS pH 7,4
Primar- und Sekundarantikdrper in PBS verdiinnt (siehe 4.3.1)

Hoechst 33258 SL 5 pg/ml Roche
Propidiumjodid-Lésung 1mM Propidiumiodid in PBS

4.5.7.2.1 Apotosenachweis nach der sub-G1-peak-Methode

Ein typisches Apoptosemerkmal ist die Spaltung der DNA durch Endonukleasen in charakteristische, ca. 180 bp-groBe
DNA-Fragmente (Wyllie, 1980). In apoptotischen Zellen ist daher — verglichen mit vitalen Zellen — der Gehalt an
niedermolekularer DNA erhoht, der Anteil hochmolekularer DNA dagegen reduziert. Induziert man nun eine Lyse der
Zellmembran, kommt es zum Austreten und nachfolgendem Verlust der niedermolekularen DNA-Fragmente in
apoptotischen Zellen, wahrend intakte, hochmolekulare DNA im Zellkern verbleibt. Auf dem Nachweis des somit
niedrigeren DNA-Gehalts apoptotischer Zellen beruht die sub-G1-peak-Methode (Nicoletti et al., 1991). Hierbei wird
der zelluldre DNA-Gehalt nach Permeabilisierung der Zellmembran und Anfarbung der DNA mit Propidiumjodid
durchflusszytometrisch bestimmt. Dabei erscheinen apoptotische Zellkerne als breiter, hypodiploider, schwacher-
fluoreszierender DNA-Peak (sub-G1-Peak), der leicht vom schmalen DNA-Doppelpeak gesunder Zellen mit diploidem
DNA-Gehalt unterschieden werden kann. Apoptotische Zellen sind auch permeabler fiir Propidiumjodid und weisen
somit eine vertarkte Propidiumjodod-Fluoreszenz auf.

Fiir die Durchfilhrung der sub-G1-peak-Methode wurden 2x 10° Fibroblasten-Zellen in 15 ml-Falcons dberfiihrt und
bei 1,5 g und 4°C fir 1 min abzentrifugiert. Der Pellet wurde in PBS gewaschen, nochmals unter gleichen
Bedingungen zentrifugiert, resuspendiert und in 2 Réhrchen aufgeteilt, wobei das eine zu Autofluoreszenz-Kontrolle
der Zellen diente. Nach erneuter Zentrifugation wurde das Pellet mit 2 %iger PFA-L6sung fiir 10 min behandelt,
wiederum abzentrifugiert und mit Triton™X-100 permeabilisiert. Nach wiederholter Zentrifugation und Waschens
wurde das Pellet in 200 pl einer Probidiumjodid-Lésung resuspendiert. Nach 10 mindtiger Inkubation bei 4°C im
Dunkeln, konnten die Proben am Durchflusszytometer gemessen werden. Da bei dieser Methode nur die Fluoreszenz



der Zellkerne gemessen wird, musste vor der Messung ein Gate gesetzt werden, um den durch die Lyse
entstandenen Zellschutt von der Messung auszuschlieBen.

4.5.7.2.2 Zellmarkierung mit Fluoreszenzfarbstoffen

Die Praparation der Zellen wird wie unter 4.5.7.2.1 durchgefiihrt, nur wird das Zellpellet mit Antikérpern statt mit
Propidiumjodid inkubiert. Es wurden 100 pl/10° Zellen Primar-Antikérper fiir 45 min bei 4°C dazupipettiert. Die Zellen
wurden dreimal mit PBS gewaschen (1,5 g, 1 min, 4°C). Fir die Kopplung mit dem Sekundarantikdrper wurden
jeweils 10° Zellen mit 50 pl des FITC-gekoppelten Sekund&rantikdrpers versetzt und bei 4°C fiir 30 min unter
Lichtschutz inkubiert. Nach Ende der Inkubationszeit wurden die Zellen sofort bei 1,5 g und 4°C fiir 1 min
abzentrifugiert und dreimal mit PBS (1,5 g, 1 min, 4°C) gewaschen. Die Zellen wurden in 200 pl PBS aufgenommen

und bis zur Messung bei 4°C unter Lichtausschluss auf Eis gelagert.

4,5.7.3 Auswertung

Die Messungen wurden mit einer Software WinMDI (Windows Multiple Document Interface Flow Cytometry) Version
2.8 ausgewertet. Uber einen Dot Plot der jeweiligen Messung wurde erneut die Fibroblasten-Population eingegrenzt.
AnschlieBend wurden verschiedene Parameter wie Anzahl, Fluoreszenzintensitdt, Granularitdt oder GréBe der Zellen
in Abhangigkeit von einander als Histogramm dargestellt.

4.5.8 BIFC (Bimolecular fluorescence complementation)

Das von Tom Kerppola’s Labor entwickelte Prinzip von BiFC ist die Verbindung zweier nicht fluoreszierender
Fragmente eines Fluorophors, welche sich anschlieBend zu dem funktionellen, fluoreszierenden Fluorophor falten.
Diese beiden Fluorophorfragmente werden mit den zu untersuchenden Proteinen fusioniert und eine Interaktion der
beiden Proteine fiihrt dazu, dass die Fluorophore in so engen Kontakt kommen, dass sie sich in ~60 sek
zusammenlagern und einen intermedidaren Komplex bilden. Dieser reift in einem Zeitraum von ~50 min zum
funktionellen Fluorophor. Dieser Prozess tritt in Kompetition mit alternativen Interaktionspartnern (endogene
Proteine) auf, die sich gegenseitig ausschlieBen konnen (Kerppola 2006). Unter normalen Umstdnden ist die Bildung
dieser Komplexe aus Interaktionspartnern irreversibel.

Die spektralen Charakteristiken des Bimolekularen Fluoreszenzkomplexes sind von denen des intakten
Fluoreszenzproteins sind nicht voneinander zu unterscheiden. Fluoreszenzprotein-Fragmente, die nicht mit
komplementdren Fragmenten assoziiert sind, unterlaufen eine irreversibel falsche Faltung. Somit kann kein

unspezifisches Signal aufgrund nicht gebundener Fusionsproteine entstehen.

4.5.8.1 Experimentelles Prinzip

Das BiFC-System besteht aus den zwei Plasmiden pBiFC-YN155 und pBiFC-YC155. pBiFC-YN155 besitzt vor der
~+multiple cloning site" (MCS) ein Flag-Tag, der pBiFC-YC155 ein Hamagglutinin (HA)-Tag. Diese ermdglichten eine
Immunlokalisation der Fusionsproteine innerhalb der transfizierten Zellen, um Transfektionseffizienz und relatives
Expressionslevel der beiden potentiellen Interaktionspartner festzustellen.

Die beiden Vektoren mussten jedoch weitgehend umgebaut werden, da sich die YFP-Sequenzen C-terminal von der
MCS befanden. Da aber Lamin A-Sequenzen in die MCS kloniert werden sollte, mussten die YFP-Konstrkte sowie die
jeweiligen Tags N-terminal von der MCS inseriert werden. Ansonsten hdtte die Gefahr bestanden, dass durch
Abspaltung der C-terminalen CxxM-Box auch das YFP-Protein mitabgespalten werden konnte, bzw. die korrekte

Faltung des C-terminalen Endes des Lamin As nicht gegeben ware.



4.5.8.2 Durchfiihrung

Am Tag vor der Transfektion wurden COS-7-Zellen in 35 mm-Schalen auf 4 Deckgldsern (12 mm) ausgesat. Die zu
transfizierenden Plasmidkombinationen (1,2 mg pro Plasmid) im Eppendorf-ReaktionsgefaB sorgfaltig gemischt (DNA-
Menge insgesamt: 2,4 ug). Dieses Gemisch wurde wie unter 4.4.10 beschrieben mittels FuGene™ transfiziert. Die
Zellen wurden (iber Nacht bei 37°C und 5 % CO, inkubiert. Danach wurden 2 Deckglaser fiir Lebendbeobachtungen
prapariert.

Die anderen beiden Deckgldser wurden 5-10 min mit Formaldehydldsung fixiert (siehe auch 4.5.4.1). Danach wurden
die Zellen durch eine 10 minitige Inkubation mit 0,1 % Triton™ X-100 permeabilisiert. Nach diesem Schritt folgte die
Inkubation fiir 60 min mit dem anti-Ratte-Cy5 Antikdrper (1:100). Danach wurde der Antikorper Maus anti-Flag-Tag
(1:1000 in PBS) dazugegeben. Nach der Inkubation mit den primaren Antikérpern wurden die Deckglaschen 3x 5 min
in PBS gewaschen und anschlieBend mit dem Sekundarantikdrper anti-Maus-Texas® Red (1:100 in PBS) 20-30 min
inkubiert. Der Sekundar-Antikorperlésung wurde 10 min vor Ablauf der Inkubationszeit 40 pl Hoechst 33258
(5 pg/ml) hinzupipettiert. Nach 3x 5 min Waschen in PBS wurde die Riickseite der Deckglaschen vorsichtig mit einem
fusselfreien Papiertuch getrocknet. Es wurde ein kleiner Tropfen Mowiol auf einen Objekttrager gegeben und das
feuchte Deckglaschen vorsichtig mit den Zellen nach unten darauf gelegt. Die Analyse erfolgte am CLSM.

4.5.9 TUNEL-Assay

Die Apoptose folgt einem genetisch kontrollierten Programm. Der charakteristische Verlauf gliedert sich in
Abschniirung der Plasmamembran, was zu einer Verkleinerung des Zellvolumens fiihrt, bestimmte Proteasen bauen
spezifische Proteine ab und Endonukleasen spalten das Chromatin. Eine Mdglichkeit, Apoptose in Kulturzellen nach
zuweisen, ist der TUNEL-Assay (Terminale Desoxyribosyl-Transferase mediated dUTP Nick End Labeling). Bei dieser
Methode werden die Einzelstrangbriiche in der genomischen DNA nachgewiesen, die durch die Aktivitat apoptotischer
Nukleasen wahrend der Apoptose entstehen. Man macht sich dabei der Eigenschaften der Terminalen Desoxyribosyl-
Transferase (TdT) zunutze, welche an freie DNA-Enden, dNTP-Nukleotide anhangt. Die Nukleotide sind mit
Digoxigenin markiert, welche durch Zugabe eines anti-Digoxigenin-Antikorpers und indirekter Immunfluoreszenz
nachgewiesen werden kdnnen. Der Apoptose-Test wurde mit einem Kit der Firma AppliChem durchgefiihrt. Sdmtliche

benétigten Enzyme und Lésungen sind im Lieferumfang enthalten.

Lésungen:

PBS (siehe 4.3.1)

Formaldehyd 2% in PBS pH 7,4
Triton™ X-100 0,1 % (v/v) in PBS pH 7,4
Primar- und Sekundarantikdrper in PBS verdinnt (siehe unten)

Hoechst 33258 SL 5 pg/ml Roche

DNase I-Puffer 2 mM MgCl; in HyOpiest
EDTA (pH 8,0) 0,2 mol/I

DNasel 0,5 pg/mi AppliChem
Aquilibrierungspuffer AppliChem

Stop/Wasch-Puffer AppliChem



TdT-Reaktions-Ldsung:

Durchfiihrung:

Die mit Kulturzellen bewachsenen Deckglaschen werden 20 min in 2 % Formaldehyd fixiert. Das Formaldehyd wird
vom Praparat durch 2x 5 min Waschen mit 1x PBS entfernt. Permeabilisiert werden die Zellmembranen der Zellen
durch eine Inkubation von 5 min in 0,1 % Triton™ X-100. AbschlieBend werden die Préparate 2x 5 min in PBS
gewaschen.

Die Zellen fiir die Positivkontrolle werden in DNase I-Puffer (2 mM MgCl; in HOpigest) aquilibriert und 10 min bei RT
mit 0,5 pg/ml DNase I inkubiert. Die Reaktion wird nach der Inkubationszeit durch Zugabe von 2 pl 0,2 mol/l EDTA
(pH 8,0) und anschlieBendem 5 min Waschen in 1x PBS gestoppt. Das EDTA komplexiert zweiwertige Ionen, und
entzieht dadurch der DNase I das fiir ihre enzymatische Aktivitat notwendige Mg?* aus dem Reaktionsansatz. Die
anschlieBende TdT-Reaktion wird in einer Feuchtkammer bei 37°C durchgefiihrt. Die Deckglaschen, einschlieBlich der
Positivkontrolle, werden in 25 pl Aquilibrierungspuffer fiir 10 sek bei RT inkubiert. Es werden 77 pl Reaktionspuffer
und 33 pl Enzymlésung frisch gemischt, und jeweils 25 pl der Lésung auf ein Deckgldschen gegeben. Nach 1 h wird
die Reaktion mit 25 pl Stop/Wasch-Puffer (1:34 Verdiinnung der Stammlésung mit HxOpigest) 10 min lang bei RT
abgestoppt.

Die Praparate werden zweimal mit PBS fir je 5 min gewaschen und mit 100 pl des primaren Antikdrpers (Anti-
Digoxigenin Verdiinnung 1:100) fur 30 min inkubiert. Nach zweimaligem Waschen mit PBS fir 5 min, erfolgt die
Inkubation des sekundadren Antikérpers, der mit Cy2 gekoppelt ist, fir 30 min. 10 min vor Ende der Inkubationszeit
wird der Fluoreszenzfarbstoff Hoechst in einer Verdinnung von 1:1000 in PBS zugefiigt. Nach Ablauf der
Inkubationszeit werden die Praparate 2x 5 min in PBS gewaschen, fiir 2 min in technischem Ethanol dehydriert und
anschlieBend im noch feuchtem Zustand in Mowiol eingebettet. Die Praparate konnten bei 4°C in Dunkelheit

aufbewahrt werden und sind bis zu 6 Monate lang haltbar.

4.5.10 Nachweis von DNA-Reparatur-Foci

Bei DNA-Doppelstrangbriichen werden Reparaturproteine zu dem Strangbruch delegiert und bilden einen Komplex,
den man auch als Focus bezeichnet. Das Histon H2A.X (normalerweise gleichmaBig im Genom eingebaut) spielt bei
Doppelstrangbriichen eine wichtige Rolle, da es unter anderem eines der ersten Proteine ist, welches im Zuge der
Reparaturprozesse durch ATM (Ataxia Telangiectatica Mutated) oder der DNA-PK phosphoryliert wird. Schon
innerhalb weniger Minuten nach Erzeugung eines DSB, werden hundert bis tausend DSB-flankierende H2A.X-Histone
am Serin 139 (C-terminales Motiv) phosphoryliert. Die Phosphorylierung wird durch die Bezeichnung yH2A.X
ausgedriickt. Durch die Anfarbung mittels spezifischer Antikérper kann man die Foci und somit die
Doppelstrangbruche sichtbar machen.

IN der DNA-Doppelstrangbruch-Signalkaskade ist die Proteinkinase ATM eine wesentliche Komponente. ATM aktiviert
unmittelbar nach dem Auftauchen der Briiche wichtige Enzyme der DNA-Doppelstrangbruch-Reparatur, Faktoren,
welche wie p53 und BRCA1 die Qualitatskontrolle dieser Reparatur Gbernehmen und Kinasen, die wie Chkl und Chk2
daflir sorgen, dass das Wachstum gestoppt wird; bis die Schaden repariert wurden. Doppelstrangbriiche sind oft
Hinweise auf genomische Instabilitat, kénnen aber auch durch mitotische oder meiotische Prozesse (Rekombination)

ausgeldst werden.



Nachweis der Reparatur-Foci erfolgt mittels Doppelimmunfluoreszenz. Der erste Antikorper detektiert phosphoriliertes
Histon yH2A.X. Um sicher zu stellen, dass auch wirklich Reparatur-Foci bzw. DBS detektiert werden, wird
anschlieBend noch ein zweiter Antikdrper gegen ATM verwendet. Bei einer Kolokalisation ist davon auszugehen, dass
an diesen Foci die DNA-Reparaturmaschinerie angehduft ist. Dies ist aber noch kein Beweis dafiir, dass DNA-
Reparatur auch tatsachlich stattfindet.

Lésungen:

PBS (siehe 4.3.1)

Formaldehyd 2% in PBS pH 7,4
Triton™ X-100 0,1 % (v/v) in PBS pH 7,4
Primar- und Sekundarantikdrper in PBS verdiinnt (siehe unten)

Hoechst 33258 SL 5 pg/ml Roche
Durchfiihrung:

Die Deckglaser wurden 10 min mit Formaldehydlésung fixiert (siehe auch 4.5.4.1). Danach wurden die Zellen durch
eine 10-miniitige Inkubation mit 0,1 % Triton™ X-100 permeabilisiert. Nach diesem Sschritt folgte die Inkubation fiir
60 min mit dem Antikérper anti-yH2A.X (1:100). Danach wurde der Antikérper anti-ATM (1:1000 in PBS)
dazugegeben. Nach der Inkubation mit den primdren Antikdrpern wurden die Deckglaschen 3x 5 min in PBS
gewaschen und anschlieBend mit dem Sekundérantikérper anti-Maus-Texas® Red (1:100 in PBS) 20-30 min inkubiert.
Der Sekundar-Antikdrperlésung wurde 10 min vor Ablauf der Inkubationszeit 40 pl Hoechst 33258 (5 pg/ml)
hinzupipettiert. Nach Waschen in PBS 3x 5 min wurde die Riickseite der Deckglaschen vorsichtig mit einem
fusselfreien Papiertuch getrocknet. Es wurde ein kleiner Tropfen Mowiol auf einen Objekttrager gegeben und das
feuchte Deckglaschen vorsichtig mit den Zellen nach unten darauf gelegt. Die Praparate konnten bei 4°C in
Dunkelheit aufbewahrt werden und sind bis zu 6 Monate lang haltbar. Die Analyse erfolgte am CLSM.

4.5.11 Untersuchung der Seneszenz in Kulturzellen

Seneszente Zellen unterscheiden sich biochemisch von viablen Zellen durch erhéhte Werte bestimmter Marker wie
Fibronectin, Collagenase 1 oder B-Galactosidase. Das in dieser Arbeit verwendete Assay beruht auf dem
histochemischen Nachweis der seneszenz-assoziierten B-Galactosidase (SA-B-Gal). Dieser Biomarker ldsst sich

spezifisch im Zytosol seneszenter, nicht aber viabler, praseneszenter Zellen nachweisen.

Ldsungen.
PBS (siehe 4.3.1)
Formaldehyd 3% in PBS pH 7,4
B-Galaktosidase-Ldsung 0,1 mg/ml X-Gal (Stock: 100mg/ml)
(pH 4 oder pH 6)

40 mM Zitronensdure

40 mM NasPOg

5mM KsFe(CN)g

5mM K4Fe(CN) ¢

150 mM NaCl

2mM MgCl,



Durchfiihrung.

Die Zellen wurden auf Deckglaschen mit PBS gewaschen und 5 min mit 3 % Formaldehydldsung fixiert. Nach
erneutem Waschen wurden die Zellen bei 37°C mit frischer seneszenz-assoziierter p-Galaktosidase-Lésung pH 6
inkubiert (pro Minischélchen 1-2 ml). Bei Galaktosidaseaktivitat farbten sich die Zellen durch Spaltung des X-Gals blau
(Inkubationszeit: 12-14 h). Die Deckglaschen wurden kurz in PBS gewaschen, in 100 % Ethanol 1 min entwassert
und anschlieBend in Mowiol eingebettet. Die Zellen wurden am Fluoreszenzmikroskop mit einer 20-fachen
VergroBerung im Hellfeld fotografiert. Als positiver Vergleich diente die lysosomale Galaktosidaseaktivitat bei pH 4 im

gleichen Puffersystem.

4.5.12 Herstellung der Praparate fiir die Elektronenmikroskopie

Die fur das Elektronenmikroskop verwendeten Proben mussten fiir die Analyse in einer sehr diinnen Schicht
vorliegen, damit die Elektronen sie auch durchdringen konnten. Die Proben wurden zuerst fixiert und kontrastiert.
AnschlieBend folgte eine Einbettung in einen Kunststoffharz, von dem schlieBlich mit einem Spezialmikrotom
ultradiinne Schichten abgeschnitten werden konnten. Die Ultradiinnschnitte wurden vor der Untersuchung im

Elektronenmikroskop noch kontrastiert.

Ldsungen:
PBS siehe 4.3.1
Cacodylatpuffer 0,2 M 02M Cacodylsaure Na-Salz Trihydrat
= pH einstellen auf 7,2
Cacodylatpuffer 0,05 M 0,05 M Cacodylsdure Na-Salz Trihydrat
= pH einstellen auf 7,2
2,5 % Glutaraldehyd mit Ionen 2,5 ml 25 % Glutaraldehyd
2,5ml 1 MKc
1,25 ml 0,1 M MgCI2
41,25 ml 0,05 M Cacodylatpuffer
= pH einstellen auf 7,2
Osmiumtetroxid 2 % 2 Teile 0s0;4 %
1 Teil H>Oidest
1 Teil 0,2M Cacodylatpuffer
Propylenoxid
Epon-Lésung A (1 ml =1,077 g)
50 ml DDSA
31 ml Epon 812 (Serva, Heidelberg)
Epon-Lésung B (1ml 1,212 g)
44,5 ml MNA
50 ml Epon 812
Epon-L6sung C 2,4,6-Tris(dimethylaminomethyl)-phenol

4.5.12.1 Priparate fiir morphologische Ubersichtsaufnahmen

4.5.12.1.1 Lokalisation von transfizierten Zellen

Um transfizierte Zellen (siehe 4.4.10) auch unter dem Elektronenmikroskop analysieren zu kénnen, wurden spezielle

CELLocate™ Plattchen (Eppendorf) als Deckgldaschen verwendet. Anhand des auf die Plattchen gedruckten Rasters



konnte die exakte Lage von GFP-Fusionsprotein exprimierenden Zellen unter dem Fluoreszenzmikroskop ermittelt und

festgehalten werden. Diese Information war fir die spatere Herstellung von —
Ultradiinnschnitten und fiir die Analyse unter dem Elektronenmikroskop von
Bedeutung. Die Identifikation der einzelnen Zelle unter dem
Elektronenmikroskop wurde dadurch erleichtert, dass auch die Positionen der

umliegenden Zellen vermerkt wurden. | @

Abb. 4.6: CELLocate™ Plattchen

4.5.12.1.2 Fixierung, Kontrastierung und Entwiésserung der Zellen

Fixierung und Kontrastierung:

Die Deckglaschen wurden zur Fixierung jeweils in 100 pl Glutaraldehyd 2,5 % mit Ionen gegeben und fiir 30 min bei
RT inkubiert. Nach kurzem Waschen folgte ein zweiter Fixierungsschritt. Die Zellen wurden kurz in Cacodylatpuffer
(50 mM) getaucht und anschlieBend mit 2 % Osmiumtetroxid behandelt. Im Gegensatz zum Glutaraldehyd, reagiert
Osmium mit Doppelbindungen in aromatischen Aminosduren und in Fettsduren. Zusatzlich verringert das
Osmiumtetroxid durch Anlagerung an Doppelbindungen die Valenzstufen der Atome und bewirkt somit eine
Schwarzung des Praparates. Nach 1 Stunde Inkubation wurde das Osmium durch Eintauchen in dH,O abgewaschen
und die Zellen iber Nacht in 0,5 % wassrigem Uranylacetat kontrastiert.

Die sich an die Fixierung mit Glutaraldehyd anschlieBende Entwasserungsreihe wurde auf Eis durchgefiihrt. Nach

jedem Entwasserungsschritt wurde der Uberstand vorsichtig abgenommen.

Aufsteigende Ethanolreihe:

30 min 50 % Ethanol
30 min 70 % Ethanol
30 min 90 % Ethanol
30 min 96 % Ethanol
2x30 min 100 % Ethanol (RT)

Fir die Epon-Einbettung von mit fixierten Zellen im Anschluss an die Ethanolreihe wurden 2 Inkubationsschritte in

Propylenoxid zu je 30 min auf Eis durchgefiihrt.

4.5.12.1.3 Einbettung der Proben in Epon

Die Praparate wurden anschlieBend bei RT flir 2-4 h in einem Epongemisch (Epon:Propylenoxid) und (iber Nacht in
Epon inkubiert. Am ndchsten Tag wurde eine mit Epon gefiillte, Gelatinekapsel auf jedes Praparat gestellt und die
Proben fiir 48 h in einem Brutschrank bei 60°C ausgehartet.

4.5.12.2 Praparate fiir Imnmungoldlokalisationen

4.5.12.2.1 Antikorperinkubation

Zunachst wurde das jeweilige Isolationsmedium vorsichtig abgesaugt. Die Proben durften hierbei und in allen
folgenden Schritten nicht austrocknen. Deshalb erfolgte die Inkubation mit den Antikérpern in einer Feuchtekammer.



Es wurden 100 pl Primarantikérper dazugegeben und die Proben 60 min bei RT inkubiert. Danach wurde sehr
vorsichtig 3x 5 min in PBS gewaschen, bevor jeweils 50 pl des mit an 12 nm kolloidalem Gold gekoppelten
Sekundarantikérpers auf jede Probe gegeben wurde. Inkubiert wurde bei 4°C (iber Nacht. Dann wurde erneut 2x 5
min vorsichtig mit PBS gewaschen.

Verwendete Antikdrper:
a-Nesprin2 Giant K20 1:2 in PBS

anti-Maus (gekoppelt an 12 nm kolloidalem Gold; | 1:10 in PBS

Sekundarantikérper)

4.5.12.2.2 Fixierung, Kontrastierung, Entwasserung und Einbettung der Zellen

Diese Methoden wurden wie unter 4.5.12.1.2 beschrieben durchgefiihrt. Der einzige Unterschied bestand darin, dass
die Kontrastierung mit Uranylacetat weggelassen wurde, da sonst méglicherweise die Goldpartikel durch zu starke

Schwarzung des Prdparates schlechter hatten detektiert werden kénnen.

4.5.12.3 Anfertigen der Ultradiinnschnitte

Die getrockneten Eponkapseln wurden aus dem Brutschrank genommen und vorsichtig von der Aluminiumfolie
geldst. Die Unterseite des Plattchens wurde mit Hilfe einer Rasierklinge von trockenem Epon befreit und anschlieBend
an den Randern auf die GréBe der Kapsel zugeschnitten. Das Absprengen des Plattchens beruhte auf den
verschiedenen Ausdehnungseigenschaften des Plattchens und des Kunststoffes. Durch Eintauchen in fliissigen
Stickstoff kiihlten beide Fraktionen gleichmaBig ab, das Auftauen dagegen erfolgte unterschiedlich schnell. Dadurch
entstanden zwischen beiden Komponenten Spannungen die bei Verwendung von etwas Luftdruck ein Abldsen des
Plattchens vom Epon bewirkte. Die Zellen befanden sich nun auf der flachen Seite der Eponkapseln.

Zur Vorbereitung der Schnittflache wurde der Praparateblock in einen Halter gespannt, der in einem Untersatz unter
der Stereolupe befestigt wurde. Wahrend des sogenannten Trimmens wurde das Epon um das Praparat mit einer
Rasierklinge entfernt, so dass eine pyramidenférmige Schnittflache mit einer Kantenldnge von ca. 0,5 mm entstand.
Der Eponblock wurde in ein Ultramikrotom eingespannt. Mit einem Glasmesser wurden einige Semidiinnschnitte
angefertigt, die nach dem Ubertragen auf einen Objektréger unter dem Lichtmikrosop betrachtet werden konnten.
Wenn die Schnittebene fiir einen Ultradlinnschnitt geeignet waren, wurde der Harzblock wieder eingespannt und das
Glasmesser gegen ein Diamantmesser ausgetauscht, mit dem die Ultradiinnschnitte angefertigt wurden. Die Dicke
der Schnitte betrug 60 — 80 nm. Die Schnitte wurden auf ein mit Pioloform beschichtetes Kupfernetz {ibertragen und
getrocknet. Zur Aufbewahrung wurden die Kupfernetze in eine ,Grid-Box" gelegt.

4.5.12.4 Kontrastierung der Kupfernetzchen

Zur Kontrastierung wurden die Netzchen mit der beschichteten Seite nach unten in einen Tropfen 2 % Uranylacetat
(in Ethanol) gelegt und fiir 15-20 min inkubiert. Durch Eintauchen des Netzchens in 100 % Ethanol, 50 % Ethanol,
reines dH,O und anschlieBendem Abspiilen mit einer Spritzflasche wurden die Proben gewaschen. Das feuchte
Netzchen wurde an einem Filterpapier abgestreift und mit der beschichteten Seite nach unten auf einen Tropfen
Bleiacetat gelegt. AuBerdem wurden auf dem Filterpapier noch NaOH-Platzchen postiert, um den CO,-Gehalt so
gering wie moglich zu halten — das Filterpapier wurde mit einer Glasschale abgedeckt. Nach dreimaligem Waschen
mit dH,O und Abspiilen der Netzchen mit dH,O wurden diese an einem Filterpapier abgestreift. Nach dem Trocknen
konnten dir Proben am Transmissionselektronenmikroskop untersucht werden.



4.5.13 Aufnahmen am Transmissions-Elektronenmikroskop

Die Analyse am Transmissions-Elektronenmikroskop diente im Rahmen dieser Arbeit zur Untersuchung der
Morphologie bzw. der Lokalisierung bestimmter Strukturen/Proteine der Fibroblasten. Die elektronenmikroskopischen
Aufnahmen wurden mit einer eingebauten Kamera mit automatischer Belichtungssteuerung hergestellt. Die Planfilme
(Kodak) werden mit dem EM-Negativentwickler Kodak-D19 (Kodak) entwickelt. Danach wurden die Filme im 7etena/
Schnellfixierbad fixiert. Von den Negativen wurden mit einem VergréBerungsapparat (Focomat; Durst) Positivabzlige
auf Fotopapier (Brovira Speed, Harten 1-5; Agfa) hergestellt. Die Abziige wurden in Neutol Positiventwickler (Agfa)
entwickelt und im Fixierbad fur Positive (7etenal Fixiersalz, Agfa) fixiert. Die Negative wurden mit einem

Durchlichtscanner gescannt.

4.5.14 negative staining

Die Proteinproben wurden in Collodium Bags der Firma Sartorius (Gottingen) bei 4°C gegen MES-Puffer dialysiert
(siehe 4.3.7). 15 pl des Dialysats wurden nach 2, 1, 2, 3 h und nach Dialyse iiber Nacht auf Kohlenstoff bedampfte
Kupfernetzchen (Mesh 400) pipettiert, nach 30 sek Absorption wurde der Tropfen auf Whatman-Papier abgestreift
und die Probe fiir 15 sek mit 1,25 % Glutaraldehyd (2,5 % in HyOpigest Verdiinnt) fixiert. Nach dem Waschen mit 3

Tropfen HyOpigest Wurde 20 sek mit 2 % wassrigem Uranylacetat gefarbt.

4.5.14.1 Auswertung

Die Analyse am Transmissions-Elektronenmikroskop diente im Rahmen dieser Arbeit zur Untersuchung der
Morphologie von rekonstituiertem Lamin A und dem Vergleich zwischen WT und Mutation. Die
elektronenmikroskopischen ~ Aufnahmen wurden mit einer eingebauten Kamera mit automatischer
Belichtungssteuerung hergestellt. Die Planfiime (Kodak) werden mit dem EM-Negativentwickler Kodak-D19 (Kodak)
entwickelt. Danach wurden die Filme im Tetenal/ Schnellfixierbad fixiert. Die Negative wurden mit einem
Durchlichtscanner gescannt. Die Parakristallbdnderung wurde statistisch ausgewertet indem jeweils 25
Wiederholungen auf ihre Gesamterstreckung gemessen wurden. Mindestens 25 Messungen gingen in die
Mittelwertsberechnung ein, die auf eine hell/dunkel-Bénderung berechnet mittels Microsoft® Excel wurde.
AnschlieBend wurde mit einem ungepaarten Student “schen T-Test (http://www.graphpad.com/quickcalcs/ttest1.cfm)
die statistische Signifikanz berechnet.



5 Ergebnisse

5.1 Charakterisierung von Fibroblasten mit der Mutation LMNA S143F
Die einzigartige Erkrankung der Patientin mit der LMNA S143F Mutation zeigt phanotypische

Merkmale einer friihen Myopathie, aber auch viele Merkmale von Progerien (Kirschner et al.,
2005). Da bei progeroiden Erkrankungen hauptsachlich dermale Fibroblastenzellen betroffen

sind, wurden fir diese Studie dermale Fibroblasten der betroffenen Patientin ndaher untersucht.

5.1.1 Aminosduresequenzvergleich der Stabdoméane im Lamin A/C

Die Mutation LMNA S143F liegt in der helikalen Stabdomane 1B des Lamin A/C-Proteins. Fir die
Aneinanderlagerung der Dimere sind die Randbereiche der Stabdomdne und die flankierenden
Bereiche verantwortlich (siehe auch 2.2.1). Mutationen in Mitten dieser Domdne konnen die
Ausbildung der Filamente beeinflussen (Stuurman et al., 1998; Strelkov et al., 2002).

Der Aminosdurevergleich der Stabdomane des Lamin A/C (Abb. 5.1) zeigt, dass es sich bei der
Aminosaure (AS) Serin-143 um einen evolutionar hoch konservierten Bereich innerhalb des
Domanen-Abschnitts 1B (AS 120-170) handelt. Die neutrale AS S143 liegt nicht innerhalb der
coiled-coil-Struktur, sondern an Position ¢, die einen Bereich auf der AuBenseite der coiled-coil-
Struktur markiert. Die hydrophoben Aminosauren an Position a und d befinden sich dagegen
innerhalb der coiled-coil-Struktur.

Dies lasst darauf schlieBen, dass die Mutation nicht die Dimerbildung beeintrachtigt, sondern die
Zusammenlagerung der Homodimere zu Protofilamenten bzw. hdher geordneten Strukturen.
Dies wird noch verstarkt, da es sich bei der Aminosduresubstitution um einen Austausch einer

kleinen neutralen, durch eine groBe hydrophobe Aminosaure handelt.
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Abb. 5.1: Schematische Darstellung des Aminosauresequenzvergleich des Exons 2 der Stabdomane von Lamin A/C
(AS 120-170). Vergleich der Aminosaurereste von Homo sapiens Lamin A/C (Hs; GenBank accession no. AAH00511);
Mus musculus Lamin (Mm; GenBank accession no. P48678); Rattus norvegigus Lamin (Rn; GenBank accession no.
S27267); Xenopus laevis (XI; GenBank accession no. NP_001039148); Sus scrofa (Ss; GenBank accession no.
CAJ28141). Kleine Hydroxyl- und Aminogruppen-haltige Aminosduren sind dargestellt in Griin, basische in Magenta,
saure in Blau und kleine in Rot. (*) zeigt identische Aminosduren an. (a-g) gibt die jeweilige Position innerhalb der
Heptadwiederholungen wieder.




5.1.2 Morphologische Veranderungen der Fibroblasten mit der LMNA S143F
Mutation

Ein charakteristisches Kennzeichen von Laminopathien sind morphologische Veranderungen der
Zellkerne. Um Abnormitdten der Kernmorphologie von LMNA S143F Fibroblasten zu
charakterisieren, wurden dermale Fibroblasten in Epon eingebettet, Ultradiinnschnitte
angefertigt und mit dem Transmissionselektronenmikroskop untersucht (Abb. 5.2 A, B).
Weiterhin wurden Zellkerne mit dem DNA-spezifischen fluoreszierenden Farbstoff Hoechst
angefarbt und unter dem Fluoreszenzmikroskop ausgewertet (Abb. 5.2 C).

Anhand der elektronenmikroskopischen Aufnahmen der LMNA S143F Fibroblasten konnten bei
41 % der Zellen in friher Passage (#13) eine Blaschenbildung der Kernhiille festgestellt werden
(Abb. 5.2 A, B). Diese Verformung der Kernhiille duBerte sich als Ausstlilpung der beiden
Kernmembranen, wobei ein Teil der Kern-Lamina die Blaschen auskleidete und mit Chromatin in
Kontakt blieb (Abb. 5.2 B; b, d). Die Dicke der Lamina erschien allerdings in diesen Blaschen
reduziert (Abb. 5.2 B; d; groBer Pfeil). Auch konnten in diesen Veranderungen der Membran-
struktur Kernporenkomplexe (NPC) gefunden werden, die keine strukturellen Veranderungen im
Vergleich zur Kontrolle aufwiesen (Abb. 5.2 B; ¢, d; kleine Pfeile). Diese Deformationen reichten
bis zur Bildung von Mikrokernen (Abb. 5.2 A, Pfeil). Es konnte eine Relation zwischen der
Haufigkeit der Zellkerndeformationen und der Passage der Zellen festgestellt werden,
Kontrollfibroblasten zeigten selbst in hdheren Passagen nur geringe morphologische
Abnormitaten (Abb. 5.2 B; a).

Auch Fluoreszenzaufnahmen der mit dem DNA-spezifischen fluoreszierenden Farbstoff Hoechst
angefarbten Patientenzellkernen wiesen die Veranderungen der Kernmorphologie bis hin zur
Mikrokern-Bildung auf (Abb. 5.2 C, Kooperation mit Y. Liike, Institut fir Biochemie, Universitat
Kaéln).
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Abb. 5.2: Verdanderungen der Kernmorphologie in LMNA S143F Fibroblasten. (A) Die veranderte Kernmorphologie bis
hin zur Bildung eines Mikrokernes (A, Pfeil) wird durch elektronenmikroskopische Aufnahmen ersichtlich. Eichstrich:
1 um. (B) Elektronenmikroskopische Analysen zeigen auffallige Bldschen der Kernhiille der Patientenzelle (b, d;
Pfeile) im Vergleich zur Kontrollzelle (a, c). Die Kernporenkomplexe sind in beiden Zellen gleich verteilt (c, d; Pfeile;
Eichstrich: 1 ym). (C) Die Farbung der nuklearen DNA mit Hoechst zeigt ebenfalls morphologische Abnormitdten des
Kernes (a-c). Eichstrich: 10 um. NPC: Kernporenkomplexe, Nu: Nukleus, Cyt: Zytoplasma.



Nach der Beobachtung morphologischer Verdnderungen in der Kernhtlle war es von groBem
Interesse, ob die Mutation [MNA S143F Einfluss auf die subzelluldre Lokalisation bzw.
Expression von Proteinen der Kern-Lamina, den Typ A- und Typ B-Laminen, nahm.

Um die Verteilung von Lamin A/C zu untersuchen, wurde eine indirekte Immun-
fluoreszenzmikroskopie mit spezifischen Antikdrpern gegen Lamin A/C durchgefiihrt (Abb. 5.3,

Kooperation mit Y. Like, Institut flr Biochemie, Universitat Koln).

Kontrolle LMNA S143F

Lamin A/C

Abb. 5.3 Verteilung von Lamin A/C in LMNA S143F - und Kontrollfibroblasten. Im Gegensatz zu den Kontrollzellen
weisen die Patientenzellen Veranderungen in der Lamin A/C Lokalisation auf. Indirekte Fluoreszenzmikroskopie mit
einem monoklonalen Antikérper gegen Lamin A/C zeigt eine abnormale Verteilung von Lamin A/C in Form von
Protein-Aggregaten an der Kernmembran (b, Pfeil; ¢) und im Nukleoplasma (c, Pfeile) sowie die Ausbildung einer
Honigwabenstruktur (b, linker Zellkern, c; Pfeilkdpfe). In Kontrollzellen ist Lamin A/C gleichmaBig entlang der
Kernhdille lokalisiert (a). Eichstriche: 10 ym.

Im Unterschied zu den Kontrollfibroblasten (Abb. 5.3 a) zeigten die LMNA S143F Fibroblasten
eine ungleichmaBige Verteilung von Lamin A/C. Diese Unterschiede waren in Form von Protein-
Aggregationen an der Kernmembran (Abb. 5.3 b, Pfeil; c), sowie im Nukleoplasma (Abb. 5.3 c,
Pfeile) zu erkennen. In Fluoreszenzaufnahmen ist die Verteilung von Lamin A/C in Form einer
»6chrigen® Honigwabe zu erkennen (Abb. 5.3 b, linker Zellkern; c, Pfeilképfe). Diese Verteilung
wird auch als ,,Honigwabenstruktur® bezeichnet. Allerdings zeigte eine quantitative Analyse der
Expression von Lamin A/C in LMNA S143F Fibroblasten und Kontrollfibroblasten mittels
Immunblot keine signifikanten Unterschiede (Diplomarbeit S. Kandert, 2005).

Ein weiteres wichtiges Hauptstrukturelement der Kern-Lamina sind die Typ B-Lamine, welche
ebenfalls mit der inneren Kernmembran assoziiert sind (Aebi et al., 1986). Um eventuelle
Auswirkungen der Typ A-Lamin Mutation auf die Lokalisation und Funktion der Typ B-Lamine zu
analysieren, wurden indirekte Immunfluoreszenzanalysen mit einem spezifischen monoklonalen
Antikdrper gegen Lamin B angefertigt. Wahrend in Kontrollfibroblasten Lamin B homogen an
der Kernhtille lokalisierte (Abb. 5.4 a’), konnte in LMNA S143F Zellen in deformierten Bereichen
des Kernes bzw. in Mikrokernen ein reduziertes Signal von Lamin B detektiert werden (Abb. 5.4,
b’, Pfeil).

Zusatzlich wurde auch die Verteilung des Lamin B Rezeptors und der Nukleoporine untersucht,
die ebenfalls mit Lamin A interagieren (Gruenbaum et al., 2005). Diese Proteine zeigten in

LMNA S143F Zellen eine wildtypische gleichmaBige Verteilung (Daten werden nicht gezeigt).
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Abb. 5.4: Indirekte Fluoreszenzaufnahmen zeigen eine fehlerhafte Lokalisation von Lamin B in den deformierten
Bereichen des Zellkerns nach Inkubation mit spezifischen monoklonalen Antikérpern. In Kontrollzellen, wie auch in
Patientenzellen, ist Lamin B homogen an der Kernhiille lokalisiert (a’, b"). Die deformierten Bereiche des Kernes bzw.
die Mikrokerne von LMNA S143F Fibroblasten weisen eine schwachere Expression von Lamin B auf (b’, Pfeil). Die
korrespondierenden Hoechstfarbungen sind zusatzlich dargestellt (a, b). Eichstrich 20 pm.

5.1.3 Die Lokalisation und Expression von Proteinen der inneren Kernmembran in
LMNA S143F Fibroblasten ist verandert

Die korrekte Lokalisation einer Vielzahl integraler Proteine der inneren Kernmembran wird Uber
nukleoplasmatische Domanen, die direkt oder indirekt an Lamin binden kdnnen, gewahrleistet
(Furukawa et al., 1998). So beruht auch die Verankerung des LEM-Domdanen-Proteins Emerin im
Kern wahrscheinlich auf einer Interaktion mit der Lamina (Sullivan et al., 1999). Auch ist
bekannt, dass andere LEM-Domanen-Proteine zu deren Familie auch LAP2 gehdrt, Interaktionen
mit der Lamina eingehen (Haraguchi et al., 2004; Holaska et al., 2003; Wilkinson et al., 2003;
Zastrow et al., 2004). Da Mutationen im LMNA-Protein diese Interaktionen stéren kdnnten,
wurde die Lokalisation und Expression der Proteine LAP2 und Emerin untersucht.

Die LAP2 Proteine bilden eine groBe Proteinfamilie und gliedern sich durch alternatives Spleien
in eine ganze Reihe von Isoformen auf, zu welchen auch LAP2a und LAP2B gehdren (Berger et
al., 1996). Wahrend LAP2B durch eine Transmembrandomane in der Kern-Lamina verankert ist,
lokalisiert LAP2a im Nukleoplasma (siehe auch 2.3.1.1). Indirekte Doppelfluoreszenzaufnahmen
nach Inkubation mit einem monoklonalen Antikérper gegen LAP2, der verschiedene LAP2
Isoformen erkennt, zeigten eine fehlerhafte Lokalisation und Expression von LAP2 in LMNA
S143F Fibroblasten (Abb. 5.5 A, ¢, d'). Da haufig nur eine Farbung von Aggregaten an der
Kernmembran zu erkennen war (Abb. 5.5 A, ¢/, Pfeil), ist anzunehmen, dass es sich um
Misslokalisationen des LAP2B handelte, welches normalerweise mit der inneren Kernmembran
assoziiert ist. Kontrollzellen zeigten eine homogene Verteilung der LAP2 Proteine im
Nukleoplasma, sowie in der Kernmembran (Abb. 5.5 A, a’).

Die Detektion der Isoform LAP2a mittels eines spezifischen polyklonalen Antikdrpers zeigte eine
normale Lokalisation im Nukleoplasma in 99,6 % der Kontrollzellen (Abb. 5.5 A, b"). Die
Patientenzellen wiesen dagegen in 54 % eine Reduktion von LAP2a im Kerninneren auf, bzw.

war es sogar nicht mehr nachweisbar (Abb. 5.5 A, ¢”, d).
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Abb. 5.5: Indirekte Fluoreszenzaufnahmen zeigen eine fehlerhafte Lokalisation und von LAP2, der Isoform LAP2a
und Emerin nach Inkubation mit spezifischen monoklonalen LAP2 und polyklonalen LAP2a und Emerin Antikdrpern.
(A) Die Kontrollzellen zeigen eine gleichméaBige Verteilung von LAP2 und LAP2a an der Kernmembran und im
Nukleoplasma (a’, b"), wahrend in LMNA S143F Fibroblasten eine Aggregation von LAP2 entlang der Kernmembran (c’
Pfeil, d) und eine Reduktion von LAP2a (c”, Pfeil; d”) zu beobachten ist. Die Abbildungen (c”, d”) sind
Uberlagerungen von (c’, d) und (c”, d”). (B) Emerin aggregiert stellenweise an der Kernmembran in Patientenzellen
(b’, Pfeile), wahrend das Protein in Kontrollzellen normal homogen an der Kernhiille lokalisiert (a"). Die
korrespondierenden Hoechstfarbungen sind zusatzlich dargestellt (A, a-d; B a, b). Eichstriche 20 pm. (C) Immunblot-
Analysen der Zellextrakte von Kontroll- und Patientenfibroblasten. Der Immunblot zeigt eine verminderte LAP23 und
LAPa Expression verglichen zur Kontrolle, wahrend die Emerin-Expression unverandert bleibt. HaCaT-Zelllysat dient
als interne Kontrolle, da in dieser Zelllinie LAP2a.und LAP2 stark exprimiert werden.



Die Verteilung des LEM-Proteins Emerin zeigte stellenweise eine Aggregation an der Kern-
membran in Patientenzellen (Abb. 5.5 A, b’, Pfeile), wahrend das Protein in Kontrollzellen
normal homogen an der Kernhille lokalisierte (Abb. 5.5 A, a").

Um nachzupriifen, ob die Proteine im Zellkern lediglich umlokalisiert waren, oder aber die
Expression verdandert war, wurde das Expressionslevel dieser Proteine in beiden Zelllinien
verglichen. Dazu wurde ein Immunblot der Zellextrakte von Kontroll- und Patientenfibroblasten
durchgeflihrt. Die Immunblot-Analyse zeigte eine Reduktion der LAP23 und LAPa Expression in
LMNA S143F Fibroblasten verglichen mit der Kontrolle, wahrend die Emerin-Expression

unverandert blieb.

5.1.4 Chromatin-assoziierte Proteine und Gen-regulierende Proteine in LMNA
S143F Fibroblasten sind umverteilt

Aus friheren Arbeiten ist bekannt, dass eine abnormale Organisation der Kernkomponenten zu
Veranderungen in der Genexpression fiihren kann (,Genexpressions-Modell, siehe 2.4.1.4.;
Filesi et al., 2005; Goldman et al., 2004; Reichart et al., 2004). Es wurde auch berichtet, dass
eine veranderte Laminorganisation die RNA-Polymerase II-abhangige Transkription inhibiert
(Spann et al., 2002).
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Abb. 5.6: Indirekte Fluoreszenzaufnahmen zeigen eine Umverteilung von transkriptionell aktiver RNA-Polymerase II
nach Inkubation mit spezifischen monoklonalen Antikdrpern. (A) In Kontrollzellen ist die trans. akt. Pol II wildtypisch
homogen in Form von ,speckles" im Kern verteilt (a”). In Patientenzellen ist die trans. akt. Pol II dagegen entweder
nicht nachweisbar (b”, Pfeilspitze) oder aber angereichert an den Zellpolen zu finden (b”, Pfeil). Die
korrespondierenden Hoechstfarbungen (a’, b") und der Phasenkontrast (a, b) sind zusétzlich dargestellt. Eichstrich
20 pym. (B) Statistische Auswertung der Kernlokalisation von trans. akt. Pol II in Kontroll- und Patientenfibroblasten.
Es wurden jeweils 200 Zellen ausgewertet (#9 Kontrolle; #10 Patientenzellen; ** P<0,01).

Immunfluoreszenzanalysen mit einem monoklonalen Antikérper gegen die phosphorylierte
transkriptionell aktive Form der RNA-Polymerase II zeigten, dass diese in 57,2 % der Patienten-

zellen im Kern nicht nachweisbar war (Abb. 5.6 A, b”; B, Pfeilspitze). Zusatzlich zeigte die



Immunfluoreszenzanalyse, dass die RNA-Polymerase II in bestimmten fokalen Bereichen der
Zellen starker akkumulierte (Abb. 5.6 A, b”; B, Pfeil). Im Gegensatz dazu war die aktive Form
der Polymerase II in 96,2 % der Kontrollzellen wildtypisch in Form eines Plinktchenmusters im
Kern zu lokalisieren (Abb. 5.6 A, a”; B).

Die gleiche Beobachtung der Lokalisation an den Zellpolen konnte auch fir die transkriptionell
inaktive Form der Polymerase II gemacht werden, allerdings in weit weniger Zellen, auch war
die inaktive Form in jedem Patientenzellkern nachzuweisen (Diplomarbeit S. Kandert, 2005).

Die Transkription ist aber nicht nur abhdangig von der RNA-Polymerase II, sondern auch von
Transkriptionsfaktoren, die mit der Lamina interagieren kénnen. Ein Beispiel ist das
Retinoblastoma-Protein (pRb), das an Typ A-Lamine, an das Lamina-assoziierte Polypeptid 2
alpha (LAP2a) und an den E2f-DP3-Komplex bindet. Erst wenn pRb aus diesem Komplex
entlassen wird, werden zellzyklus-abhangige Gene aktiviert (Mancini et al., 1994; Markiewicz et
al., 2002; Dorner et al., 2006). Liegt Retinoblastoma in hyperphosphorylierter Form vor, kann
es den Transkriptionsfaktor E2F nicht mehr binden, dieser ist somit aktiv und kann die DNA-
Synthese aktivieren. Hypophosphoryliert ist Retinoblastoma als Repressor aktiv, bindet E2F und
unterdriickt dadurch die DNA-Synthese (Nevins et al., 1991). Eine fehlerhafte Komplexbildung
aufgrund einer Laminmutation kodnnte somit zu einer veranderten Lokalisation von
Retinoblastoma flihren.

In FACS-Analysen wurde die Lokalisation von hypophosporyliertem (pRB) und hyper-
phosphoryliertem (ppRb) Retinoblastoma-Protein analysiert. Die Fluoreszenzintensitdten von
hypophosphoryliertem Retinoblastoma-Protein, bezogen auf die gemessenen Zellen, ergaben im
Durchschnitt keinen signifikanten Unterschied von Kontrollzellen (Abb. 5.7 a) zu Patientenzellen
(Abb. 5.7 b). Dagegen ist im Durchschnitt eine 30 %ige Erhdhung der Fluoreszenzintensitat von
hyperphosphoryliertem Retinoblastoma in Kontrollzellen (Abb. 5.7 ¢, rote Kurve) im Vergleich zu

Patientenzellen (Abb. 5.7 ¢, gelbe Kurve) zu beobachten.
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Abb. 5.7: FACS-Analysen der Kernfluoreszenz von hypophosporyliertem (pRB) und hyperphosphoryliertem (ppRb)
Retinoblastoma-Protein. Die Fluoreszenzintensitat jeder gemessenen Zelle ist logarithmisch entlang der x-Achse
dargestellt. Die y-Achse zeigt die Anzahl der gemessenen Zellen. Die Fluoreszenzintensititen von
hypophosphoryliertem Retinoblastoma-Protein bezogen auf die gemessenen Zellen, zeigen im Durchschnitt keinen
signifikanten Unterschied von Kontrollzellen (a) zu Patientenzellen (b). Dagegen ist im Durchschnitt eine 30 %ige
Erhéhung der Fluoreszenzintensitdt von hyperphosphoryliertem Retinoblastoma in Kontrollzellen (c, rote Kurve) im
Vergleich zu Patientenzellen (c, gelbe Kurve) zu beobachten. Verwendet wurden spezifische monoklonale Antikorper.
Es wurden jeweils 10000 Zellen ausgewertet (#16 Kontrolle; #22 Patientenzellen).



Wie vorher beschrieben, kam es zu einer Umlokalisierung von Lamin A, LAP2 und der RNA-
Polymerase II. Typ A-Lamine binden Uber ihre carboxyterminale Domane zwei Komponenten
des Chromatins, die DNA und die Histone (Taniura et al., 1995; Stierlé et al., 2003). Ein Grund
fur die abnormale Lokalisation der RNA Polymerase II kdnnte eine veranderte Bindung von
Lamin A zu Chromatin sein (Spann et al., 2002). Eine fehlerhafte Lamin-Chromatin-Interaktion
und daraus resultierende Histonmodifikationen, kénnen zu einer Veranderung der Chromatin-
Organisation flihren und somit eine wichtige Rolle in der Auslésung der Krankheit spielen
(Shumaker et al., 2006; Shaklai et al., 2007).

Um die Organisation des Chromatins ndher zu analysieren, wurde die Verteilung bestimmter
Histone beobachtet. Histon H1 wird bendtigt, um eine 30 nm-Faser zu bilden. Dies ist eine
Ubergeordnete Struktur, die einer Helix aus Nukleosomen entspricht. Dadurch wird die DNA-
Packung zu Heterochromatin weiter verstarkt (Kamakaka et al., 2005). Eine indirekte
Immunfluoreszenzanalyse mit spezifischen monoklonalen Antikérpern zeigte, dass das Protein
Histon H1 in 41,5 % der Patientenzellen nur in fokalen deformierten Bereichen des Kernes
vorhanden war (Abb. 5.8 A, b”, Pfeile; B), wahrend Histon H1 in Kontrollzellen gleichmaBig im
ganzen Kern lokalisierte (Abb. 5.8 A, a”). Acetyliertes Lysin spielt dagegen eine Rolle in der
Zuganglichkeit der DNA fir transkriptionsrelevante Proteine. Immunfluoreszenzmikroskopische
Untersuchungen der Lokalisation von acetyliertem Lysin ergaben, dass in 53 % der
Patientenzellen acetyliertes Lysin nicht detektiert werden konnte (Abb. 5.8 A, b”, Pfeil; C). Im
Gegensatz dazu lies sich in 98 % der wildtypischen Zellen acetyliertes Lysin nachweisen (Abb.
5.8A,a"% C).

Das Methyl-CpG-Bindungsprotein 2 (MeCP2) ist ein transkriptioneller Repressor, der zu einer
lokalen Deacetylierung der in den Nukleosomen vorhandenen Histonen und somit zu einer
kompakten Chromatinstruktur, die fir die Transkriptionsmaschinerie nicht mehr zuganglich ist,
fuhrt (Wade et al., 1998). Aus diesem Grund wurde weiterhin die Verteilung von (MeCP2) durch
immunfluoreszenzmikroskopische Untersuchung analysiert. Auch hier konnte eine Anreicherung
des Proteins an den Zellpolen, bzw. in den Mikrokernen beobachten werden. Auch war
ersichtlich, dass in einer Vielzahl von Patientenzellen das Protein nicht detektierbar war (Daten
werden nicht gezeigt).

In FACS-Analysen wurde die Expression von weiteren Faktoren der Chromatin-Organisation
untersucht. So wurde die Fluoreszenzintensitat von Heterochromatinprotein 1 (HP1) und Histon
H3, welches an der Stelle Lysin9 acetyliert ist, ndher beobachtet. HP1 ist fiir die Verpackung des
Chromatins zu Heterochromatin wichtig (Maison et al., 2004), die Acetylierung des Histons H3
an der Stelle Lysin 9 sorgt fir eine gesteigerte Zuganglichkeit des Chromatins flir den
Transkriptionsapparat (Tse et al., 1998).


http://lexikon.freenet.de/Helixstruktur
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Abb. 5.8: Umverteilung von Chromatin-assoziierten Proteinen in LMNA S143F Zellen. (A) Durch indirekte
Doppelfluoreszenzaufnahmen ist eine Umverteilung von Histon H1 an die Zellpole, bzw. Mikrokerne der
Patientenzellen sichtbar (b” Pfeile). Acetyliertes Lysin ist in Patientenzellkernen teilweise nicht detektierbar (d” Pfeil).
In Kontrollzellen ist Histon H1, sowie acet. Lysin wildtypisch im Kern verteilt (a”, c”). Verwendet wurden spezifische
monoklonale Antikoérper gegen Histon H1 und polyklonale Antikérper gegen acet. Lysin. Die korrespondierenden
Hoechstfarbungen (a’, b’. ¢’, d") und der Phasenkontrast (a, b, c, d) sind zusatzlich dargestellt. Eichstrich 20 pm. (B,
C) Statistische Auswertung der H1-Konzentration in fokalen Bereichen, sowie der Kernlokalisation von acet. Lysin in
Kontroll- und Patientenfibroblasten. Es wurden jeweils 200 Zellen ausgewertet (#12 Kontrolle; #14 Patientenzellen;
** P<0,05). (C) FACS-Analysen der Fluoreszenz von HPlalpha und acetyliertes H3K9 in Kontrollzellen und
Patientenzellen. Die Fluoreszenzintensitat jeder gemessenen Zelle ist logarithmisch entlang der x-Achse dargestellt.
Die y-Achse zeigt die Anzahl der gemessenen Zellen. Die Fluoreszenzintensitdten von HP1 (a, a’), bzw. acet. H3K9 (b,
b") bezogen auf die gemessenen Zellen, zeigen im Durchschnitt keinen signifikanten Unterschied von Kontroll- zu
Patientenzellen. Verwendet wurden spezifische monoklonale Antikdrper. Es wurden jeweils 10000 Zellen ausgewertet
(#12 Kontrolle; #14 Patientenzellen).

Interessanterweise konnten im Durchschnitt bei 10000 gemessen Zellen keine Unterschiede der
Fluoreszenzintensitat von Kontrollfibroblasten (Abb. 5.8 C, a, b) und LMNA S143F Fibroblasten

(Abb. 5.8 a’, b") festgestellt werden. Dies konnte damit zu erkldren sein, dass es bei den



Immunfluoreszenzen Zuganglichkeitsprobleme der verwendeten Antikdrper zum spezifischen

Epitop, aufgrund von Chromatinstruktur-Veranderungen gab.

5.1.5 Fibroblasten mit der LMNA S143F Mutation weisen eine erhohte Anzahl an
DNA-Reparatur-Foci auf

In einer friiheren Studie wurde bereits gezeigt, dass Zellen von HGPS-Patienten, aufgrund von
genomischer Instabilitat bzw. gehduften DNA-Schaden, die sich oftmals in DNA-Doppelstrang-
briiche duBern, eine dauerhafte Aktivierung von Kontrollpunkten fiir DNA-Schaden aufweisen
(Liu et al., 2006).
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Abb. 5.9: Indirekte Doppelfluoreszenzaufnahmen zeigen eine erhdhte Anzahl von DNA-Reparatur-Foci in LMNA-
S143F-Fibroblasten. (A) Die griine Fluoreszenz zeigt die Verteilung von gammaH2A.X in Form von punktférmigen
Aggregationen im Kern von Kontroll- (b"”) und Patientenzellen (a”), nach Inkubation mit einem spezifischen
polyklonalen Antikdrper. In Patientenzellen ist eine Anhdufung von gammaH2A.X in den deformierten Bereichen zu
erkennen (a’, Pfeilspitze). Die rote Fluoreszenz zeigt die Verteilung von ATM in Form von punktférmigen
Aggregationen im Kern von Kontroll- (b”) und Patientenzellen (a”), nach Inkubation mit einem spezifischen
monoklonalen Antikdrper. Die Abbildungen (c™, d”) sind Uberlagerungen von (c’; d’) und (c”, d”). Die gelben Punkte
stellen die Kolokalisation von gammaH2A.X und ATM dar (a", b", Pfeile) und spiegeln somit die DNA-Reparatur-Foci
wieder. Die korrespondierenden Hoechstfarbungen (a, b) sind zusdtzlich dargestellt. Eichstrich 20 um. (B, C)
Statistische Auswertung der Anzahl der DNA-Reparatur-Foci / Kern (B) und der prozentuale Vergleich der Anzahl der
DNA-Reparatur-Foci / Kern (C) in Kontroll- und Patientenfibroblasten (Anzahl in Kontrolle = 100 %). Es wurden
jeweils 100 Zellen ausgewertet (#14 Kontrolle; #19 Patientenzellen; ** P<0,05).



Die Phosphorylierung von Histon H2A.X (als gammaH2A.X bezeichnet) und die Mobilisierung
von Ataxia-telangiectasia mutated (ATM), spielen zentrale Rollen bei der Aktivierung der
Kontrollpunkte (Abraham, 2001; Li und Zou, 2005; siehe auch 4.5.10). Durch die Anfarbung
mittels spezifischer Antikbrper gegen gammaH2A.X und ATM kann man die DNA-Reparatur-Foci
und somit die Doppelstrangbriiche sichtbar machen. Doppelimmunfluoreszenzmikroskopische
Untersuchungen von LMNA S143F-Fibroblasten zeigten eine erhohte Anzahl von DNA-
Reparatur-Foci im Vergleich zu Kontrollzellen. Die gelben punktférmig dargestellten Bereiche
sind Kolokalisationen von gammaH2A.X und ATM und stellen Orte der aktiven DNA-Reparatur
an DNA-Doppelstrangbriichen dar (Abb. 5.9 A a"/, b, Pfeile). Auch war eine Anhaufung von
gammaH2A.X in den deformierten Bereichen der Patientenzellen zu erkennen (Abb. 5.9 A, a/,
Pfeilspitze). Die statistische Auswertung zeigte, dass in Patientenzellen im Durchschnitt 6,2 Foci
/ Kern und im Gegensatz dazu in Kontrollzellen nur 4,8 Foci / Kern nachgewiesen werden
konnten (Abb. 5.9 B, a). Die prozentuale Differenz in der Anzahl der DNA-Reparatur-Foci / Kern
in Kontroll- und Patientenfibroblasten betragt 14 % (Anzahl in Kontrolle = 100 %, Abb. 5.9 B,
b). Dies drtickt eine signifikant erhdhte Anzahl von Doppelstrangbriichen bzw. DNA-Schaden in

Patientenzellen aus.

5.1.6 Die LMNA S143F Mutation beeinflusst die Lokalisation der Nesprin2 Proteine

Wie schon beschrieben wurde, ist die korrekte Lokalisation von Nesprinl und Nesprin2 an der
Kernmembran, von einem intakten Lamin A/C Netzwerk abhdngig (Libotte et al., 2005; Zhang
et al., 2005). Um zu Uberpriifen, ob die LMNA S143F Mutation einen Einfluss auf Verteilung
dieser Proteine hat, wurden Patientenzellen immunfluoreszenzmikroskopisch analysiert
(Kooperation mit Y. Liike, Institut fir Biochemie, Universitat Kolin).

Fluoreszenzmarkierungen mit einem polyklonalen Antikbrper gegen Nesprinl zeigten, dass
sowohl in Kontroll- (Abb. 5.10 A; b) als auch in den Patientenzellen (Abb. 5.10 A; e und h)
Nesprinl wildtypisch an der Kernhiille vorlag und dort mit Lamin A/C kolokalisierte (Abb. 5.10
A; ¢, f, i). Im Gegensatz dazu, wiesen Immunfluoreszenzaufnahmen nach Inkubation mit dem
polyklonalen Antikdrper gegen alle Isoformen von Nesprin2 deutliche Unterschiede zwischen
Kontroll- und Patientenzellen auf. In den Kontrollzellen konnte Nesprin2 durchgehend an der
Kernhiille (Abb. 5.10 B; b, Pfeilspitzen), als auch im Zytoplasma lokalisiert werden (Abb. 5.10 B;
b, Pfeile), dagegen war die Verteilung in den Patientenzellen verdndert. In Patienten-
fibroblasten, die eine normale Struktur des Kernes aufwiesen, lies sich Nesprin2 wie in
Kontrollfibroblasten an der Kernhiille sowie zytoplasmatisch detektieren (Abb. 5.10 B; e). In
LMNA S143F-Zellen mit deformierten Kernen, war Nesprin2 weder an der Kernhiille
nachzuweisen (Abb. 5.10 B; e, Sterne; h), noch lokalisierte es an Lamin A/C (Abb. 5.10 .B; f
und i). Zusammengenommen konnte in 51,3 % aller Patientenfibroblasten keine Lokalisation



des Nesprin2 Proteins an der Kernhille nachgewiesen werden, im Gegensatz zu lediglich 8,4 %

der Kontrollfibroblasten.
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Abb. 5.10: Die LMNA S143F Mutation beeinflusst die Nesprin2 Lokalisation an der Kernhiille. (A) Indirekte
Doppelfluoreszenzaufnahmen mit dem Nesprinl spezifischen polyklonalen Antikdrper (b, €, h) und dem spezifischen
monoklonalen Antikdrper gegen Lamin A/C (a, d, g) detektieren in Kontroll- (b) und Patientenfibroblasten (e, h) eine
Nesprinl-Kolokalisation mit Lamin A/C (c, f, i) entlang der Kernhille. Die markierten Bereiche sind vergroBert
dargestellt (g, h, i). Die Abbildungen (c, f, i) sind Uberlagerungen von (a, b), (d, e) und (g, h) Eichstrich: 10 pm. (B)
Indirekte Doppelfluoreszenzaufnahmen mit dem spezifischen monoklonalen Antikérper gegen Lamin A/C (a, d, g) und
dem Nesprin2 spezifischen polyklonalen Antikérper pAb K1 (b, e, h), zeigen in Kontrollfibroblasten (b) eine
zytoplasmatische Lokalisation (b, Pfeile) und eine Lokalisation von Nesprin2 an der Kernhiille (b, Pfeilspitzen). In
Patientenzellen mit Deformationen in der Kernmorphologie (e; Sterne) ist Nesprin2 nicht entlang der Kernhiille
lokalisiert und lokalisiert auch nicht an Lamin A/C (f, i). Die markierten Bereiche sind vergrdBert dargestellt (g, h, i).
Die Abbildungen (f, i) sind Uberlagerungen von (d, €) und (g, h) Eichstrich: 10 um.

Im Vergleich zu Nesprin2, konnte man dagegen bei Nesprinl nur eine geringfligig verstarkte
zytoplasmatische Lokalisation des Proteins in Patientenzellen, im Vergleich zu Kontrollzellen
feststellen. Die Resultate bestatigten deutlich den Einfluss der S143F Mutation auf die Nesprin2

Lokalisation an der Kernhdille.

5.1.7 Nesprin2 Giant exprimierende LMNA S143F Fibroblasten zeigen eine

normale Zellkernmorphologie

Um die Rolle von Nesprin2 in der Pathogenese der LMNA S143F Mutation naher zu erortern,
wurde die Lokalisation verschiedener Nesprin2 Isoformen analysiert. Fiir diese Untersuchungen
wurden Doppelimmunlokalisationsanalysen mit zwei Nesprin2 Antikdrpern durchgeflihrt. Der
monoklonale Antikdrper K20-478 war spezifisch gegen die Aktin-bindende Domane der groBen
Isoform (Nesprin2 Giant) gerichtet, wogegen der polyklonale Antikdper K1 spezifisch den C-
Terminus des Nesprin2 und somit auch die kiirzeren Isoformen erkannte (Kooperation mit Y.
Like, Institut flir Biochemie, Universitat KoIn).

Nur eine Subpopulation von Kontroll- als auch Patientenzellen wiesen eine Nesprin2 Giant-
Markierung auf (Abb. 5.11 A a’, Pfeile). Interessanterweise zeigten die Nesprin2 Giant-positiven
LMNA S143F Zellen keine morphologischen Kerndeformationen (Abb. 5.11 A a’, Pfeile), sowie



eine wildtypische Lokalisation der Nesprin2-Isoformen an der Kernhiille nach Inkubation mit
dem polyklonalen K1-Antikérper (Abb. 5.11 A; a). Auch erschienen die Kerne dieser Zellen
kleiner und kompakter. Im Vergleich dazu besitzen die deformierten Zellkerne der Nesprin2
Giant negativen Zellen (Abb. 5.11 A; a’, Sterne) eine abgeschwachte diffuse K1-Fluoreszenz-

markierung entlang der Kernmembran (Abb. 5.11 A; a, Pfeilspitzen).

Nesprin2 K1 Nesprin2 K20-478 Merge

LMNA S143F

8

m /E Kontrolle
0/0 LMNA S143F

l l deformlerle Kerne

Passage

Abb. 5.11 Indirekte Immunfluoreszenzaufnahmen zeigen eine normale Zellkernmorphologie von Nesprin2 Giant
exprimierenden LMNA S143F Fibroblasten. (A) Patientenzellen, deren Kernhille mit dem monoklonalen Antikorper
K20-478 gegen Nesprin2 Giant markiert sind, zeigen eine normale wildtypische Morphologie des Kerns (a’, Pfeile).
LMNA S143F-Fibroblasten, die keine Nesprin2 Giant Kernhiill-Farbung aufweisen, besitzen Deformationen des Kerns
(a’, Stern) und die Fluoreszenz erscheint nach Inkubation mit dem polyklonalen Antikérper K1 diffus (a, Pfeilspitzen).
Die Abbildung (a”) ist eine Uberlagerung von (a) und (&’). Eichstriche: 10 um. (B) Statistische Auswertung der K20-
478 positiven Zellen. Die Expression von Nesprin2 Giant ist notwendig fiir den Erhalt einer normalen
Kernmorphologie. Es wurden 300 K20-478 positive Kontroll- und Patientenzellen ausgewertet.
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Diese Beobachtungen beschrankten sich nicht auf niedrige Passagen, auch hdhere Passagen
zeigten dasselbe Phanomen. Eine statistische Analyse (Abb. 5.11 B) lies erkennen, dass
Kontrollzellen, wie auch Patientenzellen die Nesprin2 Giant positiv waren, in 97,1 % bzw.
94,9 % in Passage 11 Uber eine normale Kernmorphologie aufwiesen. Auch in der spateren
Passage 17 konnten diese Resultate, die zeigen, dass die Expression von Nesprin2 Giant mit
einer normalen Zellkernmorphologie zusammenhangt, bestatigt werden.

Dariiber hinaus konnte mittels einer Immunblotanalyse festgestellt werden, dass die Nesprin2
Giant Expression in LMNA-S143F-Fibroblasten im Vergleich zu Kontrollfibroblasten reduziert war

(Kooperation mit Y. Liike, Institut fiir Biochemie, Universitat Kéin).



Ergebnisse

5.1.8 Eine Reduktion von Nesprin2 Giant ist an Kerndeformationen von LMNA
S143F Fibroblasten nicht nachweisbar
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Abb. 5.12: Die Nesprin2 Giant Lokalisation ist in Kerndeformationen von LMNA S143F Fibroblasten nicht verandert.
Kontrollfibroblasten und Patientenfibroblasten wurden mit dem monoklonalen K20 Antikérper und anschlieBend mit
einem kolloidal an 12 nm Gold gekoppelten Sekundarantikdrper inkubiert und elektronenmikroskopisch ausgewertet.
In beiden Zelllinien ist Nesprin2 Giant an der Kernhiille sowie im Zytoplasma unmittelbar an der Kernhiille verteilt,
jedoch ist in die Menge an Nesprin2 Giant in LMNA S143F Zellen (b’, b”, Pfeile) gegeniliber den wildtypischen Zellen
verringert (a’, Pfeile). Es ist kein Unterschied in der Verteilung von Nesprin2 Giant zwischen deformierten
Kernbereichen (b"”, Pfeile) und nicht deformierten Kernbereichen der Patientenzellen (b’, Pfeile) zu erkennen.
Eichstriche: (a, b): 1 um; (a’, b’, b”): 0,5 pm. Nu: Nukleus, Cyt: Zytoplasma.

Um einen genaueren Einblick in die Nesprin2 Giant Lokalisation in LMNA S143F Fibroblasten zu
erhalten, wurden transmissionselektronenmikroskopische Analysen durchgefiihrt. Kontroll-
sowie Patientenzellen wurden zuerst mit dem monoklonalen K20 Antikdrper und anschlieBend
mit einem an 12 nm kolloidalem Gold gekoppelten Sekundarantikdrper inkubiert und in Epon
eingebettet. Die Goldpartikel sind auf elektronenmikroskopischen Aufnahmen als schwarze
runde Farbungen sichtbar. Zundchst konnte beobachtet werden, dass in beiden Zelllinien
Nesprin2 Giant an der Kernhille, sowie im Zytoplasma unmittelbar an der Kernhiille lokalisierte.
Wie zu erwarten, war die Menge an Nesprin2 Giant in LMNA S143F Zellen (Abb. 5.12 b’, b”,
Pfeile) gegeniiber den wildtypischen Zellen reduziert (Abb. 5.12 a’, Pfeile). Dariiber hinaus
stellte sich die Frage, inwieweit Nesprin2 Giant in Nahe der Deformationen gegeniiber den nicht
deformierten Bereichen in den Patientenfibroblasten verringert war, da eine Abnahme des
Nesprin2 Giant in diesen Arealen die morphologischen Anormalitdten erkldren kénnte. Es konnte
aber kein Unterschied in der Verteilung von Nesprin2 Giant zwischen deformierten
Kernbereichen (Abb. 5.12 b”, Pfeile) und nicht deformierten Kernbereichen (Abb. 5.12 b’, Pfeile)

der Patientenzellen erkannt werden.
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5.1.9 Die Lokalisation von Kernproteinen in Nesprin2 Giant reduzierten LMNA
S143F Fibroblasten ist verandert

Aufgrund der veranderten Verteilung von der transkriptionell aktiven Form der RNA-Polymerase
II, LAP2a (siehe 5.1.3) und Nesprin2-Proteinen (siehe 5.1.6) in den Patientenzellen, stellte sich
die Frage, ob diese abnormale Lokalisation dieser Proteine dieselben LMNA S143F-Zellen betraf.
Durch Doppelfluoreszenzanalysen konnte gezeigt werden, dass die veranderten Verteilungs-
muster von Nesprin2 und LAPa, mit der fehlerhaften Lokalisation der transkriptionell aktiven
Form der RNA-Polymerase II in Patientenzellen korrelierte. Die fehlerhafte Lokalisation der
transkriptionell aktiven Form der RNA-Polymerase II und Nesprin2 (Abb. 5.13 a’-a”, Pfeile; b'-
b™), wie auch der transkriptionell aktiven Form der RNA-Polymerase II und LAP2a (Abb. 5.13 ¢~
c”, Pfeile), betraf dieselben Patientenfibroblastenzellen. Nur in wenigen mutierten Fibroblasten
mit morphologischen Kerndefekten stimmte die verdnderte Verteilung der transkriptionell
aktiven Form der RNA-Polymerase II nicht mit der anormalen Lokalisation von Nesprin2 (iberein
(Abb. 5.13 a’-a"”, Pfeilspitzen).

Hoechst ph Pol II

Nesprin2-K1

Nesprin2-K1

Lap2alpha

Abb. 5.13: Indirekte Doppelfluoreszenzaufnahmen zeigen eine Umlokalisation von LAP2a, transkriptionell aktiver
Form der RNA-Polymerase II und Nesprin2 in LMNA S143F Zellen nach Inkubation mit spezifischen monoklonalen
trans. akt. Pol II und polyklonalen LAP2a und K1 Antikérpern. Die fehlerhafte Lokalisation der transkriptionell aktiven
RNA-Polymerase II und Nesprin2 (a’-a”, Pfeile; b’-b""), wie auch der transkriptionell aktiven RNA-Polymerase II und
LAP2a (c’-c™, Pfeile), ist in denselben Zellen zu beobachten. Nur wenige Zellen zeigen eine abnormale Verteilung von
trans. akt. Pol II und eine normale Lokalisation von Nesprin2 an der Kernhiille (a’-a”, Pfeilspitzen). Die Abbildungen
(@™, b™; ") sind Uberlagerungen von (a’, b’, ¢) und (a”, b”, c”). Die korrespondierenden Hoechstfirbungen sind
zusatzlich dargestellt (a, b, c). Eichstriche 20 pm.



Auch ergaben andere Fluoreszenzuntersuchungen, dass Nesprin2 Giant positive Patientenzellen
nicht nur eine normale Kernmorphologie, sondern auch eine wildtypische Verteilung
verschiedener anderer Kernproteine aufwiesen (Daten werden nicht gezeigt).

5.1.10 Ektopische Expression von LMNA S143F-GFP

5.1.10.1 Die Expression von LMNA S143F-GFP induziert den fiir Patientenfibroblasten

charakteristischen Phéanotyp

Um naher zu erértern, ob die Mutation S143F im Lamin A die beschriebenen morphologischen
Kerndeformationen induzierte, wurde ein LMNA S143F-GFP Fusionsprotein hergestellt, humane
wildtypische Fibroblasten mit diesem Konstrukt transient transfiziert und dieses Gberexprimiert.

Die Uberexpression von LMNA S143F-GFP in Fibroblasten zeigte nach 48 Stunden bei 37°C und
5 % die besten Resultate. Im Gegensatz zu LMNA wt-GFP exprimierenden Zellen, die eine

wildtypische Morphologie des Kernes aufwiesen (Daten werden nicht gezeigt), waren in 42 %

der Fibroblasten, die das mutierte Lamin A exprimierten, Kerndeformationen, vergleichbar mit
denen in Patientenzellen, zu beobachten (Abb. 5.14 a, b, Diplomarbeit S. Kandert, 2005).

Hoechst

LMNA S143F-GFP

Abb. 5.14: Die Expression von LMNA S143F-GFP ruft den fiir Patientenfibroblasten charakteristischen Phdnotyp
hervor. Humane dermale Fibroblasten wurden mit LMNA S143F-GFP transfiziert (b) und ihre Kernmorphologie
immunfluoreszenz- (a, b) und elektronenmikroskopisch (c, d, e) untersucht. Die Expression des mutierten Lamins
induziert in wildtypischen Fibroblasten morphologische Kerndeformationen (a, b) von der Bildung kleiner Blaschen an
der Kernmembran (d, e, Pfeile), bis hin zur Bildung von Mikrokernen (c). Die korrespondierende Hoechstfarbung ist
zusatzlich dargestellt (a). Eichstriche: b: 20 pm; c: 2um; d, e: 0,2 ym.

Um eine genauere Analyse von morphologischen Veréanderungen der transfizierten Fibroblasten
erstellen zu kénnen, wurden die Zellen flir transmissionselektronenmikroskopische Analysen
vorbereitet. Am Fluoreszenzmikroskop wurden Zellen zuerst auf eine LMNA S143F-GFP-
Expression hin {iberpriift, transfizierte Zellen durch das Gittermuster der CELLocates™ lokalisiert
und anschlieBend fiir die Beobachtung unter dem Elektronenmikroskop prapariert (siehe

4.5.12.1). Auch anhand elektronenmikroskopischer Aufnahmen konnte der morphologische



Phanotyp der Patientenzellen nach Uberexpression von LMNA S143F-GFP beobachtet werden.
Die Veranderungen des Zellkerns reichten von Bldaschenbildungen der Kernhille (Abb. 5.14 d, e,
Pfeile) bis hin zur Bildung von Mikrokernen (Abb. 5.14 c; Diplomarbeit T. Kleinhenz, 2007).

Analysen von Uberexpressionen von LMNA S143F-GFP in Zelllinien, die entweder groBe Mengen
von Nesprin2 Giant (HaCaT-Zellen) oder geringe Mengen von Nesprin2 Giant exprimieren,
zeigten eine deutliche Abhangigkeit des Grades der nuklearen Deformationen von der Nesprin2
Giant Expression. HaCat-Zellen, die eine groBe Menge an Nesprin2 Giant exprimieren, zeigten
kaum Veranderungen der Kernmorphologie (Kooperation mit Y. Like, Institut fiir Biochemie,

Universitat Kdln).

5.1.10.2 Die Expression von LMNA S143F-GFP induziert eine abnormale Lokalisation
von LAP2a und der transkriptionell aktiven Form der RNA-Polymerase IT

Wie zuvor schon beschrieben wurde, ist die Lokalisation von Kernproteinen in Patientenzellen
verandert. Um zu evaluieren, ob in die ektopische Expression von LMNA S143F-GFP in
wildtypischen Fibroblasten ebenso die Lokalisation von Kernproteinen beeinflusste, wurden

weitere Immunfluoreszenzanalysen durchgefiihrt.
Hoechst LMNA S143F-GFP Merge
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Abb. 5.15: Die Expression von LMNA S143F-GFP ruft eine abnormale Lokalisation von LAP2a und der trans. akt.
RNA-Polymerase II hervor. Humane dermale Fibroblasten wurden mit LMNA S143F-GFP transfiziert (a’ b") und die
Verteilung von LAP2a und der transkriptionell aktiven Form der RNA-Polymerase II unter Verwendung von
spezifischen monoklonalen trans. akt. Pol II und polyklonalen LAP2a Antikdrpern immunfluoreszenzmikroskopisch
analysiert. In transfizierten Fibroblasten war die LAP2a Fluoreszenzmarkierung reduziert, bzw. nicht nachweisbar (a”,
a", Pfeile); die transkriptionell aktive Form der RNA-Polymerase II war wie in Patientenzellen an fokalen Bereichen
der Zelle angereichert (b”, b”, Pfeile). Die Abbildungen (a”, b™) sind Uberlagerungen von (a’, b") und (a”, b”). Die
korrespondierenden Hoechstfarbungen sind zusatzlich dargestellt (a, b). Eichstriche 20 pm.

Es konnte gezeigt werden, dass die Expression von LMNA S143F-GFP eine veranderte
Lokalisation von LAP2a und transkriptionell aktiver Form der RNA-Polymerase II hervorruft. In
transfizierten Fibroblasten war die LAP2a Fluoreszenzmarkierung reduziert, bzw. nicht
detektierbar (Abb. 5.15 a”, a"”, Pfeile); die transkriptionell aktive Form der RNA-Polymerase 11

war wie in Patientenzellen an den Kernpolen der Zelle akkumuliert (Abb. 5.15 b”, b™, Pfeile).



Auch konnte eine Aggregation von Emerin an der inneren Kernhiille beobachtet werden. Im
Gegensatz dazu war in Fibroblasten, die wildtypisches LMNA-GFP (berexprimierten, keine
Misslokalisation nuklearer Proteine festzustellen (Daten werden nicht gezeigt).

Diese Resultate, des durch Uberexpression von LMNA S143F-GFP induzierten charakteristischen
Phanotyps der Patientenzellen, bestatigen die Annahme, dass die Lamin A Mutation die primare

Ursache der gefundenen nukledren Abnormitaten ist.

5.1.11 Fibroblasten mit der LMNA S143F-Mutation zeigen keine erhohte
Apoptoserate

Durch die Mutation LMNA S143F konnten in den Patientenzellen z.B. durch eine instabile
Kernhtille vorzeitig apoptische Vorgdange induziert werden. Um auszuschlieBen, dass der
beobachtete zelluldre Phanotyp in LMNA S143F Fibroblasten durch apoptotische Vorgange
begriindet war, wurden Analysen zur Bestimmung der Apoptoserate durchgefiihrt. Eine
Mdglichkeit zum Nachweis der Apoptoserate sind FACS (fluorescence-activated cell sorter) -
Analysen. Hierbei wird der zelluldare DNA-Gehalt nach Permeabilisierung der Zellmembran und
Anfarbung mit Propidiumjodid (PI) durchflusszytometrisch bestimmt (siehe 4.5.7). Apototische
Zellen sind permeabler fiir Propidiumjodid und zeigen somit eine starkere PI-Fluoreszenz.
AuBerdem erscheinen apoptotische Zellen breiter, kleiner, und hypodiploider. Durch die
Detektion des Vorwartsstreulichts (FSC) kann die relative GroBe der Zellen bestimmt werden.
Die Resultate dieser FACS-Analysen sind in Abb. 5.16 dargestellt. Im Quadranten Q1 ist die
Anzahl der fragmentierten, in Q2 die Anzahl der nekrotischen und apoptotischen und in Q3 die
Anzahl der lebenden Zellen dargestellt (Abb. 5.16 A, a, b). Die statistische Auswertung der
Apoptosebestimmung mittels FACS-Analyse zeigte keine signifikanten prozentualen
Unterschiede in der Anzahl der apoptotischen bzw. lebenden Zellen zwischen
Kontrollfibroblasten (99,15 %) und Patientenfibroblasten (98,4 %) (Abb. 5.16 A, c).

Ein anderes typisches Apoptosemerkmal ist die Spaltung der DNA durch Endonukleasen in
charakteristische, ca. 180 bp-groBe DNA-Fragmente (Wyllie, 1980). Eine Mdglichkeit die DNA-
Fragmente nachzuweisen ist der TUNEL-Assay (Terminale Desoxyribosyl-Transferase mediated
dUTP Nick End Labeling). Bei dieser Methode werden die Einzelstrangbriiche in der
genomischen DNA markiert. Man macht sich dabei der Eigenschaften der Terminalen
Desoxyribosyl-Transferase (TdT) zunutze, welche an freie DNA-Enden dNTP-Nukleotide
anhangt. Die Nukleotide sind mit Digoxigenin markiert, welche durch Zugabe eines anti-
Digoxigenin-Antikoérpers und indirekter Immunfluoreszenz nachgewiesen werden kdnnen. Die
Behandlung mit DNase I bewirkt in Zellen eine DNA-Fragmentierung und dient der
Positivkontrolle (siehe 4.5.9). Eine statistische Auswertung eines TUNEL-Assays von 200
analysierten Zellen zeigte keinen signifikanten Unterschied im Grad der DNA-Fragmentierung

und damit der Apoptose zwischen Kontroll- (3,8 %) und Patientenfibroblasten (5,6 %). Im



Gegensatz dazu war nach der DNase I Behandlung in nahezu allen Zellen der beiden
Fibroblastenlinien DNA-Fragmentierung zu beobachten (Abb. 5.16 B).
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Abb. 5.16: Die Apoptoserate in LMNA S143F Fibroblasten ist nicht erhéht. (A) Nachweis der Apoptoserate durch
FACS-Analysen. Die y-Achse zeigt die Starke der Propidiumjodidmarkierung, die x-Achse die relative GréBe der Zellen
(Vorwartsstreulicht - F£SC). Die Werte sind logarithmisch aufgetragen. Apoptotische Zellen sind permeabler fir
Propidiumjodid, welches niedermolekulare DNA markiert. Apoptotische Zellkerne erscheinen breiter, kleiner,
hypodiploider und die Propidiumjodidfluoreszenz ist erhéht. Im Quadranten Q1 ist die Anzahl der fragmentierten, in
Q2 die Anzahl der nekrotischen und apoptotischen und in Q3 die Anzahl der lebenden Zellen dargestellt (a, b). In (c)
ist die statistische Auswertung der FACS-Analyse dargestellt. Es ist kein signifikanter prozentualer Unterschied in der
Anzahl der lebenden Zellen zwischen Kontrollfibroblasten und Patientenfibroblasten festzustellen. Es wurden 10000
Zellen gemessen (#14 Kontrolle; #16 Patientenzellen; ** P>0,05). (B) Statistische Auswertung eines TUNEL-Assays
zu Apoptosebestimmung. Die DNA-Fragmentierung zeigt den Grad der Apoptose an. Zellen, die mit DNase I zur DNA-
Fragmentierung behandelt wurden, dienen als Positivkontrolle. Es ist kein signifikanter Unterschied im Grad der DNA-
Fragmentierung zwischen Kontroll- und Patientenfibroblasten zu erkennen. Es wurden 200 Zellen ausgezahlt (#9
Kontrolle; #12 Patientenzellen; ** P>0,05).

Zusammengenommen kann durch diese Resultate ausgeschlossen werden, dass der
beobachtete zelluldre Phanotyp der Patientenzellen eine Folge apoptotischer Vorgange ist.

Weiterhin wurde festgestellt, dass es auch keine Unterschiede in der Proliferation zwischen
Kontroll- und Patientenfibroblasten gibt, die ebenso als Ursache fiir die beobachteten

subzelluldren Verdanderungen sein konnten (Daten werden nicht gezeigt).

5.1.12 FRAP-Analysen zeigen Veranderungen der Mobilitat von Lamin S143F

Es ist bekannt, dass die Lamine als Hauptstrukturelement der Kernhiille dienen, der sie als
filamentdses Netzwerk von innen her anliegen und als mechanische Stiitze fungieren

(Gruenbaum et al., 2003). Typ A-Lamine, die in dieses Protein-Netzwerk integriert sind, weisen



innerhalb der Lamina eine sehr niedrige Mobilitdt auf (Gilchrist et al. 2004; Broers et al.
1999). Da die Aminosdure S143 nicht innerhalb der coiled-coil-Struktur, sondern in einem
Bereich auf der AuBenseite der coiled-coil-Struktur liegt, ist anzunehmen, dass die Mutation
LMNA S143F nicht die Dimerbildung beeintrachtigt, sondern die Zusammenlagerung der
Homodimere zu Protofilamenten bzw. héher geordneten Strukturen (siehe 5.1.1). Diese
Veranderung der Bindungsverhdltnisse innerhalb dieser Filamente kdnnte Einfluss auf die
Mobilitét der Lamin A-Protofilamente innerhalb der Lamina haben und auch die Bindungs-
affinitaten zu anderen Kernproteinen beeinflussen. In Fibroblasten von HGPS-Patienten konnte
durch FRAP-Analysen schon eine gegentiber wildtypischen dermalen Fibroblasten verringerte
Mobilitat bis hin zu einer Immobilisierung von Lamin A gezeigt werden (Dahl et al., 2006).
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Abb. 5.17:,Fluorescence recovery after photobleaching” (FRAP) - Analysen zeigen Veranderungen der Mobilitat von
Lamin S143F. (A) FRAP-Analyse von den Fusionsproteinen LMNA wt-GFP (a-a”) und LMNA S143F-GFP (b-b"),
exprimiert in wildtypischen Fibroblasten-Zellen. Ein kleiner Bereich innerhalb der Kernhiille wurde gebleicht (a’, a”, b’,
b”, Pfeile) und die Erholung der Fluoreszenzintensitat innerhalb dieses Bereiches (iber die Zeit gemessen. Eichstrich:
10 pm. (B) Quantitative Auswertung der FRAP-Experimente. Die Erholungskinetiken von LMNA wt-GFP verglichen mit
denen von LMNA S143F-GFP. Die Erholung der Fluoreszenz verlief signifikant langsamer bei dem Fusionsprotein
LMNA S143F-GFP bei einer Messdauer von 300 Sekunden. Es wurden jeweils 15 Zellen gemessen. Die
Standardabweichung ist jeweils angegeben. P < 0,006.

Ob die Mutation LMNA S143F auch Einfluss auf die Mobilitét von Lamin A hat, wurde mit Hilfe
von ,fluorescence recovery after photobleaching® (FRAP) ndher untersucht. Dazu wurden
wildtypische Fibroblasten mit dem EGFP-LMNA-S143F bzw. EGFP-LMNA wt-Konstrukt transient

transfiziert und nach Uberexpression von etwa 18-24h bei 37°C und 5 % CO2 unter dem



konfokalen Laser-scanning Mikroskop in Lebendbeobachtungskammern untersucht. Dazu wurde
ein kleines Feld im Bereich der Kernhille gebleicht und anschlieBend die Erholung der
Fluoreszenzintensitat innerhalb dieses Feldes analysiert (Abb. 5.17 A, @', a”, b’, b”, Pfeile).

Die LMNA wt-GFP Fluoreszenz erreichte nach 300 sek etwa 15,2 % der Ausgangsintensitat.
LMNA S143F-GFP zeigte dagegen eine signifikant niedrigere Erholung der Fluoreszenz auf etwa
12,1 % der Ausgangsintensitat nach 300 sek (Abb. 5.17 B). Die Mutation S143F im Lamin A

schien somit die Mobilitat des wildtypischen Lamin A Proteins deutlich zu verringern.

5.1.13 Lamin A/C zeigt eine reduzierte Loslichkeit in Fibroblasten mit der LMNA
S143F-Mutation

Neue Studien beschreiben, dass eine reduzierte Dynamik der Lamina in Fibroblasten von HGPS-
Patienten, infolge einer Anreicherung des mutierten Lamin A (Progerin, Lamin A A50), zu einer
verringerten Loslichkeit von Lamin A fiihrt (Dahl et al., 2006). Um den negativen Einfluss der
Mutation LMNA S143F auf die Loslichkeit und damit Stabilitdt der Lamina zu priifen, wurden
Proteinextraktionsversuche mit ansteigenden Salzkonzentrationen durchgefiihrt.
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Abb. 5.18: Lamin A zeigt eine reduzierte Loslichkeit in Fibroblasten mit der LMNA S143F-Mutation. Immunblot-
Analyse einer Extraktion von Lamin A/C mit ansteigenden Salzkonzentrationen aus Kontroll- und
Patientenfibroblasten mittels monoklonalem Lamin A/C Antikérper. Es wurde jeweils die Halfte der Zellen (0,5 x 10°)
als unbehandelte Kontrolle eingesetzt, die andere Halfte wurde in ansteigenden Salzkonzentrationen von 250 mM bis
1 M Salzpuffern extrahiert. Das Sediment enthdlt die unldslichen Proteine. Lamin A/C S143F zeigt eine stark
reduzierte Loslichkeit in den verschiedenen Extraktionsfraktionen und ist nur im Sediment nachweisbar.

Dazu wurden durch Homogenisationen von Kontroll- und Patientenzellen Suspensionen
hergestellt, die gleichmaBig auf zwei Halften verteilt wurden (jeweils ca. 2x 10° Zellen). Die eine
diente als unbehandelte Kontrolle, damit die Gesamtmenge des analysierten Proteins
abgeschatzt werden konnte. Die andere Hélfte wurde abzentrifugiert und die Ubersténde in
Puffern mit aufsteigenden Salzkonzentrationen von 250 mM bis 1 M aufgenommen. Die
unléslichen Anteile der Proteine (Sediment) wurden mittels Gelelektrophorese aufgetrennt und
Lamin A/C unter Verwendung eines spezifischen monoklonalen Antikdrpers in den einzelnen
Fraktionen durch einen Immunblot nachgewiesen.

Das mutierte Lamin A/C konnte unter diesen Bedingungen in den einzelnen Extraktionsschritten

nicht nachgewiesen und somit nicht gelést werden. Im Vergleich dazu konnte das wildtypische



Lamin A/C in den einzelnen Salzpufferfraktionen nachgewiesen werden (Abb. 5.18). Dieses
Resultat der reduzierten Loslichkeit von LMNA S143F bestatigt die Ergebnisse der verringerten

Mobilitat dieses Proteins.

5.1.14 Verandertes Banderungsmuster in Laminfilamenten bei der Formation von
Lamin S143F-Parakristallen in vitro

Um zu priifen, ob die verringerte Mobilitat sowie die reduzierte Loslichkeit von Lamin A S143F
auf molekulare Veranderungen in der Zusammenlagerung zu Protofilamenten oder hdher
geordneten Strukturen durch die Lamin-Mutation S143F begriindet sind, wurde die
Laminfilamentbildung /n vitro untersucht. Es ist schon seit langerem bekannt, dass Lamin A /n
vitro Parakristalle bildet (Gieffers und Krohne, 1991). Somit ist eine Mdglichkeit solche
molekularen, strukturellen Veranderungen zu untersuchen, der Vergleich von /n vitro-
Parakristallen, gebildet aus wildtypischem bzw. mutiertem Lamin A.

Die Mutation R545C im Lamin A-Protein ist ein Ausléser der Krankheit Emery-Dreifuss-
Muskeldystrophie. Diese Mutation liegt nicht im Domanenbereich des Lamin A-Proteins, der fir
die Zusammenlagerung der Dimere zu Protofilamenten zustandig ist. Formationen zu
Parakristallen wurden deshalb auch mit Lamin A R545C durchgeflihrt, um der Fragestellung
nachzugehen, ob eventuelle messbare Unterschiede im Banderungsmuster auch tatsachlich auf
eine abnorme Formierung von Lamin A S143F zu hoher geordneten Strukturen zurtickzufiihren
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Abb. 5.19: Lamin A-Filamente nach negative staining. Zu sehen sind Parakristalle von Lamin A wt (a), Lamin A
S143F (b) und Lamin A R545C (c) nach /n vitro-Rekonstitution und negative staining. Die Laminfraktionen wurden
gegen MES-Puffer dialysiert und auf Kohlenstoff-bedampfte Kupfernetzchen pipettiert, fixiert, kontrastiert und mit
dem Transmissionelektronenmikroskop analysiert. Die Parakristalle sind untereinander vernetzt und das transversale

Banderungsmuster ist sichtbar (a, b, c; Leitern). Eichstrich: 0,2 um.

Daflir wurden zunachst die LMNAwt, LMNA S143F und LMNA R545C Sequenzen in den
Expressionsvektor pET21a kloniert, die Vektoren anschlieBend in Rosetta™ (DE3)pLysS
Competent Cells E. coli. amplifiziert, und die Expression der Proteine eingeleitet. Nach 5-

stiindiger Inkubation erfolgte die Aufreinigung Uber einen Anionen- als auch U{ber einen



Kationentauscher, so dass ein hoherer Reinheitsgrad des Proteins erzielt werden konnte. Die
laminhaltigen Fraktionen wurden gesammelt und konnten fiir die Rekonstituierung von Lamin A
und die Untersuchung der /in vitro-Bildung von Parakristallen mit negative staining verwendet
werden.

Die in Harnstoff gelagerten Lamin A Proteine wurden 30-240 Minuten gegen MES-Puffer
dialysiert, um die Faltung der Proteine zu Dimeren, Filamenten und Parakristallen zu
gewahrleisten (siehe 4.3.5.1 — 3.3.7). Die Dialysate mit den rekonstituierenden Lamin A-
Fraktionen wurden auf Kohlenstoff-bedampfte Kupfernetzchen pipettiert. Das Protein
adsorbierte am Kupfernetzchen und wurde anschlieBend fixiert und kontrastiert. Durch diese
Technik des negative stainings (siehe 4.5.14) wurde die transversale Banderung der
Parakristalle durch Analysen am Transmissionselektronenmikroskop besonders gut sichtbar.

Die Parakristalle waren miteinander quer verbunden und bildeten eine netzartige Struktur (Abb.
5.19). Parakristalle von Lamin A wt (Abb. 5.19 a, Leiter), Lamin A S143F (Abb. 5.19 b, Leiter)
und Lamin A R545C (Abb. 5.19 ¢, Leiter) wiesen nach /in vitro-Rekonstitution und negative
staining untereinander ein transversales Banderungsmuster mit Wiederholungen von
abwechselnd heller und dunkler Farbung auf, welche in kleiner VergroBerung nach Betrachtung
am Elektronenmikroskop keine Unterschiede zeigten.

Daflir wurden die axialen Wiederholungen des transversalen Banderungsmusters und deren
Lange am Elektronenmikroskop genauer analysiert. Die Auswertung erfolgte wie in Abb. 5.20
beschrieben. Aus den ermittelten Daten wurden jeweils die Mittelwerte fiir die Lange einer
hell/dunkel-Bande errechnet.

Wie in einer friiheren Studie schon beschrieben wurde, zeigen in vitro gebildete, wildtypische-
Lamin A-Parakristalle eine axiale hell/dunkel-Banderungs-Wiederholung von etwa 25 nm
(Gieffers und Krohne 1991).

Die Resultate zeigten ein Ergebnis von 26,47 nm in den aus wildtypischen Lamin A gebildeten
Parakristallen. Dagegen waren die Langen der axialen Wiederholungen von Lamin A S143F-
Parakristallen mit 25,22 nm im Vergleich zu den Lamin A R545C, bzw. wildtypischen
Parakristallen signifikant verkirzt. Interessanterweise waren keine signifikanten Unterschiede in
den Langen der axialen Wiederholungen von wildtypischem Lamin A zu Lamin A R545C mit
26,28 nm zu beobachten (Abb. 5.20 B). Die Untersuchungen wurden am gleichen Tag am
gleichen Elektronenmikroskop gemacht, um sicherzustellen, dass die sehr kleinen Unterschiede

nicht auf veranderte Einstellungen des Mikroskops zuriickzufihren waren.



25
AAAAAAR22222222222222220)

& % * % :
[ “ 1 W Lamin A wt

26.28 [ Lamin A S143F
()r O Lamin A R545C

[

Biinderungslinge [nm]
[
th

Lamin-Mutationen

Abb. 5.20: Darstellung der Evaluierungsmethode zur Messung von Langenunterschieden im transversalen
Banderungsmuster von Laminfilamenten und deren Auswertung. (A) Es wurden 20x jeweils die Strecken von 25
hell/dunkel-Wiederholungen gemessen. Markiert ist jeweils eine hell/dunkel-Bande (Pfeile); die Linie darlber
entspricht der Strecke von 25 Wiederholungen im Banderungsmuster. Eichstrich: 100 pm. (B) Statistische
Auswertung der Messung von Langenunterschieden im transversalen Banderungsmuster. Die Mittelwerte der axialen
hell/dunkel-Banderungswiederholung mit Standardabweichungen sind graphisch dargestellt. Es wurden jeweils 20x
25 axiale Wiederholungen ausgezahlt und daraus die Mittelwerte fiir je eine hell/dunkel-Bande errechnet. Die Langen
der axialen Wiederholungen von Lamin A S143F-Parakristallen zu Lamin A R545C bzw. wildtypischen Parakristallen
unterscheiden sich signifikant. Zwischen den Langen der axialen Wiederholungen von wildtypischen Lamin A zu
Lamin A R545C-Parakristallen sind dagegen keine signifikanten Unterschiede zu beobachten. ** P < 0,01.

Die Patientin ist eine heterozygote Tragerin der Mutation LMNA S143F, was bedeutet, dass in
den Patientenzellen sowohl wildtypische als auch S143F Lamin A-Proteine exprimiert werden.
Um dies bei der /n vitro-Parakristallbildung zu simulieren, wurde Lamin A wt und Lamin A S143F
im Verhdltnis 1:1 gemischt, die Parakristallbildung induziert und die Resultate am
Elektronenmikroskop ausgewertet. Die Ergebnisse dieser heterogenen Mischung zeigten mit
25,28 nm ebenfalls eine signifikante Verkiirzung in den Langen der axialen Wiederholungen auf.
Auch wurde eine heterogene Mischung von Lamin A wt und der EDMD-Mutation Lamin A R545C
analysiert, mit dem Ergebnis, dass hierbei kein signifikanter Unterschied in den Langen der
axialen Wiederholungen zu homogenen Lamin A wt bzw. homogenen Lamin A R545C-
Parakristallen beobachtet werden konnte (Daten werden nicht dargestellt). Diese Resultate
bestdtigen die Annahme, dass es durch die Mutation LMNA S143F im Lamin A zu Abnormitaten

in der Bildung von heterogenen sowie homogenen Lamin-Protofilamenten kommt.



5.1.15 Nachweis der Kooperation von Lamin wt und Lamin S143F iiber Bimolekular

Fluorescence Complementation (BiFC) /in vivo

Es wurde schon beschrieben, dass Lamin A-Mutationen Einfluss auf die Formierung von hoher
geordneten Laminstrukturen /n vitro haben (Wiesel et al., 2007). Bisher konnte allerdings noch
nicht gezeigt werden, inwieweit Mutationen im Lamin A die Formation von Protofilamenten oder
hoher geordneten Strukturen /n vivo beeinflussen. Auch ist nicht bekannt, ob Heteropolymere
aus mutiertem Lamin A und wildtypischem Lamin A, bzw. Homopolymere aus mutiertem Lamin
A sich durch Interaktionen mit anderen Lamin A-Polymeren /n vivo korrekt in die Lamina
integrieren.

Um dies zu priifen wurde die Methode der Bimolekular Fluorescence Complementation (BiFC)
(Hu et al. 2002; Kerppola, 2006) angewendet. Bei BiFC werden zwei Proteine an jeweils eine
nicht-fluoreszierende Halfte des Fluorophors YFP gekoppelt. Die Bildung eines funktionellen
Fluorophors durch Komplementierung der beiden Fluorophor-Halften ist ein Indikator fiir die
Interaktion der Fusionsproteine in lebenden Zellen und flihrt zu einem gelben fluoreszierenden
Signal. BiFC, und damit ein Fluoreszenzsignal, kommt zustande, wenn die YFP-Fragmente durch
ihre Fusionspartner in Kontakt treten, was bedeutet, dass diese innerhalb einer Distanz von
weniger als 100 A bzw. 10 nm miteinander assoziieren (Hu et al., 2002).

Dazu wurden kodierenden Sequenzen von wildtypischem Lamin A und Lamin A S143F jeweils in
die Vektoren des BiFC-Systems (pBiFC-YC155 und pBiFC-YN155, von T. Kerppola) ligiert und
amplifiziert. Um die Interaktion /7 vivo nachzuweisen, wurden wildtypische Fibroblasten mit
einer Kombination der jeweiligen zu untersuchenden Interaktionspartner transient mit gleichen
Mengen an DNA transfiziert. Nach einer Uberexpression von etwa 18-24 h bei 37°C und 5 %
CO, wurden die Zellen unter dem konfokalen Laser-scanning Mikroskop in Lebend-
beobachtungskammern untersucht. Um die Expression zu uberprifen, wurden zusatzlich
Immunlokalisationen derselben Transfektionsansatze der beiden Fusionsproteine mittels
spezifischer Antikérper gegen die in den Fusionsproteinen enthaltenen HA- und Flag-
Markierungen durchgefiihrt.

Es wurden nur Transfektionsansatze ausgewertet, in welchen beide Konstrukte mittels
Immunlokalisationen nachgewiesen werden konnten. Ansatze in denen die Tag-Markierungen
der beiden Konstrukte nicht nachgewiesen werden konnten, wurden bei der Auswertung auBer
Acht gelassen. Die BiFC-Experimente mit den verschiedenen Lamin-Varianten zeigten in 85 %
der transfizierten Zellen eine detektierbare Anlagerung der Lamine zueinander (Daten werden
nicht gezeigt). Verwendet wurden die Konstrukt-Kombinationen LMNA wt-YFP-C : LMNA wt-
YFP-N (Abb. 5.21, a"), LMNA wt-YFP-C : LMNA S143F-YFP-N (Abb. 5.21, b"), LMNA S143F-YFP-C
: LMNA wt-YFP-N (Abb. 5.21, c’) und LMNA S143F-YFP-C : LMNA S143F-YFP-N (Abb. 5.21, d).
Die heterogen bzw. homogen aus wildtypischen oder mutierten Lamin A-Fusionproteinen

gebildeten Laminpolymere, zeigten nach der Transfektion jeweils eine wildtypische Lokalisation



in der Lamina an der inneren Kernhiille (Abb. 5.21, a’, b’, ¢’). Die Kombination der beiden LMNA
S143F-Konstrukte hatte dagegen ein Verteilungsmuster ahnlich wie Lamin A in Patientenzellen.
Die Fusionsproteine verteilten sich zwar innerhalb der Lamina, jedoch zeigten sich
Aggregationen der Lamin A-Fusionsproteine an der inneren Kernhiille (Abb. 5.21 d’ Pfeilspitzen).
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Abb. 5.21: Nachweis der Interaktionen von Lamin wt und Lamin S143F {ber Bimolekular Fluorescence
Complementation (BiFC) /n vivo. (A) Die Zellen wurden 18-24h nach der Transfektion /7 vivo am konfokalen
Fluoreszenzmikroskop analysiert. (") zeigt eine Zelle, die mit den Fusionsproteinen LMNA wt-YFP-C und LMNA wt-
YFP-N, (b") eine Zelle, die mit LMNA wt-YFP-C und LMNA S143F-YFP-N, (c) eine Zelle, die mit LMNA S143F-YFP-C
und LMNA wt-YFP-N und (d) Zellen, die mit LMNA S143F-YFP-C und LMNA S143F-YFP-N transfiziert wurden. Das
Verhaltnis der beiden jeweils flr die Transfektion verwendeten Fusionsproteine betrug stets 1:1. Die heterogen bzw.
homogen aus wildtypischen oder mutierten Lamin A-Fusionproteinen gebildeten Laminpolymere zeigen jeweils eine
wildtypische Verteilung in der Lamina an der inneren Kernmembran (a’, b’, c). Nur die homogene
Kombinationsvariante LMNA S143F-YFP-C:LMNA S143F-YFP-N zeigt morphologische Kerndeformationen (d’, Pfeil),
sowie Aggregationen von den Lamin A-Fusionsproteinen an der Kernmembran (d’, Pfeilkdpfe). Die
korrespondierenden Transmissionsaufnahmen (a, b, ¢, d) sind zusatzlich dargestellt. Eichstrich 20pm. (B) Statistische
Auswertung der Haufigkeit der Kerndeformationen. Es konnten signifikant mehr morphologische Kerndeformationen
nach Transfektion mit der homogenen Kombinationsvariante LMNA S143F-YFP-C: LMNA S143F-YFP-N gegeniiber den
anderen Transfektions-Varianten festgestellt werden. Es wurden jeweils 100 Zellen ausgezahlt ** P<0,01.

Eine weitere interessante Fragestellung war, inwieweit die Integration der heterogenen

Laminpolymere, bzw. die homogenen Laminpolymere aus Lamin A S143F, die Integritdt und die



Morphologie der Kernhiille beeinflussten. Um dies zu priifen, wurden Zellen nach Transfektion
der jeweiligen Konstrukt-Kombinationen auf das Auftreten von Kerndeformationen hin analysiert
und das Resultat statistisch ausgewertet. Die Untersuchung ergab, dass signifikant mehr
morphologische Kerndeformationen nach Transfektion mit der homogenen Mutanten-
Kombinationsvariante LMNA S143F-YFP-C : LMNA S143F-YFP-N (23 %) gegeniber den anderen
Transfektions-Varianten (6-9 %) festgestellt werden konnten (Abb. 5.21 B).

Diese Resultate belegten, dass sich zum einen Heteropolymere aus wildtypischen Lamin A und
mutiertem Lamin A S143F als auch Homopolymere /in vivo formierten. AuBerdem lokalisierten
die Lamin-Heteropolymere, sowie die wildtypischen Homopolymere korrekt in der Lamina. Im
Gegensatz dazu beeinflusste die Bildung von mutierten Lamin-Homopolymeren die korrekte

Lokalisation dieser in der Lamina sowie die Kernmorphologie der transfizierten Zellen /n vivo.

5.1.16 Untersuchung der Interaktionen von Lamin S143F-Proteinen und

-Protofilamenten mit Proteinen der inneren Kernmembran

Wie schon im ,Genexpressions-Modell* beschrieben, kdnnten Mutationen im Lamin A zu einer
veranderten Affinitdt des Lamins zu Chromatin, zellspezifischen Bindungspartnern, oder
Transkriptionsfaktoren und dadurch zu einer Beeinflussung der zelltypischen Genexpression,
oder bestimmter Signaltransduktionswege fiihren (Goldman et al., 2004). Auch ist bekannt,
dass Lamin A-Mutationen negative Auswirkungen auf die Interaktionen mit anderen Proteinen
der inneren Kernmembran wie Emerin (Fairley et al., 1999), LAP2 (Markiewicz et al., 2002) und
den SUN-Proteinen (Crisp et al., 2006) haben konnten. Allerdings konnte noch nicht
nachgewiesen werden, welche Ebene der Lamin A-Polymerisierung - die Stufe der
Dimerisierung, oder aber die Stufe der Protofilamentbildung bzw. die Bildung héher geordneter
Strukturen - diese Bindungsaffinitaten beeinflusst.

Um dies zu prifen, wurden Enzymgekoppelte Immunadsorptionstests bzw. Enzyme Linked
Immunosorbent Assays (ELISA) durchgefiihrt. Es sollte analysiert werden, ob eine veranderte
Bildung von Protofilamenten bzw. hoherer geordneter Strukturen die Affinitdten zu
Bindungspartner beeinflussen.

Diese Technik wurde verwendet, um eventuelle Unterschiede in Protein-Protein-Interaktionen
von wildtypischen oder mutierten /n-vitro gebildeten Lamin A-Filamenten und Proteinen der
Kernmembran zu detektieren. Dazu wurden in Mikrotiterplatten Fraktionen der zu testenden
Lamin A-Filament-Lésungen in Harnstoff pipettiert, mit MES-Puffer versetzt, so dass sich die
Filamente frei rekonstituieren konnten und fir 2 h bei RT inkubiert. AnschlieBend wurde
Gesamtproteinextrakt aus Kernhillen dazugegeben, die Platte mit spezifischen
Antikdrperlésungen gegen LAP2, LAP1, Emerin, SUN1, SUN2 und Nesprin2 inkubiert und am
nachsten Tag die Ldésung mit einem zweiten alk. Phosphatase-konjugiertem sekundaren

Antikdrpern versetzt. Als Nachweisreagenz wurden Phosphatase-Substrat-Tabletten verwendet.



Die spektralphotometrische Auswertung erfolgt durch Messung der Extinktion bei 405 nm nach
30, 60 und 120 min am Einkanal-Photometer (siehe auch 4.3.13). Durch dieses Experiment
sollte nachgewiesen werden, ob es Differenzen der Bindungsaffinitdten auf der Ebene der
gebildeten Laminfilamente zwischen homogenen und heterogenen Lamin A-Kombinationen von
wildtypischem Lamin und Lamin A S143F bzw. Lamin A R545C gab. Unterschiede in den
Extinktionen der verschiedenen Laminfilament-Kombinationen wiirden fir eine Beeinflussung
der Interaktion zu Proteinen der inneren Kernmembran durch die Mutationen LMNA S143F bzw.
LMNA R545C auf der Ebene der Laminfilamente sprechen.

Um auszuschlieBen, ob evtl. gefundene Unterschiede in den Bindungsaffinitaten nicht schon auf
einer moglichen veranderten Dimerisierung der Lamin-Mutanten begriindet waren, wurde mit
denselben Gesamtkernextrakten und Primarantikérpern die Interaktion tber ,Pull-Down-Assays"
bestimmt. Hierbei wurden die Fusionsproteine Lamin A wt-His, sowie Lamin A S143F-His bzw.
Lamin A R545C-His hergestellt, tiber Ligandenaffinitdt an eine Matrix gebunden und die Saule
mit dem Gesamtzellkernextrakt inkubiert. Alle Proteine, die ihrerseits eine Bindung mit dem
Fusionsprotein eingehen konnten, wurden nun (ber Ligandenaffinitit an die Lamin-
Fusionsproteine gebunden. Ungebundene Proteine wurden entfernt, die an die Saule
gebundenen Proteine eluiert, durch SDS-PAGE aufgetrennt und mit Hilfe von Immunblots
analysiert.

Trotz mehrmaliger Versuche mit verschiedenen Parametern wie verdnderter Laminmenge,
unterschiedlichen Inkubationzeiten und variierenden Antikdrperkonzentrationen konnten keine
einheitlichen Ergebnisse erzielt werden. Der Grund dafir liegt in der nicht konstanten bzw.
homogenen oder voélligen Umsetzung zu testenden Lamin A-Filament-Losungen zu frei
rekonstituierten Filamenten in den Mikrotiterplatten. Das bedeutet, dass die Laminfilament-
Aggregate nicht in gleicher Menge in den einzelnen Reaktionsraumen der Mikrotiterplatten
vorlagen. Die gewonnen Ergebnisse konnten leider nicht zur einer Auswertung verwendet
werden und tragen auch nicht Uber mdgliche Unterschiede der Bindungsaffinitdten auf der

Ebene der gebildeten Laminfilamente bei.



5.2  Charakterisierung von Myoblasten mit der Mutation LMNA R545C

5.2.1 Morphologische Verdanderungen und abnormale Lokalisation von Lamin A/C
und Emerin in LMNA R545C Myoblasten

Die Mutation R545C im carboxyterminalen Bereich von Lamin A/C ist Ausldoser flir die
autosomal-dominante Form der Emery-Dreifuss-Muskeldystrophie (AD-EDMD). Wie in friiheren
Arbeiten berichtet wurde, ist das Auftreten von morphologischen Kerndeformationen in
Patientenmyoblasten ein klassisches Anzeichen von EDMD (Sabatelli et al., 2001; Fidzianska et
al., 2003). Um eventuelle Abnormitdaten der Kernmorphologie von LMNA R545C Myoblasten
festzustellen, wurden Patientenzellen in Epon eingebettet, Ultradlinnschnitte angefertigt und
diese mit dem Transmissionselektronenmikroskop untersucht.

Anhand der elektronenmikroskopischen Aufnahmen der LMNA R545C Myoblasten konnte im
Gegensatz zu wildtypischen Kontrollmyoblasten (Abb. 5.22 A, a) eine Blaschenbildung der
beiden Kernmembranen festgestellt werden (Abb. 5.22 A, b, b’, Pfeile).

Bisher konnten zwar bei Vvielen verschiedenen EDMD-auslésenden Mutationen in
Patientenmyoblasten morphologische Kerndeformationen beobachtet werden, doch wurden
diese Unterschiede der Kernstruktur bisher nie miteinander verglichen. Hier konnte zum ersten
Mal dargelegt werden, dass verschiedene Laminopathie-auslésende Mutationen nicht immer zu
gleichen abnormalen Phanotypen der Kernmorphologie, sondern zu divergenten Auspragungen
der morphologischen Kernveranderungen in Patientenzellen fiihren. Bei der EDMD-auslésenden
Mutation LMNA R545C kleidete in Myoblasten die Lamina die Blaschen aus (Abb. 5.22 b’ Pfeil).
Dagegen war bei der Progerie-auslésenden Mutation LMNA S143F (Abb. 5.22 ¢, c’, siehe auch
Abschnitt 5.1) in Fibroblasten die Lamina zusatzlich unterhalb der Blaschen zu beobachten und
blieb mit Chromatin in Kontakt (Abb. 5.22 c’, Pfeil). Die EDMD-auslésende Mutation LMNA
R377H (Abb. 5.22 d, d’) fiihrte in Lymphoblastoiden-Zellen zu einem vergroBerten perinuklearen
Spalt zwischen INM und ONM mit zahlreichen sehr kleinen Blaschen (Abb. 5.22 d’, Pfeile) und
das kondensierte Heterochromatin war nicht mit der Kernmembran assoziiert (Abb. 5.22 d,
Pfeile).

Eine statistische Analyse (Abb. 5.22 B) lies erkennen, dass das Auftreten von Deformationen in
der Haufigkeit und auch in der GroBe der Kernstruktur von LMNA R545C-Zellen ebenfalls von
der Passage der Zellen abhangig ist. Bis zur Passage 9 zeigten nur etwa 4 % der Kontroll- bzw.
Patientenzellen strukturelle Kerndefekte. In Passage 9 waren die Kerndeformationen
ausgepragter und konnten in 13 % der Patientenmyoblasten beobachtet werden. Dieser Wert
stieg in spaten Passagen nicht mehr weiter an, in Passage 15 zeigten 10 % der Patientenzellen
im Gegensatz zu 5 % der Kontrollmyoblasten morphologische Veranderungen der Kernstruktur.
Nach der Beobachtung morphologischer Veranderungen in der Kernhille war es von Interesse,

ob die Mutation LMNA R545C auch Einfluss auf die subzelluldre Lokalisation bzw. Expression



Ergebnisse

von Lamin A/C und anderen Proteinen der inneren Kernmembran nahm. Das integrale
Membranprotein Emerin spielt dabei eine besondere Rolle, da Mutationen im EMD-Gen, das flr
das Emerin kodiert, die X-gebundene Form der Emery-Dreifuss Muskeldystrophie auslésen.
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Abb. 5.22: Veranderungen der Kernmorphologie in LMNA R545C Myoblasten. Abbildungslegende siehe folgende
Seite.
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Abbildungslegende zu 5.22:

(A) Die veranderte Kernmorphologie in LMNA R545C-Zellen zeigt im Gegensatz zu wildtypischen Kontrollzellen (a)
auffallige Blaschen der Kernhiille (b, b’, Pfeile). Verschiedene Laminopathie-auslésende Mutationen fiihren zu
divergenten Auspragungen der morphologischen Kernveranderungen in Patientenzellen. Bei der EDMD-auslésenden
Mutation LMNA R545C kleidet in Myoblasten die Lamina das Blaschen aus (b’ Pfeil). Bei der Progerie-auslésenden
Mutation LMNA S143F (c, ¢') ist die Lamina in Fibroblasten zusatzlich unterhalb des Blaschen zu beobachten (c’,
Pfeil). Die EDMD-auslésende Mutation LMNA R377H (d, d’) fihrt in Lymphoblastoiden-Zellen zu einem vergréBerten
perinuklearen Spalt zwischen INM und ONM mit zahlreichen kleinen Blaschen (d’, Pfeile) und das kondensierte
Heterochromatin ist mit der Kernmembran nicht assoziiert (d, Pfeile). Eichstriche: (a, b, c, d): 2um; (b, ¢/, d): 0,2
pm. Nu: Nukleus, Cyt: Zytoplasma. (B) Statistische Auswertung der morphologischen Kerndeformationen in LMNA
R545C-Myoblasten. Das Auftreten von Deformationen in der Kernstruktur ist von der Passage der Zellen abhangig. Es
wurden jeweils 500 Kontroll- und Patientenzellen ausgewertet. ** P<0,01.

Um die Verteilung von Lamin A/C und Emerin zu untersuchen, wurde eine indirekte
Immunfluoreszenzmikroskopie mit spezifischen Antikérpern gegen Lamin A/C und Emerin
durchgefiihrt (Abb. 5.23). Wie auch LMNA S143F-Fibroblasten zeigten die LMNA R545C-
Myoblasten eine fehlerhafte Verteilung von Lamin A/C sowie Emerin, im Gegensatz zu
Kontrollzellen, deren Lamin A/C und Emerin wildtypisch an der Kernmembran lokalisierte (Abb.
5.23 a’, a”). In Patientenzellen mit keinen oder nur leichten Kerndeformationen (Abb. 5.23 b/,
Pfeil) war Lamin und Emerin ebenso normal an der Kernhiille lokalisiert (b, b”), wahrend in
Patientenzellen mit starken Kerndeformationen (Abb. 5.23 ¢’, d’ Pfeilspitzen) die Lamin A/C und
Emerin-Verteilung unregelmaBig war und eine Honigwabenstruktur aufzeigte (Abb. 5.23 ¢/, d’
Pfeilspitzen; c”, d”). Diese Beobachtungen korrelierten mit einer lokalen irreguldren DNA-DAPI-

Markierung.

Kontrolle LMNA R545C

Lamin A/C DAPI

Emerin

Abb. 5.23: Indirekte Fluoreszenzaufnahmen zeigen eine fehlerhafte Lokalisation von Lamin A/C und Emerin nach
Inkubation mit spezifischen polyklonalen Lamin A/C und monoklonalen Emerin Antikérpern. (A) Kontrollzellen zeigen
eine normale Verteilung von Lamin A/C und Emerin entlang der Kernmembran (a’, a”). In Patientenzellen mit keinen
oder nur leichten Kerndeformationen (b’, Pfeil) ist Lamin und Emerin wildtypisch homogen an der Kernhille zu
beobachten (b’, b”), wahrend Patientenzellen mit starken Kerndeformationen (c’, d’ Pfeilspitzen) die Lamin A/C und
Emerin-Lokalisation unregelmaBig ist und eine Honigwabenstruktur aufweist (c’, d’ Pfeile; c”, d”). Eichstriche 10 pm.



Auch ist bekannt, dass andere Proteine der inneren Kernmembran wie Lamin B oder die LEM-
Domanen-Poteine, zu deren Familie auch LAP2 gehdrt, Interaktionen mit der Lamina eingehen
(Haraguchi et al., 2004; Holaska et al., 2003; Wilkinson et al., 2003; Zastrow et al., 2004). Um
zu Uberprifen, ob die LMNA R545C-Mutation ebenso Einfluss auf die Lokalisation dieser
Proteine nahm, wurden entsprechende immunfluoreszenzmikroskopische Analysen angefertigt.
Die Verteilung von Lamin B2, LAP2a und LAP2( war in Patientenmyoblasten nicht verandert.
Die Lokalisation war, wie auch in Kontrollzellen, an der Kernmembran bzw. im Nukleoplasma zu

beobachten (Daten werden nicht gezeigt).

5.2.2 LMNAR545C Myoblasten zeigen eine veranderte Lokalisation von Markern

von aktivem und inaktivem Chromatin

Wir konnten schon in Zellen von Laminopathie-Patienten eine veranderte Genexpression
beobachten. So wurde in LMNA S143F-Fibroblasten eine abnormale Genexpression nach-
gewiesen (siehe 5.1.4). Auch in Myoblasten von AD-EDMD-Patienten, die Trager der Mutation
LMNA R377H sind, konnte gezeigt werden, dass die transkriptionell aktive Form der RNA Pol II
abnormal verteilt war (Reichert et al., 2004). Daraufhin stellte sich die Frage, ob in anderen
Mutationen, die als Ausléser von EDMD gelten, derselbe zelluldre Phanotyp beobachtet werden
konnte. Um dies zu prifen, wurden EDMD-Myoblasten, welche die Mutationen LMNA R545C
exprimieren, immunfluoreszenzmikroskopisch naher analysiert.

Die transkriptionell nicht aktive Form der RNA Pol II zeigte in Kontroll- sowie in den
Patientenzellen ein normales charakteristisches Muster von ,speckles" im Kern (Abb. 5.24 A a”,
b”, ).

Nach Verwendung eines Antikdrpers, der die transkriptionell aktive Form der RNA Pol II
erkannte, war die Fluoreszenz entweder homogen im kompletten Nukleoplasma (Abb. 5.24 B
a’), oder aber peripher am Zellkernrand (Abb. 5.24 B b’, Pfeil) in Kontroll- sowie Patientenzellen
detektierbar. Jedoch war in einer Subpopulation von Patientenzellen eine Akkumulation der
transkriptionell aktiven Form der RNA Pol II in groBen fokalen Arealen (1/5-1/3 des kompletten
Kernvolumens) oder in Mikronuklei zu erkennen (Abb. 5.24 B c’, d’, Pfeile). Diese abnormalen
Lokalisationen stimmten mit einer schwacheren DAPI-Markierung uberein, welches eine
veranderte lokale Chromatinkondensierung signalisierte (Abb. 5.24 B, c-d”). Dieses veranderte
Verteilungsmuster konnte in 13 % in Passage 9 und 28 % in Passage 10 der Patienten-
myoblasten beobachtet werden (Abb. 5.24 C).

Die Resultate lieBen vermuten, dass auch die EDMD-verursachende Mutation LMNA R545C die
Chromatintopologie, sowie die Genexpression beeinflusste. Modifizierungen von Histonen, wie
Acetylierung oder Methylierung mit speziellen Lysinen, kénnen als Marker flir die Art der
Chromatintopologie und Genexpression verwendet werden (Kamakaka und Biggins, 2005). So
ist zum Bespiel der Nachweis von Histon H3, welches an Lysin 27 trimethyliert ist (H3K27me3),



ein Marker von Heterochromatin und einer Abschaltung der Transkription (Chadwick und
Wilard, 2004). In anderen Laminopathien konnte schon beobachtet werden, dass die Expression
von H3K27me3 verdndert war (Shumaker et al., 2006; Ostlund et al., 2008). Aufgrund dessen
wurde die Verteilung von H3k27me3 in LMNA R545C-Zellen immunfluoreszenzmikroskopisch
untersucht.
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Abb. 5.24: Indirekte Fluoreszenzaufnahmen zeigen eine Umverteilung der transkriptionell aktiven Form der RNA
Polymerase II nach Inkubation mit spezifischen monoklonalen Antikérpern. (A) In Kontrollzellen (a-a”), wie auch in
der EDMD-Myoblastenlinie LMNA R545C (b-b"), ist die transkriptionell inaktive Form der RNA Polymerase II
wildtypisch homogen im gesamten Kern verteilt (a”, b”, c”). (B) In Kontrollzellen ist die transkriptionell aktive Form
der RNA Polymerase II entweder homogen im Kern lokalisiert, oder aber in bestimmten Randarealen des Nukleus
angereichert (b’, Pfeil; b”). In Patientenzellen ist die trans. akt. Pol II dagegen sehr stark in fokalen Bereichen des
Kernes angehduft (c’, d’, Pfeile; ¢”, d”). Die korrespondierenden Hoechst- (A a, b, ¢; B a, b, ¢, d) und Lamin A/C-
Farbungen (A a’, b’, c) sind zusatzlich dargestellt. Eichstrich 10 pm. (C) Statistische Auswertung der abnormalen
Kernlokalisation der transkriptionell aktiven Form der Pol II in Kontroll- und LMNA R545C Patientenmyoblasten. In
Passage 9 und 10 ist die ph Pol II signifikant mehr in groBvolumigen Arealen in Patientenzellen misslokalisiert als in
Kontrollzellen. Es wurden jeweils 100 Zellen ausgewertet. ** P<0,01).



In der Mehrzahl der Kontroll- sowie Patientenzellen war H3K27me3 punktférmig im ganzen
Zellkern verteilt (Daten werden nicht gezeigt). In Patientenzellen war H3K27me3 in kleinen
distinkten Bereichen im Kern angereichert (Abb. 5.25 A a”, b”, Pfeile). Eine statistische
Auswertung der Akkumulation von H3K27me3 in diesen spezifischen distinkten Bereichen ergab,
dass 28 % der Patientenfibroblasten H3K27me3-Aggregationen aufwiesen. Auch zeigte eine
geringe Anzahl von Kontrollmyoblasten eine H3K27me3-Anreicherung in kleinen Kernbereichen,
jedoch trat diese Beobachtung nur in 12 % der untersuchten Kontrollzellen auf (Abb. 5.25, B).

Diese Beobachtung war unabhangig von dem Auftreten dysmorpher Kerne.
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Abb. 5.25: Indirekte Fluoreszenzaufnahmen zeigen in LMNA R545C-Myoblasten, nach Inkubation mit spezifischen
monoklonalen Antikdrpern, eine Akkumulation von Histon H3, welches an Lysin 27 methyliert ist. (A) In einigen
Kontrollzellen wie auch in Patientenzellen, ist H3K27me3 in kleinen distinkten Bereichen im Kern angereichert (a”, b”,
Pfeile). Die korrespondierenden Hoechstfarbungen (a’, b’) und die Transmissionsaufnahmen (a, b) sind zusatzlich
dargestellt. Eichstrich 20 um. (B) Statistische Auswertung der Akkumulation von H3K27me3 in spezifischen distinkten
Bereichen im Kern von Kontroll- und Patientenmyoblasten. Es sind signifikant mehr Patientenzellen betroffen als
Kontrollzellen. Es wurden jeweils 100 Zellen ausgewertet (#9 Kontrolle; #10 Patientenzellen; ** P<0,01).

Zusatzlich wurde die Verteilung von Histon H1 analysiert. Im Gegensatz zu der Mutation LMNA
S143F konnten keine Unterschiede zwischen Kontroll- und Patientenzellen beobachtet werden
(Daten werden nicht gezeigt).

Zusammengenommen weisen die veranderte Verteilung von der transkriptionell aktiven Form
der RNA Pol II und die Verminderung des H3K27me3-Signals in einer Subpopulation von
Patientenzellkernen auf einen Einfluss der Mutation LMNA R545C auf die Chromatintopologie, -
organisation und Genexpression hin.

Aber nicht nur die RNA-Polymerase II, sondern auch Transkriptionsfaktoren kénnen mit der
Lamina interagieren. Ein Beispiel ist das Retinoblastoma-Protein (pRb), das an Typ A-Lamine,
Lamina-assoziiertem Polypeptid 2 alpha (LAP2a) und an den E2f-DP3-Komplex bindet. Wie
Untersuchungen in Zellen mit der Mutation LMNA S143F zeigten, kann eine fehlerhafte
Komplexbildung aufgrund der Laminmutation zu einer veranderten Lokalisation von
Retinoblastoma flihren (siehe 5.1.4). In Immunfluorezenzmikroskopischen Analysen wurde die
Lokalisation von hypophosporyliertem (pRb) und hyperphosphorylietem (ppRb) Retino-

blastoma-Protein analysiert. Sowohl die pRb wie auch die ppRb-Markierung war in Kontroll- wie



auch in LMNA R545C-Myoblasten gleich, beide Zelllinien wiesen eine homogene Verteilung der

Proteine im Zellkern auf (Daten werden nicht gezeigt).

5.2.3 Die Mutation LMNA R545C induziert eine vorzeitige Seneszenz in Myoblasten

Um zu prifen, ob die verénderte Verteilung von Markern der transkriptionellen Aktivitat in
Verbindung mit Seneszenz steht, wurde ein Experiment zum Nachweis der Seneszenz-
assoziierten B-Galaktosidase-Aktivitdt in Kontroll- und LMNA R545C-Myoblasten durchgefiihrt.
Dieser Biomarker lasst sich spezifisch im Zytosol seneszenter, nicht aber viabler praseneszenter
Zellen nachweisen (siehe auch 4.5.11). Zelluldre Seneszenz ist ein genetisch festgelegtes
Programm, welches in nahezu allen Korperzellen nach Ablauf einer begrenzten
Zellteilungskapazitdt, oder nach irreparablen Erbgutschdaden aktiviert wird und weitere
Zellteilungen verhindert (Dimri et al., 1995; Severino et al., 2000).
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in Passage 8 bzw. 9 wurde lysosomale (pH4) bzw. Seneszenz-spezifische B-Galaktosidase (pH6) durch spezifische
Farbung nachgewiesen. Lysosomale B-Galaktosidase dient als Positiv-Kontrolle und zeigt eine intensive Farbung des
Zytoplasmas in Kontroll- sowie Patientenzellen (A a, b). In LMNA R545C-Zellen ist eine schwache Markierung der
Seneszenz-spezifischen B-Galaktosidase zu beobachten (A, a’ Pfeile). (B) Statistische Auswertung der pB-
Galaktosidase-Farbung in Kontroll- und Patientenmyoblasten in Passage 8 und 9. Die Positiv-Kontrolle zeigt in nahezu
jeder Kontroll- bzw. Patientenzelle eine lysosomale B-Galaktosidase-Farbung. Es konnte eine Erhohung der Seneszenz
in Patienten- verglichen mit Kontrollzellen nachgewiesen werden. Die Seneszenz korreliert mit Zunahme der Passage.
Es wurden je 500 Zellen ausgewertet. ** P>0,01.

Eine Anfarbung der Zellen mit einer spezifischen Lésung bei pH4 resultierte in einer Anfarbung
der konstitutiven lysosomalen B-Galaktosidase und konnte als Positiv-Kontrolle, zur Uberpriifung
der Funktionalitat des Experimentes, verwendet werden. Eine Farbung der Zellen bei pH6
dagegen markierte nur die Seneszenz-spezifische B-Galaktosidase. Wie zu erwarten war,
zeigten nahezu alle Zellen eine positive B-Galaktosidase-Markierung bei pH4 auf (Abb. 5.26 A a,
b; B). Dagegen konnte nur in einer Subpopulation von Zellen eine schwache Markierung der
Seneszenz-spezifischen B-Galaktosidase beobachtet werden (Abb. 5.26 A a’). In Passage 8
konnte diese Farbung in 48 % der Patienten- und nur in 22 % der Kontrollmyoblasten
nachgewiesen werden. In Passage 9 konnte sogar in 62 % der LMNA R545C und 31 % der

Kontrollzellen die Seneszenz-spezifische B-Galaktosidase detektiert werden (Abb. 5.26 B). Diese



Resultate zeigten eine zweifache Zunahme der vorzeitigen zelluldaren Seneszenz in

Patientenzellen im Vergleich zu Kontrollmyoblasten.

5.2.4 Abnormale Aggregation der nukledren Proteasomen in LMNA R545C
Myoblasten

Das Proteasom ist ein Proteinkomplex, der im Zytoplasma und im Zellkern Proteine zu
Fragmenten abbaut und daher zu den Peptidasen zahlt. Durch diesen zelluldren Vorgang wird
die Funktionalitat der Zelle gesichert und die Akkumulation von fehl-gefalteten Proteinen, die zu

Krankheiten, einhergehend mit Protein-Aggregationen, flihren, vermieden (Goldberg, 2003).
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Abb. 5.27: Indirekte Fluoreszenzaufnahmen zeigen nach Inkubation mit spezifischen monoklonalen Antik&rpern
gegen die 20S-Untereinheit des 26S-Proteasoms eine Aggregation der nuklearen 20S Proteasom-Untereinheit in
LMNA R545C-Myoblasten. In LMNA R545C-Zellen der Passage 8 ist eine leichte Aggregation der Proteasomen zu
beobachten (a"), wahrend in Kontrollzellen die Proteasomen gleichmaBig im Kern verteilt sind (b"). Auch in anderen
EDMD-Myoblasten mit den Mutationen LMNA R453W und der Deletions-Mutation im Emerin-Gen $74406 del. TT sind
die Proteasomen homogen im Kern markiert (c”, d”). Die korrespondierenden Hoechstféarbungen (a’, b’, c’, d’) und
die Transmissionsaufnahmen (a, b, ¢, d) sind zusatzlich dargestellt. Eichstrich 20 pm.

Es ist bekannt, dass in Zellen, die eine replikative Seneszenz aufweisen, die proteasomale
Aktivitat vermindert ist und es dadurch zu einer Anreicherung von fehl-gefalteten und oxidierten
Proteinen kommt (Chondrogianni und Gonod, 2005). Auch konnte nachgewiesen werden, dass

eine Inhibierung der Proteasomen durch spezifische Drogen (Apoxomycin, Lactacystin) eine
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Stérung der Zellproliferation und damit eine Verklirzung der Lebensdauer der Zellen zur Folge
hat (Torres et al.,, 2006). Aufgrund der beobachteten Seneszenz in LMNA R545C-Myoblasten
stellte sich die Frage, ob die proteasomale Funktion in den Patientenzellen beeintrachtigt wurde.
Mit Hilfe der Immunfluoreszenz war es mdglich Proteasomen zu beobachten. So konnte gezeigt
werden, dass die 20S Untereinheit des 26S-Proteasoms schon in niedrigen Passagen (#8) in
kleinen nukleoplasmatischen Foci verteilt war. Im Gegensatz dazu waren die Proteasomen in
Kontrollzellen (#6) gleichmaBig in einem plnktchenférmigen Muster im Kern lokalisiert (Abb.
5.27 b"). Um zu prifen, ob diese abnormale Verteilung der Proteasomen auch in anderen
EDMD-Myoblasten vorkommt, wurden Patientenzellen mit der Punktmutation LMNA R453W (c-
c”) sowie Patientenzellen mit der Deletions-Mutation 574406 del. TT im Emerin-Gen
untersucht. Auch in diesen Zellen waren die Proteasomen wildtypisch gleichmaBig im Kern
verteilt (Abb. 5.27 c¢”, d”).
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Abb. 5.28: Indirekte Doppelfluoreszenzaufnahmen zeigen eine verstarkte Aggregation der nukledren 20S
Proteasom-Untereinheit in LMNA R545C-Myoblasten in spaterer Passage und eine Anlagerung der Proteasomen an
PML-Kérperchen. (A) In LMNA R545C-Zellen in einer spateren Passage ist eine verstarkte Aggregation der
Proteasomen nach Inkubation mit spezifischen monoklonalen Antikdrpern gegen die 20S-Untereinheit des 26S-
Proteasoms zu beobachten (@), wahrend in Kontrollzellen in hdherer Passage die Proteasomen homogen im Kern
verteilt sind (b"). Doppelimmunfluoreszenzaufnahmen mit spezifischen monoklonalen Antikérpern zeigen eine
Anlagerung und stellenweise Kolokalisierung der Proteasomen an PML-Korperchen in Patientenzellen (a™, ™). Die
Abbildungen (a”, b"™) sind Uberlagerungen von (a’, b") und (a” und b”). Die korrespondierenden Hoechstfarbungen
(a, b) sind zusatzlich dargestellt. Eichstrich 20 pm; #12 Kontrolle; #12 Patientenzellen. (B) Die Aneinanderlagerung
und Kolokalisationen von PML-Kérperchen und Proteasomen ist nach 3D-Rekonstruktion von Aufnahmen aus
verschiedenen Ebenen der Patientenzelle dargestellt. Die roten Punkte reprasentieren die Proteasomen, die griinen
die PML-Ko6rperchen nach Inkubation mit spezifischen monoklonalen Antikorpern. Die gelben Bereiche spiegeln die
Kolokalisationen von PML-K&rperchen und Proteasomen wieder. Die Schichtaufnahmen wurden am CLSM, die 3D-
Rekonstruktion mit der Software Amira angefertigt. Eichstrich 10 pm.

In spaten Passagen (#12) war die Aggregation der 20S-Proteasomen in distinkten punkt-
formigen Kernarealen im Vergleich zu Kontrollmyoblasten derselben Passage (#12) noch
wesentlich starker ausgepragt (Abb. 5.28 A a').

In einer Studie wurde beschrieben, dass die nukledre Proteindegradation durch Proteasomen in
bestimmten nukleoplasmatischen Kernbereichen vorkommt. Weiterhin ist bekannt, dass diese
Bereiche stellenweise mit Proteinen aus bestimmten nukledaren Domédnen, wie den

~promyeolocytic leukemia® (PML)-Korperchen Uberlappen (Rockel et al., 2005). Diese PML-



Kdrperchen spielen eine wichtige Rolle als dynamische Sensoren fir zelluldaren Stress und
reprasentieren Bereiche, in welchen wichtige Faktoren in Folge von zelluldrem Stress post-
transkriptionell modifiziert werden (Dellaire et al., 2004). Auch wurde berichtet, dass PML-
Kdrperchen als Zentren des proteolytischen Abbaus fungieren kdnnen (Rockel et al., 2005;
Wojcik und DeMartino, 2003). Um festzustellen, ob auch die beobachteten Proteasomen-
aggregate in Kontakt zu PML-K6rperchen stehen, wurden Doppelimmunfluoreszenzstudien mit
monoklonalen Antikérpern gegen PML-Kérperchen und der 20S-Proteasom-Untereinheit
durchgeflihrt.

Wie in Abb. 5.28 darstellt, konnte eine Anlagerung und eine partielle Kolokalisierung der
Proteasomen an PML-Koérperchen in LMNA R545C-Patientenzellen nachgewiesen werden (Abb.
5.28 A a”, a""). Dagegen war in Kontrollzellen die Anzahl der PML-K&rperchen reduziert und es
konnte keine Aneinanderlagerung von PML-K&rperchen und Proteasomen, aufgrund fehlender
Aggregation, festgestellt werden (Abb. 5.28 A b’-b™)

Um diesen Phanotyp besser analysieren zu kdnnen, wurden die Aneinanderlagerungen und
Kolokalisationen von PML-Kérperchen und Proteasomen nach 3D-Rekonstruktion von
Aufnahmen aus verschieden Ebenen der Patientenzelle dargestellt (Abb. 5.28 B). Die
Aufnahmen wurden mit dem CLSM angefertigt und die einzelnen Bilder mit der Software Amira
zusammengefiigt. Die roten Punkte reprdsentieren die Proteasomen, die griinen die PML-
Kdérperchen. Die gelben Bereiche spiegeln die Kolokalisationen von PML-Kérperchen und
Proteasomen wieder. Auch hier ist die partielle Kolokalisation bzw. Aneinanderlagerung von
PML-K&rperchen und Proteasomen gut zu erkennen.

Zusammengenommen lasst sich sagen, dass es in Patientenzellen zu einer Passagen-
abhangigen Aggregation von Proteasomen kam, die mit PML-Kdérperchen partiell kolokalisierten

oder an diese angelagert waren.

5.2.5 LMNAR545C Myoblasten weisen eine veranderte Verteilung des CDK-
Inhibitors p21 auf

Die abnormale Akkumulation der Proteasomen im Kern von LMNA R545C-Myoblasten warf nun
die Frage auf, ob diese Beobachtung mit einer Veranderung der Funktionalitét des Proteasoms
in Verbindung steht. Neben den schon erwahnten Funktionen des Proteasoms (siehe auch
5.2.4) verhindert das Proteasom die Anreicherung der CDK-Inhibitoren p19, p21 und p27 im
Kern, welche unter anderem als Seneszenz-hemmende Faktoren gelten (Noda et al., 1994;
Mawal-Dewan et al., 2003). Es ist bekannt, dass eine Inhibierung des Proteasoms durch die
Droge MG-132, zu einer Verminderung der proteasomalen Degradation von p21 fihrt (Sheaff et
al., 2000). Um die proteasomale Aktivitat zu untersuchen, wurden immunfluorezenz-
mikroskopische Analysen zur Verteilung von p21 in Kontroll- und LMNA R545C-Myoblasten
durchgeflihrt. In wildtypischen Myoblasten (#12) konnte p21 nur im Zytoplasma nachgewiesen



Ergebnisse

werden, wahrend in Patientenzellen (#12) eine p21-Markierung entweder im Kern (Abb. 5.28 A
c’, Pfeil) bzw. im Zytoplasma (Abb. 5.28 A b"), oder aber in beiden Fraktionen (Abb. 5.28 A b/,
Pfeil) festgestellt werden konnte. Um zu evaluieren, ob p21 tatsachlich umverteilt ist, wurden
zusitzlich Immunblot-Analysen durchgefiihrt. Dafiir wurden Proteinextrakte aus 10° Kernen von
Kontroll- bzw. Patientenzellen aufgetrennt (Abb. 5.29 B) und mit einem spezifischen mono-
klonalen Antikdrper gegen p21 inkubiert. Diese Experimente ergaben, dass p21 nur in LMNA
R545C-Zellkernextrakten detektiert werden konnte (Abb. 5.29 C).

Die Anreicherung des CDK-Inhibitors p21 in Patientenzellen bestdtigt die Hypothese, dass die
Aktivitat der 20S-Proteasomen in LMNA R545C-Myoblasten tatsachlich inhibiert ist.
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Abb. 5.29: Verdnderte Lokalisation des CDK-Inhibitors p21 in LMNA R545C-Myoblasten. (A) Indirekte
Fluoreszenzaufnahmen zeigen eine Anreicherung von p21 in Kernen einer Subpopulation von Patientenzellen (#9)
nach Inkubation mit einem spezifischen monoklonalen Antikorper (A b’, ¢, Pfeile). In Kontrollzellen ist p21 im
Zytoplasma verteilt (A a’). Etwa 50 % der Patientenzellkerne sind im Vergleich zu Kontrollzellen um das 1-2fache
vergroBert (a’, c’). Die korrespondierenden Transmissionsaufnahmen (a, b, c) sind zusatzlich dargestellt. Eichstriche
20 um. (B) Proteine aus 10° /MNA R545C-Zellen bzw. Kontrollizellen der Passage 9 wurden mittels SDS-Page
aufgetrennt und mit dem Farbstoff Coomasie markiert. (C) Die aufgetrennten Proteine wurden auf Nitrozellulose
transferiert und mit dem monoklonalen Antikérper p21 inkubiert. Nur der Kernextrakt aus Patientenzellen zeigt ein
p21-Signal.

Eine VergroBerung von Zellkernen ist ein weiteres Anzeichen fiir eine friihzeitige Seneszenz
(Kobayashi et al., 2008). Es konnte auch eine Passagen-abhdngige 1-2fache VergrdéBerung von
50 % der Kerne aus Patientenzellen in spdten Passagen im Vergleich zu Kernen von
Kontrollzellen beobachtet werden (Abb. 5.29 A a’, ¢).
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5.2.6 Heterochromatin akkumuliert im Zellkern von LMNA R545C Myoblasten

Eine friihere Studie hat ergeben, dass eine Inhibierung der Proteasomen eine Verdanderung der
Chromatinstruktur induziert, die charakteristisch fir seneszente Zellen ist. Diese Akkumulation
von Heterochromatin konnte in Zellen, die sich ich spaten Passagen befanden, beobachtet
werden (Ukekawa et al., 2004). Um festzustellen, ob es auch in LMNA R545C-Myoblasten zu
Seneszenz-bedingter Anderung der Chromatinstruktur kommt, wurden Patientenzellen in spéten
Passagen (#22) mit dem DNA-spezifischen Farbstoff DAPI gefarbt und unter dem Fluoreszenz-

mikroskop untersucht, sowie Praparate fiir das Elektronenmikroskop hergestellt und analysiert.
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Abb. 5.30: Heterochromatin akkumuliert im Zellkern von LMNA R545C-Myoblasten. Die DNA-Markierung mit dem
DNA-spezifischen Farbstoff DAPI zeigt eine Akkumulation von Heterochromatin in Patientenzellen in spaten Passagen
(#22). Auch weisen transmissionselektronische Aufnahmen Anreicherungen von Heterochromatin im Kern auf,
welches nicht mehr an die Kernhiille angeheftet ist (a’, a”). Der markierte Bereich ist vergroBert dargestellt (a”).
Eichstriche (a, a") 20 ym; (a”) 2 pm.

Im Gegensatz zu Patientenzellen in friihen Passagen bzw. Kontrollzellen (Daten werden nicht
gezeigt), konnte in Patientenmyoblasten in der spaten Passage 12 eine deutliche Hetero-
chromatinakkumulation im Zellkern beobachtet werden. Auch war das Chromatin in diesen
Zellen nicht mehr an die Kernhille angeheftet, wie die Fluoreszenz- und EM-Aufnahmen
deutlich zeigen (Abb. 5.30 a-a").

5.2.7 LMNAR545C Myoblasten zeigen eine verringerte Effizienz der Zell-

Differenzierung und der Formierung von Myotuben

Bisher haben viele verschiedene Hypothesen versucht zu erkldaren, wie Mutationen im LMNA-
Gen die verschiedenen Krankheiten ausldosen kénnten. Eine Hypothese davon basiert auf einer
veranderten Regulierung der Genexpression in differenzierenden Zellen, beruhend auf
fehlerhaften Typ A-Laminen. Diese abnormale Genregulation kénnte in einem Verlust der Zell-
Differenzierung resultieren (Cohen et al., 2001). Um dies zu prifen, wurde der mdgliche
Einfluss der AD-EDMD-Mutationen auf die Differenzierung von Myotuben /n vitro getestet. Das
AusmaB der Differenzierung wurde durch die Analyse der Formierung von mehrkernigen Zellen
zu Myocyten am Phasenkontrastmikroskop Uberprift. Daflir wurde die Differenzierung der
Myoblasten zu Myocyten durch Inkubation der Myoblastenlinien in Minimalmedium (,low serum

medium®) eingeleitet (Tag 0). Die Zellen wuchsen 2, 3 oder 6 Tage. Die Quantifizierung der



Zellfusionen erfolgte nach Fixation in Methanol und Farbung mit dem Farbstoff Giemsa. Zellen,
die 3 oder mehr Kerne hatten, wurden als Myotuben/mehrkernige Zellen gezahlt und das
Verhaltnis der Kerne [(Kerne in Myotuben/Gesamt-Kerne)] kalkuliert.

Die Beobachtungen am Phasenkontrastmikroskop lieBen erkennen, dass die Formierung von
mehrkernigen Myocyten in AD-EDMD-Myoblasten mit der Mutation LMNA R545C (#8) im
Gegensatz zu wildtypischen Myoblasten (#4, 8), herabgesetzt war. Die statistische Auswertung
der Anzahl von mehrkernigen Zellen in den verschiedenen Passagen von Kontrollzellen ergab,
dass die Formierung mehrkerniger Myocyten von Passage 4 bis zur Passage 16 von 47 % auf
11 % reduziert war. Da sich im Gegensatz zu Kontrollzellen die Kultivierung von AD-EDMD-
Zellen als sehr schwierig gestaltete, waren wir nur in der Lage LMNA R545C-Myoblasten der
Passagen 8 bis 16 zu analysieren. Die Untersuchungen zeigten, dass die Formierung von
mehrkernigen Myocyten in LMNA R545C-Zellen in allen untersuchten Passagen nahezu
unterbunden wurde. Der Anteil von mehrkernigen Myocyten reduzierte sich von 4 % (#8) auf
1 % (#16).

Das beobachtete reduzierte Potential zur Differenzierung der Patientenmyoblasten lies
vermuten, dass die Expression von wichtigen regulatorischen Faktoren des Differenzierungs-
prozesses verandert war. Um dies zu kldren, wurden der Grad der Expression von den Proteinen
Lamin A, Lamin C, MyoD, Myogenin und hyperphosporyliertem Retinoblastoma-Protein (ppRb)
und hypophosporyliertem Retinoblastoma-Protein (pRb) analysiert. MyoD und Myogenin sind
zwei bHLH (basische Helix-Loop-Helix) Transkriptionsfaktoren, die eine wichtige Rolle in der
Myogenese spielen. Das hypophosporylierte Retinoblastoma-Protein reguliert die Arretierung
des Zellzyklus und agiert synergistisch zu MyoD, um die Transkription von spaten
Muskelspezifischen Faktoren zu aktivieren (Puri et al., 2001; Guo et al., 2003). Dafiir wurden
Gesamtproteinextrakte aus Kontroll- sowie LMNA R545C-Zellen, nach Einleitung der
Differenzierung durch Inkubation der Zellen in Minimalmedium von Tag 0 und Tag 6 hergestellt.
Die Extrakte wurden mittels Immunblot und spezifischer Antikorper auf die Expression der
Proteine hin untersucht. Es konnte festgestellt werden, dass die Expression von Lamin A und C
von Tag 0 bis Tag 6 in Kontroll- und Patientenzellen stabil war. In primaren humanen Kulturen
undifferenzierter Myoblasten konnte MyoD nicht nachgewiesen werden (Abb. 5.31 C, Tag 0).
Nach 6 Tagen, als sich mehrkernige Myocyten formten, konnte in Kontrollzellen MyoD und
Myogenin nachgewiesen werden (Abb. 5.31 C, Tag 6). Im Gegensatz dazu konnte wegen der
reduzierten Differenzierung Myogenin weder an Tag 1, noch an Tag 6 detektiert werden (Abb.
5.31 C).

Es ist bekannt, dass MyoD wahrend der Myogenese friiher als Myogenin induziert wird (Parker
et al., 2006; Baskin und Hauschka, 1989). Da MyoD in Patientenzellen nachgewiesen werden
konnte, ist es sehr wahrscheinlich, dass die Differenzierung der LMNA R545C-Zellen erst nach

der Einleitung des Differenzierungsprozesses gestort wurde.



Auch die Expression von Retinoblastoma, ein Marker der Proliferation, war in Patientenzellen
verandert. Kontroll- sowie LMNA R545C-Myoblasten exprimierten am Tag 0 sowohl pRb und
ppRb, was flir nicht-synchronisierte Zellpopulationen zu erwarten war. 6 Tage nach Einleitung
der Differenzierung konnte in Kontroll- sowie in Patientenzellen ppRb nicht mehr nachgewiesen,
sowie eine Akkumulation von pRb beobachtet werden, was ein Zeichen fiir einen Proliferations-
arrest ist. Die Detektion von pRb war in Patientenzellen im Vergleich zu Kontrollzellen jedoch

signifikant erniedrigt, was durch eine ineffiziente Induktion der Expression durch MyoD erklart

werden konnte.
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Abb. 5.31: AD-EDMD-Myoblasten zeigen eine verminderte Effizienz der Zell-Differenzierung. (A) Beobachtungen am
Phasenkontrastmikroskop weisen eine verringerte Formierung von mehrkernigen Myocyten in AD-EDMD-Myoblasten
mit der Mutation LMNA R545C (#8) auf. In wildtypischen Muskelzellen sind Formierungen von mehrkernigen
Myocyten (#4, 8) zu erkennen. (B) Statistische Auswertung der Anzahl mehrkerniger Zellen in den Passagen 4, 7, 8,
12 und 16 von Kontrollzellen und AD-EDMD-Zellen mit der Mutationen LMNA R545C. Je hoher die Passage der
Muskelzellen ist, desto niedriger ist die Anzahl der formierten mehrkernigen Zellen. Die Formierung von mehrkernigen
Muskelzellen in LMNA R545C-Zellen ist in allen Passagen nahezu unterbunden. Der Anteil von mehrkernigen
Myocyten reduzierte sich von 4 % (#8) auf 1% (#16). Es wurden je 100 Zellen ausgewertet. n.e = nicht
ermittelbar. **<0,01. (C) Durch Immunblotanalysen von aufgetrennten Proteinextrakten (10 pg/Spur) wurde die
Expression von Lamin A und Lamin C, MyoD, Myogenin, hyperphosporyliertem Retinoblastoma-Protein (ppRb) und
hypophosporyliertem Retinoblastoma-Protein (pRb) an den Tagen 0 und 6 nach Einleitung der Differenzierung in
Kontroll- und LMNA R545C-Zellen analysiert. Am Tag 6 der Differenzierung ist eine eingeschrankte Expression von Rb
in Patientenzellen zu beobachten. Die Expression von Myogenin an Tag 6 ist in Patientenzellen nicht zu detektieren.

Diese Resultate zeigen, dass die Mutation LMNA R545C zu einer Anhdufung von Muskel-

Vorlauferzellen fuhrt, die nicht in der Lage sind, eine korrekte Myogenese zu durchlaufen.



5.2.8 Wildtypisches Banderungsmuster in Laminfilamenten bei der Formation von

Lamin R545C-Parakristallen in vitro

Wie gezeigt werden konnte, ist die Mobilitdt sowie die Loslichkeit von Lamin A S143F reduziert,
was auf molekulare Veranderungen in der Zusammenlagerung zu Protofilamenten oder héher
geordneten Strukturen durch die Lamin-Mutation S143F begriindet sein kénnte. Die Mutation
LMNA R545C liegt im carboxyterminalen Bereich des Lamin As, welcher nicht fir die
Dimerisierung bzw. Polymerisierung der Lamine verantwortlich ist. Um zu Uberpriifen, ob die
Bildung von hdheren Strukturen von Laminen dennoch beeinflusst war, wurde auch mit dieser
Mutation die Laminfilamentbildung /n vitro untersucht (siehe 5.1.14; Abb. 5.19 c).

Wie festgestellt werden konnte, war kein messbarer Unterschied im Banderungsmuster nach
Formationen zu Parakristallen mit Lamin A R545C im Vergleich zu Formationen aus wild-
typischen Laminen, ersichtlich (Abb. 5.20 B). Auch heterogene Gemische aus wildtypischem und

LMNA R545C-Lamin zeigten keine Unterschiede im Banderungsmuster.



6 Diskussion

Lamine sind Typ V Intermediarfilamente, die eine wichtige Rolle bei der strukturellen Integritat
des Zellkernes, der Chromatinorganisation, der Transkription, der DNA-Replikation, der
Differenzierung und der Genomstabilitdt einnehmen (Goldman et al., 2002; Worman und
Courvalin, 2005). In den letzten Jahren wurden Uber 200 unterschiedliche Mutationen im LMNA
Gen gefunden, die bis zu 10 verschiedene Erkrankungen auslésen kénnen (Broers et al., 2006;
Gotzmann und Foisner, 2005; Gruenbaum et al., 2005). Obwohl die Kern-Lamina eine Struktur
ist, welche in allen Zelltypen vorkommt, sind die klinischen Symptome der Laminopathien auf
bestimmte Gewebearten wie z.B. Fett- oder Muskelgewebe, beschrankt. Zu diesen Gewebs-
spezifischen Erkrankungen gehéren z.B. das Hutchinson-Gilford Progerie-Syndrom, eine
Erkrankung, einhergehend mit vorzeitiger Alterung (HGPS; Erikson et al., 2003), und die Emery-
Dreifuss-Muskeldystrophie (EDMD; Bonne et al., 1999; Clement et al., 2000).

6.1 Die Mutation LMNA S143F

Die Patientin mit der Mutation LMNA S143F zeigte eine einzigartige Kombination phanotypischer
Merkmale einer friihen Myopathie und einer Progerie. Symptome dieser Erkrankung sind unter
anderem progressive Muskelhypertonien, Schwachungen der Rumpf- und Wirbelmuskulatur,
Osteopenie bis hin zur Osteolyse und Kontrakturen der Achillessehnen oder Ellenbogen (siehe
2.4.1.3; Kirschner et al., 2005). Diese Krankheit lasst sich somit der Gruppe der Laminopathien
zuordnen, flir die Uberwiegend Mutationen im Lamin- und Emerin-Gen verantwortlich sind
(Ubersicht sieche Gruenbaum et al., 2003). Diese heterozygote, nicht vererbbare missense-
Mutation flihrt zu einem Aminosaureaustausch von Serin durch Phenylalanin an der Position 143
(S143F) im aminoterminalen Bereich des LMNA-Gens. Diese Mutation resultiert aber nicht, wie
bei dem Hutchinson-Gilford Progerie-Syndrom, in einem verkirzten Protein (De Sandre-
Giovannoli et al., 2003). In dieser Arbeit wurden die Fibroblasten einer 7-jahrigen Patientin mit
der Mutation LMNA S143F untersucht. Im Unterschied zu den meisten Progerie-ausldésenden
Mutationen, die im C-terminalen Bereich des Lamin A-Proteins lokalisieren, ist nur wenig

Uber Mutationen bekannt, die sich im N-Terminus des Proteins befinden.

6.1.1 LMNA S143F Fibroblasten zeigen morphologische Defekte des Zellkerns

In einigen wissenschaftlichen Studien wurde dargelegt, dass EDMD und progeroide
Erkrankungen (das Werner-Syndrom (Adelfalk et al., 2005), das atypische Werner-Syndrom
(Jacob et al., 2005) und die klassische HGPS mit der stillen Mutation G608G (Goldmann et al.,
2004)), deutliche morphologische Abnormalitaten des Zellkerns aufweisen. Es konnte z.B. bei
dem HGPS eine ausgepragte Lappung der Kernhiille bis hin zur Bildung von Mikronuklei, sowie

Veranderungen der Dichte des Heterochromatins (Goldman et al., 2004) beobachtet werden.



Weiterhin weisen Myozyten von Patienten mit dilatativer Kardiomyopathie Ausstlilpungen
auf, die auf einer Ablésung der auBeren von der inneren Kernmembran basieren (Verga et
al., 2003). Auch waren in LMNA S143F-Fibroblasten morphologische Deformationen des
Zellkerns zu erkennen, die allerdings bisher in noch keiner anderen Laminopathie nachgewiesen
werden konnten. So waren partielle Ausstlilpungen der Kernhiille, welche von einer verdickten
Lamina umrahmt sind, zu beobachten. Die Auspragung der Deformationen der Kernhiille der
Patienten-Fibroblasten reichten von kleinen partiell auftretenden ,blebs" bis hin zu einer Bildung
von Mikronuklei, wie sie auch schon bei dem HGPS festgestellt werden konnten (Abb. 5.2;
Hegele 2003).

Die Proteine der SUN-Familie sind Bestandteile des LINC Komplexes (Linker of Nucleoskeleton
and Cytoskeleton), der das Aktin Uber Nesprine mit der Lamina und nukleoplasmatischen
Komponenten verbindet (Crisp et al., 2006). Dass eine Stérung dieses Komplexes zu
morphologischen Defekten des Zellkerns flihren kann, wurde durch ein Experiment belegt, in
dem der zellulare Phanotyp von SUN1/2 depletierten Zellen naher analysiert wurde. So konnte
auch in diesen Zellen morphologische Kern-Abnormitdaten festgestellt werden, die jedoch auf
einer VergroBerung des perinukledren Spaltes beruhen (Crisp et al., 2006) und sich somit von
dem beobachteten morphologischen Phanotyp der S143F-Fibroblasten unterscheiden. Allerdings
konnte mittels Immunfluoreszenzanalysen eine normale Verteilung von SUN1/2 entlang der
Kernmembran von LMNA S143F-Zellen beobachtet werden (Daten werden nicht gezeigt). Dies
lasst darauf schlieBen, dass das mutierte Lamin A flir das Auftreten der Kerndeformationen

verantwortlich ist.

6.1.2 Einfluss der Mutation LMNA S143F auf die Lokalisation und Funktion von

Proteinen der inneren Kernhtlle

Einfluss der Mutation auf die Chromatin-assoziierten Proteine

Nach Untersuchungen der Lokalisation von Markern von aktivem und inaktivem Chromatin
konnten wir feststellen, dass die Organisation und Topologie des Chromatins in den S143F-
Patientenzellen verandert war. So konnten in 50 % der Patientenzellen in groBen Bereichen des
Zellkerns keine acetylierten Lysinreste beobachtet werden (Abb. 5.8 ¢, d). Eine erniedrigte
Acetylierung von Lysinresten (,Hypoacetylierung™) der Kern-Histone bedeutet eine dichtere
Verpackung der DNA und damit eine erniedrigte Zuganglichkeit der DNA fir transkriptions-
relevante Proteine, woraus eine herabgesetzte transkriptionelle Aktivitdt resultiert (Allfrey,
1966). Nicht nur die acetylierten Kern-Histone waren umlokalisiert, sondern auch das Linker-
Histon H1, das fir die Bildung des Heterochromatins zustandig ist, d.h. es ist verantwortlich fiir
die Ausbildung der 30 nm Solenoidstruktur (Cole, 1987). Histon H1 war in vielen Zellen in fokale

Bereiche umverteilt (Abb. 5.8 A a, b). Eine weitere Bestatigung der Annahme der abnormalen



Chromatinorganisation war die veranderte Verteilung des Methyl-CpG-Bindungsproteins 2
(MeCP2) in Patientenzellkernen. MeCP2 ist ein transkriptioneller Repressor, der zu einer lokalen
Deacetylierung der in den Nukleosomen vorhandenen Histonen und somit zu einer kompakten
Chromatinstruktur, die fir die Transkriptionsmaschinerie nicht mehr zuganglich ist, fihrt (Wade
et al., 1998). So konnte eine Akkumulation des Proteins an den Zellpolen bzw. in den
Mikrokernen beobachten werden. Auch war ersichtlich, dass in einer Vielzahl von
Patientenzellen das Protein nicht detektierbar war (Daten werden nicht gezeigt). Diese Daten
sprechen dafiir, dass durch Veranderungen der Chromatinstruktur Einfluss auf die Transkription
genommen werden kdnnte.

Allerdings konnten Analysen mit dem Durchflusszytometer die Veranderung der
Chromatinstruktur nicht direkt bestatigen. Wir untersuchten die Fluoreszenzintensitat des
Heterochromatinproteinsl alpha (HP1), einem Marker von inaktivem Chromatin, und des
acetylierten Histons H3, einem Marker von aktivem Chromatin. HP1 ist fir die Verpackung des
Chromatins zu Heterochromatin wichtig (Maison et al., 2004), die Acetylierung des Histons H3
an der Stelle Lysin 9 sorgt fir eine gesteigerte Zuganglichkeit des Chromatins flr den
Transkriptionsapparat (Tse et al., 1998). Die Intensitdten der untersuchten Proteine waren in
Patienten- sowie Kontrollzellen gleich (Abb. 5.8 C). Da mittels Durchflusszytometrie aber nur
Fluoreszenzintensitaten der gesamten Zelle gemessen werden kdnnen, schlieBen diese

Resultate eine Umverteilung der Proteine im Zellkern nicht aus.

Einfluss der Mutation auf die RNA-Polymerase II

Eine Analyse der Verteilung der RNA Polymerase II konnte bestatigten, dass die Transkription in
den mutierten Fibroblasten verandert war. So konnten wir die transkriptionell aktive Form der
RNA-Polymerase II in iber der Halfte der Patientenzellen nicht nachweisen (Abb. 5.6 A, B). Dies
ist nicht Uberraschend, da aus friiheren Arbeiten schon bekannt war, dass eine abnormale
Kernorganisation zu Veranderungen in der Genexpression fiihren kann (,Genexpressions-
Modell, siehe 2.4.1.4; Filesi et al., 2005; Goldman et al., 2004; Reichart et al., 2004). Weiterhin
wurde auch postuliert, dass die Lamine ein Gerust flir Proteinkomplexe zur Verfligung stellen,
die in der Lage sind, regulatorisch in die Genexpression eingreifen zu kénnen (Cohen et al.,
2001). Wie wir feststellen konnten, und es auch aufgrund der morphologischen Kern-
deformationen zu erwarten war, lokalisierte Lamin A/C in den S143F-Zellen nicht normal an der
Kernhiille (Abb. 5.3). Allerdings konnte die unregelmaBige Verteilung von Lamin A/C in Form
eines Honigwabenmusters schon in anderen Fibroblasten von Laminopathie-Patienten nach-
gewiesen werden (Vigouroux et al., 2001; Favreau et al., 2003). Durch die Erkenntnis, dass die

innere Kernmembran als ,Ruheplatz® fir Transkriptionsfaktoren fungiert (Heessen und



Fornerod, 2007) koénnte somit eine veranderte Laminorganisation bestimmte Transkriptions-
faktoren und damit die Polymerase II-abhangige Transkription inhibieren (Spann et al., 2002).

Es ist weiterhin beschrieben worden, dass Lamine zusatzlich in die Bildung und Aufrecht-
erhaltung funktionaler héher geordneter Chromatinstrukturen involviert sind (Gotzmann und
Foisner, 1999). Typ A-Lamine kdnnen z.B. direkt mit Chromatin durch ihre C-terminale Doméne
interagieren (Stierle et al., 2003; Mattout et al., 2007), jedoch wird dieser Bereich nicht durch
die Mutation LMNA S143F, die sich im N-terminalen Bereich des Lamin As befindet, beeinflusst.

Einfluss der Mutation auf LEM-Proteine

Eine alternative Erkldrung der beobachteten Abnormitdten in der Chromatinorganisation und
transkriptionellen Aktivitdt kdnnte die drastische Reduktion von LAPB und die Umverteilung von
LAP2a (Abb. 5.4 A, C) und Emerin (Abb. 5.4 B) in den LMNA S143F-Zellen sein.

Es ist bekannt, dass LAP2 und Emerin nicht nur eine Rolle in der strukturellen Integritat des
Zellkerns spielen, indem sie die Lamina in der Kernmembran verankern, sondern dass diese
Proteine direkt bzw. indirekt an DNA binden (Foisner und Gerace, 1993; Ye und Worman, 1994;
Furukawa et al., 1998 und 1999) und mit Chromatin Komplexe bilden kdnnen (Dechat et al.,
2000).

Dariiber hinaus gehoéren Proteine der LAP2-Familie und Emerin zu den LEM-Domanen-Proteinen
und kdnnen Uber diese hoch konservierte Domdne mit dem Protein BAF (Barrier-to-
Autointegration-Factor), welches unspezifisch an DNA bindet, interagieren. Durch diese Bindung
an BAF kdnnen Emerin und LAP2B wahrend der Interphase Chromatin an die Kernhiille binden
und spielen somit eine wichtige Rolle in der Aufrechterhaltung héher geordneter Chromatin-
strukturen (Lee et al., 2000; Lin et al., 2000). Auch ist das nukleoplasmatische LAP2a in der
Lage BAF, nukleoplasmatisches Lamin A/C und Chromatin zu binden (Dechat et al., 1998;
Dechat et al., 2000; Vicek et al., 2002).

Weiterhin ist bekannt, dass LAP2 als transkriptioneller Repressor dient, welcher mit der Klasse-
I Histon-Deacetylase (HDAC3) an der Kernmembran interagiert und dadurch die Histon H4-
Deacatylierung induziert (Somech et al.,, 2005). Dadurch kdnnten Veranderungen in der
Expression von LAP2[ direkten Einfluss auf Kernfunktionen, wie die Transkription nehmen.

Es nahe liegend, dass der pathogene Einfluss der LMNA S143F Mutation auf die Struktur und
Integritat der Kern-Lamina sowie auf das nukleoplasmatischen Laminnetzwerk so gravierend ist,
dass es zu abnormalen Verteilungen von Emerin und LAP2-Proteinen kommt, obwohl die
jeweiligen Bindestellen von Lamin A zu Emerin bzw. LAP2 nicht direkt beeinflusst werden. Somit
kdnnte Uber die oben genannten Mechanismen Einfluss auf die Transkription genommen

werden.



Aufgrund dessen kodnnten diese Abnormitaten in der Lokalisation eine direkte Auswirkung auf
die Genregulation haben, da die Proteine LAP2 und Emerin mit transkriptionellen Regulatoren
interagieren. So konnte schon nachgewiesen werden, dass Emerin in vitro einen Komplex mit
Lamin A und GCL, einem transkriptionellem Repressor, bilden kann (Holaska et al., 2003).
Bestatigt werden kann diese Annahme durch Analysen mit dem Durchflusszytometer zur
Lokalisation des transkriptionellen Regulators Retinoblastoma-Protein. Das Retinoblastoma-
Protein kann an den Komplex aus Typ A-Lamin, LAP2a und E2f-DP3 binden. Erst wenn pRb aus
diesem Komplex entlassen wird, werden zellzyklus-abhdngige Gene aktiviert (Mancini et al.,
1994; Markiewicz et al., 2002, Dorner et al.,, 2006). Liegt Retinoblastoma in hyper-
phosphorylierter Form vor, kann es den Transkriptionsfaktor E2F nicht mehr binden, dieser ist
somit aktiv und kann die DNA-Synthese aktivieren (Nevins et al, 1991).

Wir konnten durch Untersuchungen von LMNA S143F-Patientenzellen zeigen, dass es zu einer
Abnahme der Fluoreszenzintensitat von hyperphosphoryliertem Retinoblastoma im Vergleich zu
Kontrollzellen kommt (Abb. 5.7 c). Dies kdnnte eine Deaktivierung der DNA-Synthese zur Folge
haben. Ursache dafiir kénnte eine fehlerhafte Komplexbildung aufgrund einer Misslokalisation
von LAP2a oder einer gestorten Bindungsaffinitét zu dem mutierten S143F Lamin A sein. So
wurde schon dargelegt, dass eine Reduktion oder verdnderte Lokalisation von LAP2a zu einer
fehlerhaften Lokalisation von Rb flihren kann (Markiewics et al., 2002).

Wie wir weiterhin beobachten konnten, war Lamin B, eine weitere wichtige Hauptstruktur-
komponente der Lamina, in deformierten Bereichen des Kernes von LMNA S143F-Fibroblasten
nur reduziert zu detektieren (Abb. 5.5). Diese fehlerhafte Verteilung von Lamin B kdnnte
ebenso die Genregulation beeinflussen. Erst kiirzlich ist berichtet worden, dass Chromatin an
Lamin Bl {ber spezifische DNA-Regionen, den so genannten LADs (Lamina-assozierte
Domanen) bindet (siehe 2.2.3). Weiterhin wurde gezeigt, dass die Genexpression in Bereichen
dieser LADs herunterreguliert ist (Guelen et al., 2008). Eine fehlerhafte Verteilung von Lamin B
kdnnte somit Uber eine veranderte Bindung an Chromatin Uber die LADs die Genexpression
beeinflussen. Ein Zusammenhang von LADs und Lamin A/C konnte bisher allerdings noch nicht
hergestellt werden.

Zusammengenommen lassen diese Resultate darauf schlieBen, dass die LMNA S143F Mutation,
neben der strukturellen Integritat des Zellkerns, auch direkt oder indirekt in die transkriptionelle
Aktivitat und die Chromatinorganisation beeinflusst.

Ein anderes spezifisches zelluldres Merkmal der LMNA S143F-Fibroblasten im Vergleich zu
Kontrollzellen war die erhéhte Anzahl von DNA-Reparatur-Foci (Abb. 5.9 A, B). In einer friiheren
Studie wurde bereits gezeigt, dass Zellen von HGPS-Patienten aufgrund von genomischer
Instabilitat bzw. gehduften DNA-Schaden, die sich oftmals in DNA-Doppelstrangbriichen duBern,

eine dauerhafte Aktivierung von Kontrollpunkten fir DNA-Schaden aufweisen (Liu et al., 2006).



Die Phosphorylierung von Histon H2A.X (als gammaH2A.X bezeichnet) und die Mobilisierung
von Ataxia-telangiectasia mutated (ATM) spielen zentrale Rollen bei der Aktivierung der
Kontrollpunkte (Abraham, 2001; Li und Zou, 2005; siehe auch 4.5.10). Jedoch wurde in dieser
Studie berichtet, dass der Grund der genomischen Instabilitdt die Anhdufung von Prelamin A
sei, welches jedoch in den S143F-Fibroblasten nicht vorzufinden ist. Auch steht mit den DNA-
Schaden eine erhdhte zelluldre Seneszenz in Verbindung (Lombard et al., 2005). Analysen von
zelluldrer Seneszenz zeigten aber keine Unterschiede zwischen Kontroll- und Patientenzellen auf
(Daten werden nicht gezeigt). Uber die Ursache dieser Erhéhung der DNA-Reparatur-Foci kann
nur spekuliert werden. Eventuell spielt hier auch die Umstrukturierung des Chromatins oder
aber die erwahnte mdgliche Beeinflussung der DNA-Synthese durch spezifische
Transkriptionsfaktoren eine Rolle.

6.1.3 Die Mutation LMNA S143F beeinflusst die Lokalisation der Nesprin2-Proteine

Die Proteinfamilie der Nesprine gliedert sich in Sdugetieren in Nesprinl, Nesprin2 und Nesprin3
auf und reprasentiert eine neue Klasse multifunktioneller Proteine. Die zwei Isoformen Nesprinl
und Nesprin2 besitzen eine N-terminale Aktin-Bindungsdomane (ABD), eine groBe Stabdomane
bestehend aus Spektrinwiederholungen und die C-terminale KASH-Domdne, welche die
Verankerung des Zellkerns zum Aktin-Zytoskelett vermitteln (Padmakumar et al., 2005; Starr
und Fischer, 2005; Tzur et al., 2006).

In verschiedenen Arbeiten konnte schon dargelegt werden, dass Nesprinla /n vitro und
Nesprin2 /n vivo mit Lamin A/C und Emerin interagieren kénnen und die Lokalisation von
Nesprin2 von einer intakten Lamina abhangt (Muchir et al., 2003; Libotte et al., 2005).

Eine friihere Studie belegte die Beteiligung von Nesprinen an Laminopathien. So wurde gezeigt,
dass die LGMD-auslésende heterozygote bzw. homozygote Mutation Y259X im Lamin A/C zu
einer Misslokalisation von Nesprinla und Emerin flihrt (Muchir et al., 2003). Andere Arbeiten
bringen Nesprine mit der Entstehung von EDMD in Verbindung (Mislow et al., 2002.; Zhang et
al., 2005; Wheeler et al., 2007). Interessanterweise wurde verdeutlicht, dass Mutationen im
Emerin und Lamin A/C nur in ca. 50 % der EDMD-betroffenen Patienten gefunden wurden und
somit andere mutierte Proteine mit involviert sein kénnten (Bonne et al., 2003). Eine erst
kdrzlich veréffentlichte Arbeit bringt Nesprin als direkten Ausléser von EDMD in Verbindung. So
wurden in EDMD-Patienten verschiedene Nesprinl- und Nesprin2-Mutationen nachgewiesen
(Zhang et al., 2007). Einer Erklarung zur Entstehung dieser EDMD liegt die fehlerhafte
Interaktion von Nesprin mit Lamin A/C und Emerin und damit eine Stérung des LINC-Komplexes
(LInker of Nucleoskeleton and Cytoskeleton) zugrunde. Durch die Ausbildung dieses Komplexes
stehen Komponenten des Zytoskeletts liber die Verbindung von Nesprinen und SUN-Proteinen
im perinukledren Raum mit der Kern-Lamina in Kontakt. Dadurch ist eine stabile Positionierung

des Kerns in der Zelle méglich und die Stabilitdt des Kerns wird unterstitzt (Crisp et al., 2006).



Durch eine Stérung des Komplexes kénnte die mechanische Stabilitéat der Muskelzellen, sowie
mechano-sensitive Signaltransduktionswege beeinflusst und dadurch der EDMD-spezifische
Phanotyp hervorgerufen werden (Tzur et al.,, 2006). Allerdings war die Verteilung der
vermittelnden SUN1 und 2-Proteine, wie schon erwahnt, nicht betroffen (Daten werden nicht
gezeigt).

Aufgrund der Interaktionen von Nesprinl und Nesprin2 mit Lamin A/C und der Involvierung der
Nesprine in die Entstehung von Laminopathien, wurden die Verteilung und Lokalisation der
Nesprine in den LMNA S143F-Fibroblasten untersucht. Diese Analysen ergaben eine veranderte
Lokalisation von Nesprin2 (Abb. 5.10 B). In Kontrollzellen war Nesprin2 entlang der Kernhiille
sowie im Zytoplasma lokalisiert. Im Gegensatz dazu war in der Kernhille von LMNA S143F-
Fibroblasten mit deformierten Zellkernen kein Nesprin2 zu detektieren, im Zytoplasma dieser
Zellen konnte Nesprin2 jedoch nachgewiesen werden. Die Mutation schien die korrekte
Integration des Nesprin2 in die Kernhiille zu beeinflussen. Im Gegensatz dazu konnte eine
normale Verteilung von Nesprinl in der Kernhiille von Patientenzellen beobachtet werden, die
Mutation beeinflusste die Lokalisation von Nesprinl nicht (Abb. 5.10 A). Dies konnte fir
unterschiedliche Protein-Interaktionen der Nesprinl und Nesprin2 Proteine sprechen.

6.1.4 Nesprin2 Giant exprimierende LMNA S143F Fibroblasten zeigen eine normale

Zellkernmorphologie und Verteilung von Zellkernproteinen

Die Untersuchungen der LMNA S143F-Fibroblasten ergaben, dass diese Patientenzellen keine
morphologischen Deformationen aufwiesen, wenn die 796 kDa groBe Nesprin2 Giant Isoform in
diesen Zellen an der Kernhiille lokalisierte (Abb. 5.11 A). Auch erscheinen diese Zellen kleiner
und kompakter. Diese Beobachtungen unterstiitzt eine statistische Auswertung, die beschreibt,
dass Kontrollzellen wie auch Patientenzellen, die Nesprin2 Giant positiv sind, eine normale
Kernmorphologie besaBen. Diese Feststellung konnte unabhdngig von der Zellpassage getroffen
werden (Abb. 5.11 B). Aber nicht nur die Lokalisation, sondern auch die Expression von
Nesprin2 Giant war verandert. Dies konnte durch Immunblotanalysen dargelegt werden, die
ergaben, dass in LMNA S143F Fibroblasten die Expression von Nesprin2 Giant reduziert war
(Kooperation mit Y. Liike). Die Anwesenheit von Nesprin2 Giant scheint somit ein Indikator fir
eine normale Zellkernmorphologie zu sein.

Um einen genaueren Einblick in die Verteilung von Nesprin2 Giant entlang der Kernmembran
von LMNA S143F-Zellen zu bekommen, wurden transmissionselektronenmikroskopische
Analysen der Nesprin2 Giant Verteilung in Patientenzellen durchgefiihrt. Wie zu erwarten ist,
war die Lokalisation von Nesprin2 Giant in LMNA S143F Zellen gegenliber Kontrollzellen stark
reduziert. Doch warf sich die Frage auf, ob in Bereichen der Blaschenbildungen in der Kern-
membran nochmals ein Unterschied in der Verteilung von Nesprin2 Giant gegeniliber nicht

deformierten Bereichen der Kernhiille vorzufinden war. Eine stdrkere Depletierung in den



Bereichen der Kernmembran, einhergehend mit Blaschenbildungen, kénnte erkldaren warum
diese morphologischen Deformationen der Kernhiille nur partiell auftreten. Doch war kein
Unterschied in der Markierung von Nesprin2 Giant mittels Goldpartikeln in den verschiedenen
Kernhtill-Bereichen festzustellen. Ein Grund dafiir war die allgemein schon sehr reduzierte
Anwesenheit von Nesprin2 Giant in den LMNA S143F-Fibroblasten, so dass Unterschiede nur
schwer zu detektieren waren.

Darliber hinaus stellte sich die Frage, ob die Verteilung der kiirzeren Nesprin2 Isoformen
ebenso beeinflusst ist. Durch die Markierung der C-terminalen Segmente konnten auch die
kiirzeren Nesprin2 Isoformen detektiert werden. Interessanterweise war zu beobachten, dass
die Fluoreszenzmarkierung der C-terminalen Nesprin2 Segmente in Nesprin2 Giant-reduzierten
Patientenzellen gleichfalls abgeschwacht war (Abb. 5.11 A). Dies deutet an, dass die
Anwesenheit von Nesprin2 Giant die kiirzeren Nesprin2 Isoformen stabilisierte. Ein mdglicher
Mechanismus dafiir ware die Interaktion der verschiedenen Isoformen durch Homodimerisation
bzw. Heterodimerisation der Spektrinwiederholungen der Nesprine. Ein dhnlicher Mechanismus
wurde schon fir die Bildung von Nesprinla-Polymeren postuliert (Mislow et al., 2002).

Zusammenfassend lasst dich die Hypothese aufstellen, dass Nesprin2 Giant die Rolle eines
strukturellen Verstarkers der Kernmembran einnimmt. Diese Funktion wurde schon anderen
Proteinen mit Spektrinwiederholenden Domanen zugeschrieben (Bennet et al., 1990; Pasternak
et al., 1995; Lapidos et al., 2004). Lamin A/C und Nesprin2 Giant scheinen in LMNA S143F-
Zellen strukturelle Gegenspieler zu sein. Kommt es aufgrund von der LMNA S143F Mutation zu
Veranderungen der Stabilitat und Integritat der Lamina, kénnen die pathogenen Effekte auf die
Morphologie der Kernmembran durch die korrekte Lokalisation von Nesprin2 Giant abgefangen
werden. Ist allerdings die Lokalisation von Nesprin2 Giant in den Patientenfibroblasten gestort,
wird die pathogene Wirkung der Lamin-Mutation auf die Struktur der Kernhiille nicht
»~abgefangen®™ und es kommt zu morphologischen Defiziten an der Kernmembran.

Demnach sollten Gewebe, die eine hohe Expression von Nesprin2 Giant aufweisen, keine
morphologischen Abnormitdaten zeigen. Zu diesen Geweben gehdren neben Epidermis und
Gehirn auch die Skelettmuskulatur (Zhen et al., 2002). Die Patientin mit der Mutation LMNA
S143F zeigte neben den progeroiden Phanotyp allerdings auch Anzeichen einer Myopathie. Eine
Erkldarung, warum die Myoblasten-Zellen der Skelettmuskulatur trotz hoher Nesprin2 Giant
Expression dennoch pathologische Effekte aufzeigten, kénnte der hohe mechanische Stress
sein, der auf diese Zellen wirkte. Es wurde auBerdem berichtet, dass die Expression von
Nesprinl und Nesprin2 wahrend der Muskeldifferenzierung zunimmt. So kénnte die Mutation

einen pathogenen Effekt auf Myoblasten austiben, der noch nicht durch die Anwesenheit von



Nesprin-2 Giant ,abgefangen™ werden kénnte (Mislow et al., 2002; Zhang et al., 2005). Die
Konsequenz davon ware die Beeintrachtigung des Regenerationsprozess der Skelettmuskulatur.
Die korrekte Lokalisation und Funktion von Proteinen der inneren Kernmembran, aber auch von
anderen Kernproteinen, die direkt oder indirekt mit Chromatin oder der Kern-Lamina
interagieren, ist abhangig von einer intakten Kernmembran bzw. -Lamina (Furukawa et al.,
1998; Sullivan et al., 1999; Spann et al., 2002; Holaska et al., 2003; Wilkinson et al., 2003;
Haraguchi el al., 2004; Zastrow et al., 2004). Da die Reduktion des Nesprin2 Giant-Proteins in
LMNA S143F-Fibroblasten zu morphologischen Defiziten der Kernmembran fiihrte, wurde
analysiert, ob eine fehlerhafte Lokalisation dieser Proteine mit einer Reduktion von Nesprin2
Giant korrelierte. Es konnte gezeigt werden, dass die veranderten Verteilungsmuster von
Nesprin2 und LAPa mit der fehlerhaften Lokalisation der transkriptionell aktiven Form der RNA-
Polymerase II in Patientenzellen zusammenhing (Abb. 5.13). Die fehlerhafte Lokalisation von
LAP2a und Nesprin2, wie auch der transkriptionell aktiven Form der RNA-Polymerase II und
LAP2q, betraf dieselben Patientenfibroblastenzellen. Diese Resultate bestatigten die Annahme,
dass die Reduktion von Nesprin2 Giant durch die Mutation LMNA S143F, die Lokalisierung
bestimmter Kernproteine, die mit der Kernmembran interagieren, beeintrachtigte. Im
Umkehrschluss konnte dies auch dadurch bestdtigt werden, dass Nesprin2 Giant-positive
Patientenzellen nicht nur eine normale Kernmorphologie, sondern auch eine wildtypische
Verteilung von verschiedenen Kernproteinen aufwiesen (Daten werden nicht gezeigt). Somit
scheint die korrekte Verteilung von Nesprin2 Giant nicht nur die morphologischen Effekte der
Mutation LMNA S143F auf die Kernmembran, sondern auch die Veranderungen der
Chromatinstruktur und die negative Beeinflussung der Genexpression in den Patientenzellen, zu

~kompensieren®.

Der beobachtete zelluldre Phanotyp in LMNA S143F Fibroblasten war nicht die Folge von
apoptotischen Vorgangen, induziert durch negative Auswirkungen der Mutation LMNA S143F auf
zelluldre Vorgange. Dies bestatigen Analysen zur Bestimmung der Apoptoserate mittels
Durchflusszytometer-Analysen (Abb. 5.16 A). Dieses Resultat vermittelte auch die Messung der
Apoptose-typischen Fragmentierung der DNA. Auch hier war nach TUNEL-Assays keine
Unterschiede zwischen Kontroll- und Patientenzellen zu beobachten (Abb. 5.16 B).

Eine andere Frage war, inwiefern zellzyklusabhdngige Prozesse in den Patientenzellen eine Rolle
spielten. Messungen mit dem Durchflusszytometer zeigten in Patienten- und Kontrollzellen
einen synchronen Verlauf des Zellzyklus (Daten werden nicht gezeigt). Zwar war der Anteil
apoptotischer Zellen unter den Patientenzellen ab Passage 24 geringfligig erhdht, was aber an
der kirzeren Lebensspanne der LMNA S143F-Zellen lag, die durchschnittlich zwischen den

Passagen 24 bis 26 sterben. Augrund dessen wurden flir Experimente nur Zellen bis zu einer



Passage von 22 verwendet. Zusammengenommen kann durch diese Resultate ausgeschlossen
werden, dass die beobachteten zellularen Abnormitaten in den LMNA S143F-Fibroblasten durch

apoptotische oder zellzyklusabhéngige Vorgange induziert waren.

6.1.5 Die ektopische Expression von LMNA S143F-GFP ruft den fur

Patientenfibroblasten charakteristischen Phanotyp hervor

Verschiedene Transfektionsstudien bestatigten, dass die Mutation LMNA S143F der Ausldser des
beobachteten patho-physiologischen zelluldren Phanotyps war. So zeigten fluoreszenz- und
elektronenmikroskopische Analysen nach ektopischer Expression von LMNA S143F-GFP in
wildtypischen Fibroblasten &hnliche morphologische Abnormitdten wie in LMNA S143F-
Patientenzellen (Abb. 5.14). Allerdings war das Auftreten von morphologischen Kern-
deformationen, wie Blaschen und Ausstllpungen der Kernmembran, weniger stark ausgepragt
als in den Patientenzellen. Diese Beobachtung lasst sich dadurch erkldren, dass neben dem
mutierten S143F-Lamin A/C auch endogenes wildtypisches Lamin A/C exprimiert und dadurch
die Struktur der Kernhiille stabilisiert wurde und den pathologischen Effekt des LMNA S143F-
GFP etwas ,abmilderte".

Weiterhin wurde analysiert, ob die Starke der Expression von Nesprin2 Giant die Auspragung
der morphologischen Kerndeformationen beeinflusste. Dazu wurde LMNA S143F-GFP in Zellen
Uberexprimiert die sich stark in der Starke der Expression von Nesprin2 Giant unterschieden.
Die Untersuchungen ergaben, dass in humanen Keratinozyten (HaCaT-Zellen), welche groBe
Mengen von Nesprin2 Giant exprimieren, keine morphologischen Defekte induziert wurden. Im
Gegensatz dazu zeigten Zellen, die nur geringe Mengen von Nesprin2 Giant exprimieren, starke
morphologischen Abnormitdten der Kernhiille (Kooperation mit Y. Like). Diese Resultate
unterstiitzen die Hypothese, dass die Anwesenheit von Nesprin2 Giant den pathologischen
Effekt der LMNA S143F-Mutation auf die Kernhill-Morphologie ,abfing".

Auch konnte bestatigt werden, dass die Expression von LMNA S143F-GFP die Lokalisation von
Kernproteinen beeinflusste. Wie schon in Patientenzellen festzustellen war, konnte auch in
LMNA S143F-GFP-exprimierenden Zellen eine abnormale Lokalisation der transkriptionell aktiven
Form der RNA-Polymerase II und des LAP2a-Proteins beobachtet werden.
Zusammengenommen identifizieren diese Resultate die Mutation LMNA S143F als primaren

Ausloser des anormalen zelluldren Phanotyps.

6.1.6 Einfluss der Mutation LMNA S143F auf die Struktur und Dynamik der Lamina

Zur Klarung der Atiologie der aus der Mutation LMNA S143F resultierenden Erkrankung, wurden
verschiedene Untersuchungen durchgeftihrt, die die Auswirkungen der Mutation auf die Struktur
der Lamine, bzw. der Kern-Lamina naher beleuchten. Wie schon erwahnt, bilden Lamine coiled-

coil-Dimere, die sich longitudinal zu head-to-tail Protofilamenten zusammenlagern und diese,



durch antiparallele laterale Zusammenlagerung, Polymere héherer Struktur bilden (siehe 2.2;
Stuurman et al., 1998; Strelkov et al., 2002, 2004).

Es ist bekannt, dass im Bereich der Subdomane 1B, in welcher die Mutation LMNA S143F
vorzufinden ist, noch andere Laminopathie-auslésende Mutationen liegen. So I6st der AS-
Austausch an der Position Ser143 durch Prolin (S143P) die familidre dilatative Kardiomypathie
aus (Karkkdinen et al., 2004; siehe 2.4). Auch scheint der Bereich eine wichtige Rolle als
Ausloser von progeroiden Erkrankungen zu spielen. Die Mutationen R133L und L140R sind
verantwortlich flir das atypische Werner-Syndrom (Chen et al., 2002) und die Mutation E145K
l6st HGPS aus (Eriksson et al., 2003). Die Haufungen von Mutationen in diesem Domanen-
abschnitt lassen darauf schlieBen, dass die Subdomdne 1B ein wichtiger Faktor zur
Aufrechterhaltung der strukturellen Integritat der Lamina ist. Die coiled-coil-Struktur zeigt eine
charakteristische Periodizitat in der Abfolge von 7 Aminosauren (a-f). Die Mutation S143F liegt
an Position ¢ in der konservierten Heptadwiederholungs-AS-Sequenz, die den AuBenbereich der
coiled-coil-Struktur markiert. Das bedeutet, dass der Austausch der neutralen AS Serin durch
die groBe hydrophobe AS Phenylalanin nicht zu einer Stérung in der Dimerbildung fiihrt,
sondern vielmehr die Formierung von Protofilamenten bzw. héheren Strukturen und somit auch
molekulare Interaktionen beeinflusst werden (siehe 5.1.1; Burkhard et al., 2001; Strelkov et al.,
2004). So wurde schon bei der Mutation LMNA E145K berichtet, dass nicht die Dimerisierung,
sondern die Bildung von Polymeren gestort war (Wiesel et al., 2008). Demnach kdnnte die
Mutation LMNA S143F einen dominant negativen Effekt auf die Zusammenlagerung und
Dynamik der Lamine haben. Dieses Modell wird von der Beobachtung der Misslokalisation von
Lamin A/C und Lamin B in LMNA S143F-Fibroblasten unterstiitzt. Serine sind auch potentielle
Ziele fir Phosphorylierungen von Aminosauren. Eine bioinformatische Studie zur Position
Ser143 berechnete eine mdgliche Phosphorylierung des Serins von 72 % voraus.
Interessant ist hierbei, dass die Phosphorylierung von Laminen lediglich die Polymerisation
der Lamine beeinflusst, die Dimerisierung hingegen ist nicht betroffen (Gerace und Bloble,
1980; Newport und Spann, 1987; Heitlinger et al., 1991; Nigg 19923, b).

Erste Hinweise auf eine veranderte Struktur der S143F-Lamine lieferten FRAP-Analysen, die
zeigten, dass LMNA S143F-Fusionsproteine eine geringere Mobilitdt gegeniliber dem wild-
typischen Lamin A-GFP aufwiesen (Abb. 5.17 A, B). Im Gegensatz dazu steht die Beobachtung,
dass in den Laminopathie-auslésenden Mutationen wie L85R und L530P, die nicht in Bereichen
liegen die fir die Polymerisation der Lamine verantwortlich sind, die Mobilitdt des Lamin A
erhoht ist (Gilchrist et al., 2004). Der Einbau der groBen AS Phenylalanin schien tatsachlich die
Zusammenlagerung der Lamine A/C zu héheren Laminstrukturen zu verandern. Die Substitution
der AS flhrte zu einem stabileren Einbau des Lamin A/C in die Lamina und folglich zu einer

verringerten Dynamik der Kern-Lamina. Eine reduzierte Dynamik konnte auch schon nach



Expression des HGPS-auslésenden A50-Lamin A-GFP in humanen Fibroblasten nachgewiesen
werden (Dahl et al., 2006).

Bestatigt wurde diese These durch biochemische Proteinextraktionsstudien von Lamin A/C aus
LMNA S143F-Fibroblasten /in vitro (Abb. 5.18). Das mutierte Lamin A/C zeigte im Vergleich zu
wildtypischen Lamin A/C eine deutlich reduzierte Loslichkeit. Das S143F Lamin A/C schien eine
starkere Bindung innerhalb der Lamina einzugehen, was eine reduzierte Loslichkeit und dadurch
eine geringere Mobilitat des Lamins zur Folge hatte.

Inwieweit die Mutation die Bildung von Lamin-Polymeren beeinflusste, wurde durch /n-vitro
Rekonstitutionen von Lamin-Polymeren und der Analyse der gebildeten Parakristalle ndher
beleuchtet. Laminfilamente entstehen, wie schon beschrieben, indem sich 50-52 nm lange
Lamin-Dimere zu polaren Kopf-Schwanz-Polymeren zusammenlagern. Das unterscheidet sie von
zytoplasmatischen Intermediarfilamenten, die antiparallele Tetramere ausbilden (Gieffers und
Krohne, 1991). AnschlieBend lagern sich diese Protofilamente antiparallel lateral zu Polymeren
zusammen (siehe 2.2; Stuurman et al., 1998; Strelkov et al., 2002, 2004).

50 nm

Abb. 6.1: Zusammenlagerung der Laminfilamente und Ausbildung der Parakristalle. Das axiale hell-dunkel
Banderungsmuster kommt durch die um 50 % versetzte Zusammenlagerung der Kopf-Schwanz-Polymere zustande
(Abbildung aus Diplomarbeit T. Kleinhenz, 2007).

Durch weitere laterale Interaktionen bilden sich die Parakristalle aus (Abb. 5.19; 5.20 A),
welche ein quer orientiertes Bandenmuster mit einer axialen Wiederholung von ca. 25 nm
zeigen (Heitlinger et al., 1991). Das Bandenmuster der hell-dunkel-Wiederholungen erklart sich
durch die um 50 % versetzte Zusammenlagerung der Kopf-Schwanz-Polymere (Abb. 6.1).

Die Analysen zeigten eine signifikante Verklirzung der axialen Banderungsmuster in Lamin-
Polymeren zwischen S143F- und wildtypischen Parakristallen (Abb. 5.20 B). Den dominant-
negativen Effekt der Mutation LMNA S143F auf die Zusammenlagerung von Laminfilamenten zu
Parakristallen konnte durch Simulationen des heterozygoten Zustandes, durch Bildung von
Parakristallen aus wildtypischen und mutierten Laminen, nachgewiesen werden. Auch hier sind
die Wiederholungen im Banderungsmuster verkirzt (Daten werden nicht gezeigt). Verursacht
werden konnte diese Verkiirzung in der axialen Zusammenlagerung der Protofilamente zu

Polymeren durch einen ,Knick™ im Lamin-Dimer, aufgrund des Einbaus der groBen Aminosaure



Phenylalanin in der Subdomane 1B. Da diese strukturelle Veranderung in dem Bereich liegt, der
fur Formierung von Protofilamenten bzw. héheren Strukturen verantwortlich ist, wird auch erst
die Bildung von Polymeren in Form von Parakristallen beeinflusst. Interessant dabei ist, dass
gleiche Analysen der Struktur von Parakristallen, formiert aus dem EDMD-ausldésenden Lamin
R545C, keine Veranderungen der axialen Wiederholungen der Banderungsmuster aufwiesen.
Diese Mutation liegt aber nicht im Bereich, der flir die Formierung von Protofilamenten bzw.
hoheren Strukturen zustandig ist, sondern im C-terminalen Bereich des Lamins A/C. Dies
bestatigt die Hypothese, dass Veranderungen in der Zusammenlagerung bzw. der Struktur der
Lamin-Polymere, flir die verdanderte Dynamik, L&slichkeit und molekularen Interaktionen
verantwortlich sind. Die durch den Einbau der groBen hydrophoben Aminosdure Phenylalanin
auftretenden Spannungen in den Lamin-Polymeren, kdnnten sich im Verlauf der Formierung zu
héheren Strukturen soweit addieren, dass es zu einer Ruptur der Lamina kommt. Dies kénnte in
der Auspragung von morphologischen Defekten der Kern-Lamina, wie in der Bildung von
Blaschen, resultieren.

Um den Einfluss der Mutation LMNA S143F bei der Formation von Protofilamenten bzw. héheren
Strukturen in vitro nachzuweisen, wurden Bimolekular Fluorescence Complementation (BiFC)-
Studien durchgefiihrt. Bei BiFC werden zwei Proteine an jeweils eine nicht-fluoreszierende
Halfte des Fluorophors YFP gekoppelt. Die Bildung eines funktionellen Fluorophors durch
Komplementierung der beiden Fluorophor-Halften ist ein Indikator fiir die Interaktion der
Fusionsproteine in lebenden Zellen und fiihrt zu einem gelben fluoreszierendem Signal. BiFC,
und damit ein Fluoreszenzsignal, kommt zustande, wenn die YFP-Fragmente durch ihre Fusions-
partner in Kontakt treten, was bedeutet, dass diese innerhalb einer Distanz von weniger als 100
R bzw. 10 nm miteinander assoziieren (Hu et al. 2002).

Diese Untersuchungen belegten, dass sich zum Einen Heteropolymere aus wildtypischen Lamin
A und mutiertem Lamin A S143F als auch Homopolymere /in vivo formierten. AuBerdem
lokalisierten die Lamin-Heteropolymere sowie die wildtypischen Homopolymere korrekt in der
Lamina. Im Gegensatz dazu beeinflusste die Bildung von mutierten Lamin S143F-
Homopolymeren deren korrekte Lokalisation in der Lamina, sowie die Kernmorphologie der
transfizierten Zellen /in vivo. Allerdings ist es schwer eine Aussage zu treffen, auf welcher Ebene
der Lamin-Polymerisation ein YFP-Signal zustande kam. Mit der Methode der BIFC kann nur
eine Aussage getroffen werden dass die Proteine innerhalb einer Distanz von weniger 10 nm
miteinander assoziieren. Da die Polymerisierung der Lamine bis hin zur lateralen Zusammen-
lagerung von Protofilamenten in einem Bereich stattfindet, der kleiner ist 10 nm, kénnte ein
BIFC-Signal durch die Dimerisierung zweier Konstrukt-Kombinationen, aber auch erst durch die
laterale Zusammenlagerung zweier Konstrukt-Kombinationen ausgeldst werden. Es kann somit

keine eindeutige Aussage getroffen werden wodurch die Misslokalisationen des YFP-Lamin A/C,



bzw. die Kerndeformationen nach Transfektion mit den zwei S143F-Konstrukt-Kombinationen,
zustande kommt. Es kénnte daflir eine Veranderung in der Bildung von Protofilamenten, aber
auch eine fehlerhafte Dimerisierung von Lamin S143F verantwortlich sein.

Auch kénnen geringfiigige strukturelle Abweichungen im Aufbau der Lamina die molekularen
Interaktionen beeinflussen. So ist bekannt, dass die Aktivitdt der Polymerase II von einem
korrekten Lamingerist abhdngig ist (Reichart et al., 2004). Lamin A-Mutationen wirken sich
auch negativ auf die Interaktionen mit anderen Proteinen der inneren Kernmembran aus, wie
Emerin (Fairley et al., 1999), LAP2 (Markiewicz et al., 2002) und den SUN-Proteinen (Crisp et
al., 2006). Mittels Enzyme Linked Immunosorbent Assays (ELISA) und ,Pull-Down-Assays" sollte
Uberpriift werden, auf welcher Ebene der Lamin A-Polymerisierung - die Stufe der
Dimerisierung, oder aber die Stufe der Protofilamentbildung bzw. die Bildung héher geordneter
Strukturen - diese Bindungsaffinitaten beeinflusst wurden (siehe auch 5.1.16). Trotz
mehrmaliger Versuche mit verschiedenen Versuchs-Parametern konnten keine einheitlichen
Ergebnisse erzielt werden (siehe auch 5.1.16). Die erhaltenen Resultate konnten somit keinen
Aufschluss liber mogliche Unterschiede der Bindungsaffinitdten auf der Ebene der gebildeten

Laminfilamente geben.

Momentan existieren mehrere sich Uberlappende Hypothesen, die versuchen die Patho-
physiologie der Laminopathien zu erklaren. Die strukturelle Hypothese geht davon aus, dass
Mutationen im Lamin A/C die strukturelle Integritdt der Lamina und dadurch die der Zellkerne
negativ beeinflussen. Das Genexpressionsmodell basiert auf der Tatsache, dass Lamin A/C mit
Chromatin und Chromatin-assoziierenden Faktoren interagiert. Mutationen im Lamin A/C
kdnnten diese Interaktionen beeintrachtigen und somit die Genregulation negativ beeinflussen,
was die Pathophysiologie der Erkrankung erklaren kénnte (Hutchinson und Worman, 2004;
Worman und Courvalin, 2004). Die prasentierten Daten sprechen daflir, dass beide erwahnten
Hypothesen eine Rolle in der Pathogenese der LMNA S143F-Patientenzellen spielen. Auch
scheint es so, dass die veranderte Genexpression eine Folge strukturellen Veranderungen der

Lamina ist und somit die eine Hypothese auf der anderen aufbaut.

6.2 Die Mutation LMNA R545C

Die Mutation LMNA R545C im Lamin A-Protein ist ein Ausldser einer sehr gravierenden Form der
autosomal-dominanten Form der Emery-Dreifuss-Muskeldystrophie (AD-EDMD). Diese hetero-
zygote Punkt-Mutation flhrt zu einem Aminosaureaustausch von Arginin durch Cystein an der
Position 545 (R545C) im carboxyterminalen Bereich des LMNA Gens. Es sind bisher zahlreiche
Mutationen im gesamten Bereich des LMNA Gens bekannt, welche EDMD herbeifiihren. Die

Erkrankung manifestiert sich meist in der zweiten Lebensdekade und ist durch Merkmale wie



frih auftretende Kontrakturen der Achillessehnen, Wirbelsdule, Ellenbogen und postzervikalen
Muskeln und progressive Muskelschwache bzw. -atrophie charakterisiert. Da die Krankheit nur
relativ langsam fortschreitet, bleiben die meisten Patienten bis Uber das 40. Lebensjahr hinaus
gehfahig. Die gravierendsten Veranderungen zeigen sich jedoch am Herzmuskel durch
Kardiomyopathie und Herzreizleitungsstérungen von Sinusbradycardie bis hin zur Blockade des
Herzmuskels (Emery, 1989). Die Mutation LMNA R545C lést einen sehr schwerwiegenden
Phanotyp der EDMD mit friihzeitigem Verlust der Mobilitdt, ausgepragter Skoliose, sowie einer
schwerwiegenden Herzinsuffienz ab dem 18. Lebensjahr, aus. Diese Mutation scheint nicht
vererbbar zu sein, da in keinem der anderen untersuchten Familienmitglieder, einschlieBlich der

Mutter, diese Mutation nachgewiesen werden konnte.

6.2.1 LMNAR545C Myoblasten zeigen morphologische Defekte des Zellkerns

Auch die LMNA R545C-Myoblasten zeigten morphologische Defekte des Zellkerns, wie schon
anhand der LMNA S143F-Patientin oder anderen Patienten mit Laminopathien berichtet wurde
(Sabatelli et al., 2001; Fidzianska et al., 2003; Goldmann et al., 2004; Adelfalk et al., 2005;
Jacob et al., 2005; Kandert et al., 2007). Es konnten Ausstllpungen bis hin zur Blaschenbildung
der Kernhiille festgestellt werden. Die Auspragung war allerdings im Gegensatz zu den LMNA
S143F-Fibroblasten lokal begrenzt, so war z.B. keine Bildung von groBvolumigen Mikronuklei zu
beobachten (Abb. 5.22 b, b’). Ebenso war bei diesen mutierten Myoblasten das Auftreten der
Kerndeformationen abhdngig vom Alter der Zellen (Abb. 5.22 B). Eine interessante
Beobachtung war, dass Laminopathie-auslésende Mutationen nicht immer zu gleichen
pathogenen Phanotypen der Kernmorphologie, sondern zu verschiedenartigen Auspragungen
von morphologischen Kernveranderungen in Patientenzellen flihren (Abb. 5.22 A). Ein ahnlicher
Vergleich der Kernabnormitaten bei Zellen von Laminopathie-Patienten konnte bisher noch nicht

gezeigt werden.

6.2.2 Einfluss der Mutation LMNA R545C auf die Lokalisation von Proteinen der

inneren Kernhulle sowie von Markern von aktivem und inaktivem Chromatin

Wie zu erwarten war, konnten nicht nur morphologische Abnormalitaten des Zellkerns, sondern
ebenso eine veranderte Verteilung von Lamin A/C und Emerin in LMNA R545C-Myoblasten
festgestellt werden (Abb. 5.23). Diese Beobachtungen wurden auch schon bei anderen
Laminopathie-Patienten getroffen (siehe 6.1.2, FPLD: Vigouroux et al.,, 2001; AD-EDMD:
Favreau et al., 2003, Reichert et al.; 2004). Die Verteilung anderer Kernproteine, wie LAP2 und
Lamin B war im Gegensatz zu den LMNA S143F-Fibroblasten interessanterweise unverandert.
Allerdings war die Organisation und Topologie des Chromatins in den LMNA R545C-Zellen
verandert. So konnte in einem Drittel der Patientenzellen eine Akkumulierung von
trimethyliertem Histon H3 (H3K27me3) beobachtet werden (Abb. 5.25). Trimethyliertes Histon



H3 dient als ein Marker von Heterochromatin und einer Abschaltung der Transkription
(Chadwick und Wilard, 2004). Es konnte schon bei anderen Laminopathien festgestellt werden,
dass die Expression von trimethyliertem Histon H3 verdndert war (Shumaker et al.; 2006,
Ostlund et al.; 2008). Dass die Transkription in den LMNA R545C-Myoblasten ebenso beeinflusst
war wie in den LMNA S143F-Fibroblasten, konnte auch die Untersuchung der Verteilung der
RNA Polymerase II bestdtigen (Abb. 5.24 A, B). Wie bereits in 6.1.2 erwahnt, ist bekannt, dass
eine veranderte Kernorganisation zu Abnormalitdten in der Genexpression flihren kann (Filesi et
al., 2005; Goldman et al., 2004; Reichart et al., 2004) und eine veranderte Laminorganisation
die Polymerase II-abhdngige Transkription inhibiert (Spann et al., 2002). Weiterhin ist aus
einigen Publikationen bekannt, dass Lamine zusatzlich an der Bildung und Aufrechterhaltung
funktionaler hdher geordneter Chromatinstrukturen beteiligt sind (Gotzmann und Foisner,
1999). Typ A-Lamine kénnen direkt mit Chromatin durch ihre C-terminale Domane interagieren
(Stierle et al., 2003), in deren Bereich die Mutation LMNA R545C liegt. Aber nicht nur die
Laminorganisation, sondern auch die veranderte Verteilung von Emerin kénnte die divergente
Transkription erklaren. Es wurde gezeigt, dass Emerin /n vitro einen Komplex mit Lamin A und
GCL, einem transkriptionellem Repressor, bilden kann (Holaska et al., 2003). AuBerdem ist
Emerin mit der Kern-Lamina assoziiert und Lamin A fiir die Verankerung von Emerin in der
inneren Kernmembran essentiell (Sullivan et al., 1999; Tsuchiya et al., 1999). Durch eine
veranderte Struktur der Lamine kdnnte somit dieser Komplex und damit die Transkription in
LMNA R545C-Zellen manipuliert werden.

Diese Resultate bestdtigen die Hypothese der veranderten Genexpression, welche besagt, dass
Laminopathie-verursachende Mutationen, neben der strukturellen Integritdt des Zellkerns,
ebenso direkt oder indirekt die transkriptionelle Aktivitat und die Chromatinorganisation

beeinflussen kdnnen.

6.2.3 Myoblasten von Patienten mit der Mutation LMNA R545C zeigen Anzeichen

einer Seneszenz und proteasomaler Inhibierung

Die Beobachtung der zelluldren Seneszenz in Verbindung mit einer mdglichen Inhibierung des
Proteasoms in den R545C-Myoblasten konnte bisher in noch keiner anderen Laminopathie-
auslésenden Mutation nachgewiesen werden. Der Funktionsverlust des Proteasoms konnte
durch die Aggregation des 20S-Proteasoms an ,promyeolocytic leukemia® (PML)-Kérperchen,
sowie der Akkumulation von p21 im Kern nachgewiesen werden. Diese PML-K&rperchen, die
Zentren des proteolytischen Abbaus bilden (Rockel et al., 2005; Wojcik und DeMartino, 2003),
sind ein Indikator fiir zelluldren Stress und reprdsentieren Bereiche, in welchen wichtige
Faktoren in Folge von zelluldrem Stress post-transkriptionell modifiziert werden (Dellaire et al.,
2004).



Wie neueste Studien zeigten regelt Lamin A die Produktion von ROS (,reactive oxygen
species"), senkt damit die Oxidation innerhalb der Zelle und sorgt fiir ein vermindertes
Auftreten zellularer Seneszenz. Der zugrunde liegende Mechanismus ist die Formation von
Intra- und Inter-molekularen Disulfidbriicken durch die Cystein-Aminosauren im C-terminalen
Schwanz des Lamin As. Dadurch wird die Bildung von ROS und damit die zelluldre Oxidation
reduziert. So wurde bei Lamin A-Mutanten, deren Aminosdure Cystein durch Alanin ersetzt war,
beobachtet, dass Lamin A nicht mehr in der Lage war korrekte Disulfidbriickenbindungen
auszubilden. Dies hatte dramatische Effekte auf die Kernmorphologie der Zelle und flihrte zu
vorzeitiger Seneszenz in Folge einer herabgesetzten Toleranz gegeniliber oxidativem Stress und
ROS-induzierter DNA-Schadigung (personliches Gesprach mit C. Hutchinson; Durham University,
Durham). Bei der Laminmutation R545C ist zwar ein Arginin durch ein zusatzliches Cystein
ersetzt - der umgekehrte Fall also - aber dieses Cystein kdnnte auch die Inter- bzw.
Intramolekularen Disulfidbriickenbindungen beeinflussen. Dadurch koénnte auch hier die
verminderte Toleranz gegeniber erhdhtem oxidativem Stress und damit die beobachtete
zelluldre Seneszenz erklart werden. Die Erhdhung der oxidativen Stimuli in den R545C-Zellen
kdnnte zu einer Anreicherung oxidierter Proteine an Zentren des proteolytischen Abbaus (PML-
Kdrperchen) fiihren. Diese Anreicherung von oxidierten Proteinen kann einen Funktionsverlust
der Proteasomen zur Folge haben (Davies et al., 2006). Der Einfluss der Mutation LMNA R545C
auf die korrekte Bildung von Disulfidbriicken koénnte somit auch ein weiterer Ausléser der
beobachten morphologischen Kerndeformationen sowie der Umstrukturierung des Chromatins
sein. Eine Erhéhung der ROS konnte interessanterweise schon in LMNA-Mutationen, die zu FPLD

fuhren, beobachtet werden (Caron et al.; 2007).

6.2.4 Die Zell-Differenzierung der Myoblasten von Patienten mit der Mutation
LMNA R545C ist unterdrickt

Es wurde bereits dargelegt, dass bei EDMD-Patienten die Expression von Proteinen, die eine
Schisselrolle im Rb (Retinoblastoma)-Signalweg spielen, verandert ist. Das Protein
Retinoblastoma ist eine wichtige Komponente im E2F-vermittelten Zellzyklusarrest und in der
MyoD-vermittelten Induktion der spaten Myogenese (siehe auch 2.2.3 und 2.4.1.4; Classon und
Harlow, 2002; Frolov und Dyson, 2004). In den R545C-Vorlaufer-Myoblasten war zu
beobachten, dass die Induktion von MyoD, sowie die Anreicherung von pRb, stark reduziert
waren. Das ist ein Indiz dafir, dass die Differenzierung sehr friih unterbunden wurde.

Das Retinoblastoma-Protein bildet einen Komplex mit Typ A-Laminen und dem Lamina-
assoziiertem Polypeptid 2 alpha (LAP2a). Dieser Komplex bindet an den E2f-DP3-Komplex. Erst
wenn pRb aus diesem Komplex dissoziiert, werden zellzyklus-abhdngige Gene aktiviert (Mancini

et al., 1994; Markiewicz et al., 2002, Dorner et al., 2006). Eine mogliche Ursache fiir die



Erniedrigung von pRb und die resultierende Inhibierung der Myogenese-Induktion kénnte eine
fehlerhafte Bildung des Komplexes sein, aufgrund der LMNA R545C-Mutation. Daraus kénnten
eine vorzeitige Dissoziation und ein damit verbundener Abbau von pRb einhergehen. Eine
andere Erkldrung des verminderten Differenzierungs-Potentials legten zwei Studien dar, die
postulieren, dass es in Lamin A bzw. Emerin-,Knockout"-Muskelgeweben zu einem Miss-
verhaltnis in der Starke der Expression zwischen MyoD und Rb im Rb/MyoD-Signalweg kommt.
Diese Deregulierung hat eine Abnahme der Differenzierung zur Folge (Melcon et al., 2006).

6.2.5 Einfluss der Mutation LMNA R545C auf die Struktur und Dynamik der Lamina

Auch an LMNA R545C-Myoblasten wurden zur Kldrung der Atiologie der resultierenden
Erkrankung Untersuchungen durchgefiihrt, die die Auswirkungen der Mutation auf die Struktur
der Lamine bzw. der Kern-Lamina naher beschreiben. Im Gegensatz zu der Mutation LMNA
S143F, die im Bereich der Subdomane 1B und damit in der coiled-coil-Struktur liegt, ist die
Mutation LMNA R545C im carboxyterminalen Bereich des Lamin As, auBerhalb der
19 (,/mmunglobulin-like*)-Domane, zu finden. Da dieser Bereich nicht fiir die Dimerisierung
bzw. Polymerisierung der Lamine verantwortlich ist, kann spekuliert werden, dass nicht die
Netzwerk-Struktur der Lamine, sondern intermolekulare Interaktionen zu anderen Proteinen
gestdrt wurden (Burkhard et al., 2001; Strelkov et al., 2004).

Bestatigt wurde diese These durch die Bildung von Lamin-Polymeren aus R545C Lamin A durch
in-vitro Rekonstitutionen und der Analyse der gebildeten Parakristalle. Im Gegensatz zu der
Mutation LMNA S143F zeigten Analysen keine signifikanten Verkiirzungen der axialen
Banderungsmuster in Lamin-Polymeren zwischen R545C- und wildtypischen Parakristallen (Abb.
5.20 B). Auch die Simulationen des heterozygoten Zustandes, durch Bildung von Parakristallen
aus wildtypischen und mutierten Laminen, zeigten keine Unterscheide (Daten werden nicht
gezeigt). Das verstarkt die Annahme, dass diese Mutation nicht die Formierung von
Protofilamenten bzw. hdéheren Strukturen, wie es bei der Mutation LMNA S143F der Fall ist,
beeinflusste. Mutationen auBerhalb des coiled-coil-Doméanenbereichs scheinen keine Aus-
wirkungen auf die Struktur der Parakristalle zu nehmen.

Die Auspragung von morphologischen Defekten der Kern-Lamina, wie in der Bildung von
Blaschen, kénnte durch verdnderte Interaktionen mit anderen integralen Kernproteinen, die
ebenfalls eine Rolle in der strukturellen Integritat der Kernhiille spielen, zu erkldaren sein. Ein
Hinweis darauf kénnte die massiv gestorte Lokalisation des inneren Kernhiillproteins Emerin
geben (Abb. 5.23). Ein weiterer Aspekt hinsichtlich der Auspragung der Kerndeformationen
kdnnte der Einfluss der Mutation LMNA R545C auf die korrekte Bildung von Disulfidbriicken sein
(siehe auch 6.2.3).



Mittels Enzyme Linked Immunosorbent Assays (ELISA) sollte auch bei dieser Mutation Uberpriift
werden, auf welcher Ebene der Lamin A-Polymerisierung - die Stufe der Dimerisierung oder
aber die Stufe der Protofilamentbildung bzw. die Bildung héher geordneter Strukturen - diese
Bindungsaffinitdten beeinflusst wurden (siehe auch 5.1.16). Auch hier konnten keine
einheitlichen Ergebnisse erzielt werden (siehe auch 5.1.16).

Die gewonnen Resultate bestdtigen auch hier das Genexpressionsmodell, welches aussagt, dass
Lamin A/C mit Chromatin und Chromatin-assoziierenden Faktoren interagiert. Mutationen im
Lamin A/C kdnnten diese Interaktionen beeintrachtigen und somit die Genregulation negativ
beeinflussen, was die Pathophysiologie der Erkrankung mit erkldren kdnnte (Hutchinson und
Worman, 2004; Worman und Courvalin, 2004). Weiterhin scheint die Mutation auch die Balance
zwischen Proliferation und Differenzierung zu beeinflussen, was das Modell des veranderten
Zellzyklus bzw. Differenzierung unterstiitzt (Dorner et al., 2006; Johnson et al., 2004;
Markiewicz et al., 2002). Die prasentierten Daten sprechen daflir, dass beide erwahnten
Hypothesen eine Rolle in der Pathogenese der LMNA R545C-Patientenzellen spielen. Einzigartig
fir diese Mutation sind die beobachtete Seneszenz der Myoblasten und die Verdanderung der
Funktion des Proteasoms. Dies kdnnte mdglicherweise ein Hinweis auf eine erhéhte Oxidation in
diesen Zellen sein, aufgrund veranderter Disulfidbriickenbindungen im Lamin A.

6.3 Abschliesende Anmerkungen und Ausblick

Um festzustellen, ob die gefundenen Veranderungen in der Zusammenlagerungen bzw. der
Struktur der S143F-Lamin-Polymere neben der Dynamik und Loslichkeit auch die molekularen
Interaktionen zu anderen Kernproteinen beeinflussen, miissen weitere Bindungsstudien mittels
Enzyme Linked Immunosorbent Assays (ELISA) durchgefiihrt werden. Der Schwerpunkt dabei
sollte zunachst darin liegen, eine konstante bzw. homogene Umsetzung der zu testenden Lamin
A-Filament-Lésungen zu frei rekonstituierten Filamenten zu gewahrleisten, um somit
vergleichbare Resultate zu erhalten. Ferner wadren Overlay-Blot-Assays, weitere Pulldown-
Versuche sowie ,yeast-to-hybrid"-Experimente" Mdglichkeiten, Bindungsanalysen von Lamin-A-
Mutanten /n vitro durchzufiihren. Auch kdnnten proteomische Vergleichsanalysen verschiedener
EDMD und Progerie-auslésenden Lamin-A-Mutanten und wildtypischem Lamin A Aufschluss tber
Affinitatsunterschiede zu putativen Bindungspartnern geben. Es sollte abgeglichen werden,
inwieweit andere Mutationen im coiled-coil-Bereich des Lamin A-Proteins die Polymerstruktur
bzw. die intermolekularen Bindungsaffinitaten, @hnlich wie die LMNA S143F-Mutation, beein-
trachtigen.

Unterschiede in diesem Proteinpool kénnten Hinweise auf veranderte Bindungsaffinitdten geben
und somit mégliche Interaktionen identifizieren, die fiir die Atiologie der Laminopathien

verantwortlich sind.



Ein weiterer Ansatzpunkt wére die Uberpriifung des Oxidationsgrades bzw. der ROS (reactive
oxygen species)-Konzentration in LMNA R545C-Myoblasten. Eine Erhéhung des ROS gegeniiber
wildtypischen Myoblasten kodnnte ein Hinweis auf veranderte Disulfidbriickenbindungen
innerhalb des Lamin As geben und somit die Seneszenz, sowie die beobachteten
morphologischen Kerndeformationen erklaren.

Um weitere Erkenntnisse bezliglich der verdanderten Genexpression zu erlangen, wadre ein
anderes Ziel, sich auf die Bindungseigenschaften der LMNA-Mutanten zu Transkriptionsfaktoren
und Chromatin-assoziierten Proteine zu fokussieren. Es ist bekannt, dass Lamin B1 Uber
spezifische DNA-Regionen, den so genannten LADs (Lamina-assozierte Domanen) an
Chromatin bindet (siehe 2.2.3). Weiterhin wurde gezeigt, dass die Genexpression in Bereichen
dieser LADs herunterreguliert ist (Guelen et al., 2008). Ein interessanter Versuchsansatz ware
zu Uberpriifen, ob Lamin A ebenso wie Lamin Bl (iber LADs an Chromatin bindet. Somit
konnten LMNA-Mutationen in Bereichen der LADs, bzw. mutationsbedingte Struktur-
veranderungen der Lamina in diesen Domanen, die Bindung zu Chromatin beeinflussen. Dies
kdnnte weiterer Ansatz zur Erkldrung der veranderten Genexpression sein.

Ein anderes viel versprechendes Experiment wére die Uberpriifung der Topographie der
Chromosomen in den morphologischen Kerndeformationen wie ,blebs" oder Mikrokernen von
Patientenzellen. Uber bestimmte Techniken l&dsst sich Aufschluss erlangen, ob in diesen
Strukturen Gene in aktiver oder inaktiver Form vorliegen (Cramer et al., 2006). Dadurch kénnte
abgeglichen werden, ob die Akkumulation von transkriptionell aktiver RNA Polymerase II mit
Bereichen aktiver Gene Ubereinstimmt.

Nach der Charakterisierung verschiedener Lamin A-Bindungspartner, bzw. der verdnderten
Bindungsaffinitadten dieser Proteine zu verschiedenen Lamin A-Mutanten, kdnnte das Zebrafisch-
Modell ndheren Aufschluss bringen, welche Rolle diese Proteine in der Muskeldifferenzierung
spielen. Der Zebrafisch ist ein gutes Modell, um die Entwicklung von Gewebe und Organen zu
untersuchen. Mittels Morpholino-Oligonukleotide kdnnten diese Lamin A-Bindungspartner
.ausgeschaltet® und die resultierenden Auswirkungen auf die Muskeldifferenzierung

dokumentiert werden.
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8 Anhang

8.1 Abktirzungen

%

#

AO

A

Abb.
AD
AMP
APS
AS
ATP
BAF
bidest
BIFC
bp
BSA
bzw.
°C

C

ca.
CaaX-Box
cDNA
CLSM
cm
CMT
CTP
Cy

d

D
DCM
ddNTP
ddH,0
DEPC
DMEM
DMSO
DNA
DNase
dNTP
ddNTP
ds
DTT
E. coli
ECL
EDMD
EDTA

EGFP
ELISA

EM
ER
et al.
EtBr

Prozent

Passage der in Kultur gehaltenen Zellen
Angstrém

Ampere oder Adenin

Abbildung

autosomal dominant

Ampicillin

Ammoniumperoxodisulfat

Aminosaure

Adenosin-triphosphat
barrier-to-autointegration Factor
bidestilliert

Bimolecular fluorescence complementation
Basenpaare

Rinderserumalbumin (bovine serum albumin)
beziehungsweise

Grad Celsius

Cytosin

circa

Aminosauremotiv: Cystein-aliphatisch-aliphatisch-beliebig
complementary DNA

Confocal Laser Scanning Microscope
Zentimeter

Charcot-Marie-Tooth Erkrankung
Cytosin-triphosphat

Cyanin

Tag

Dalton

Dilatierte Cardiomyopathie
2',3'-Didesoxynukleotid

zweifach deionisiertes Wasser
Diethylpyrocarbonat

Dulbecco’s modified eagle’s medium
Dimethylsulfoxid
Desoxyribonukleinsaure (Desoxyribonucleic acid)
Desoxyribonuklease
Desoxy-Nukleosid-Triphosphat
Didesoxy-Nukleosid-Triphosphat
doppelstrangig (double stranded)
Dithiothreitol

Escherichia coli

Enhanced Chemiluminescence
Emery-Dreifuss Muskeldystrophie
Ethyldiamintetraessigsaure

enhanced green fluorescent protein
Enzymgekoppelter Immunadsorptionstest bzw. Enzyme Linked
Immunosorbent Assay

Elektronenmikroskop
Endoplasmatisches Retikulum
Et altera (und andere)
Ethidiumbromid



EtOH Ethanol

F Phenylalanin

FACS Fluorescence-activated cell-sorter

FCS Fotales Kalberserum

FG Phenylalanin-Glycin

FPLD Dunnigan familiare partielle Lipodystrophie
FRAP Fluorescence Recovery After Photobleaching
FTI Farnesyltransferase-Inhibitoren

g Gramm

G Guanin

GCL germ cell-less

GDP Guanosin-diphosphat

GFP Green Fluorescent Protein

Gly Glycin

GTP Guanosin-triphosphat

h Stunde

H Histidin

HGPS Hutchinson-Gilford Progerie-Syndrom

HP1 Heterochromatinprotein 1

IF Immunfluoreszenz

Ig Immunglobulin

INM innere Kernmembran (inner nuclear membrane)
IPTG Isopropyl-B-D-thiogalactosid

Kan Kanamycin

kb Kilobasen

kDa Kilodalton

| Liter

L Leucin

LAP Lamin-assoziierte Polypeptide (lamin associated polypeptids)
LB-Medium Luria Bertami-Medium

LBR Lamin B Rezeptor

LEM-Domane gemeinsame Domane von LAP2, Emerin und MAN1
LGMD “Limp girdle” Muskeldystrophie

LINC Linker of Nucleoskeleton and Cytoskeleton

3] mikro (10-6)

Mg Mikrogramm

pl Mikroliter

pm Mikrometer

m Meter oder milli (10-3)

M Molar

mA Milliampere

mAK (mAb) monoklonaler Antikérper

MD Megadalton

MetOH Methanol

min Minute

mi Milliliter

mm Millimeter

mRNA messenger RNA

MCS Multiple Klonierungsstelle (multiple cloning site)
MSC mesenchymal stem cells
N-(terminal,-Terminus) N-(terminal,-Terminus)  Amino- (terminal,-Terminus)
NE Kernhiille (nuclear envelope)

NESPRIN Nuclear Envelope Spectrin Repeat

NLS Kernlokalisationssignal (nuclear lokalisation signal)
nm Nanometer (10-9)

NPC Kernporenkomplex (nuclear pore complex)

NUANCE Nucleus and Actin Connecting Element



oD
OMIM
ONM

P < 0,05
P < 0,01
P > 0,05
o]

p.A.
PAGE
PBS
PCR

pH

ph Pol II
pmol
PMSF
Pol II

Q

®

R

RNA
RNase
RNP
RP
rpm
rRNA
RT

S

SDS
sek bzw. s
SL

SS

T

Tab.
TBE
TBS
TBST
TEMED
TGF
TUNEL

™

Tris

UNK
uv

v/v

w/v
w/w
X-Gal
z. B.

optische Dichte

Online Mendelian Inheritance in Man

AuBere Kernmembran (outer nuclear membrane)
signifikanter Unterschied

hoch signifikanter Unterschied

kein signifikanter Unterschied

Prolin

fir die Analyse (per analysis)
Polyacrylamid-Gelelektrophorese
Phosphat-gepufferte Kochsalzldsung
Polymerase-Kettenreaktion (polymerase chain reaction)
potentia hydrogenii

phosporylierte RNA-Polymerase II

Pikomol (10-12)

Phenylmethylsulfonylfluorid

RNA-Poymerase II

Glutamin

registriertes Warenzeichen

Arginin

Ribonukleinsdure (ribonucleic acid)
Ribonuklease

Ribonucleoprotein particle
Retinoblastomaprodukt

Umdrehungen pro Minute (rounds per minute)
ribosomale RNA

Raumtemperatur

Serin

Natriumdodecylsulfat (sodium dodecyl sulfate)
Sekunde

Stamml6sung

einzelstrangig (single stranded)

Thymin

Tabelle

Tris-Bor-EDTA-Puffer

Tris-gepufferte Kochsalzlosung
Tris-gepufferte Kochsalzldsung mit Tween-20
N,N,N",N"-Tetramethylethyldiamin
Transkription-growth-factor

Terminale Desoxyribosyl-Transferase mediated dUTP Nick End Labeling
Trademark
Tris-(hydroxymethyl)-aminomethan
Thymin-triphosphat

Einheit (unit)

Ubernachtkultur

Ultraviolett

Volt

Volumen pro Volumen

Tryptophan

Gewicht pro Volumen

Gewicht pro Gewicht
Brom-4-Chlor-3-Indolyl-B-DGalaktopyranosid
zum Beispiel



Anhang

8.2 Oligonukleotide

Egfpc_seq3’
Egfpc_seq5'
Egfpn_seq3’
Topo_mi3f
Topo_mi3r
pBI_seq5’
pBI_seq3’
pcDNA3.1_seq3'
pcDNA3.1_seg5"
NuanceGiant-1
NuanceGiant-2
hLMNA Ndel 5°
hLMNA EcoRI 3°
hLMNA R545C_seq5’
hLMNA R545C_F:
hLMNA R545C_R:
hLMNA S143F_seq5'

hLMNA S143F_F

5-TGTTTCAGGTTCAGGGGG-3'
5-GGTCCTGCTGGAGTTCGT-3'
5-CCGTTTACGTCGCCGT-3'
5’-CAGGAAACAGCTATGACCATGA-3’
5-GGTTTTCCCAGTCACGACGTTG-3’
5"-TGTAAAACGACGGCCAGTGAG-3'
5’-ATGACCATGATTACGCCAAGC-3’
5’-GGAGGGGCAAACAACAGA-3’
5’-CGTGTACGGTGGGAGGTC-3'
5’-GAACACAGCCCGCAUCAUUUU-3"
5’-AACAUCUGGCUGAACAGUUAA-3'
5’-CATATGGAGACCCCGTCCCAG-3'
5-GAATTCTTACATGATGCTGCAGTTCTGG-3'
5’-CGGCTCTCATCAACTCCAC-3’
5’-ATGCGCAAGCTGGTGTGCTCAGTGACTGTGG-3'
5’-CCACAGTCACTGAGCACACCAGCTTGCGCAT-3'
5’-CGCAATACCAAGAAGGAGG-3’

5’-GGAGGCTCTGCTGAACTTCAAGGAGGCCGCACTGA-3’

pEGFP-C1,2,3
pEGFP-C1,2,3
pEGFP-C1,2,3
pCR2.1-TOPO
pCR2.1-TOPO
pBlueskript SK+
pBlueskript SK+
pcDNA3.1
pcDNA3.1
Nesprin2 Giant
Nesprin2 Giant
Lamin A

Lamin A

Lamin A

Lamin A

Lamin A

Lamin A

Lamin A
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Anhang

HLMNA S143F_R: 5'-TCAGTG CGGCCTCCTTGAAGTTCAGCAGAGCCTC-3' Lamin A

hLMNA 429-445_seq 5'-GTGCGGCCTCCTTGGA-3' Lamin A

hLMNA 868-884 RC_seq 5'-TGCTGCAGCTCCTCGTG-3' Lamin A

hLMNA 1090-1107_seq 5'-CTGGACATCAAGCTGGCC-3' Lamin A

hLMNA 1125-1141 RC_seq 5'-AGAGCTTGCGGTAGGCG-3' Lamin A

hLMNA 1616-1630 RC_seq 5'-GCTTGCGCATGGCCA-3’ Lamin A

hLMNA 987-1002_seq 5'-TGAGCGGGACACCAGC-3' Lamin A

pET21a_seq5’ 5'-CGATCCCGCGAAATTAATACG-3' pET21a

pET_seq 3’ 5'-GGCAGCAGCCAACTCAGCTTC-3' pET21a

M13 forward 5'-GTAAAACGACGGCCAG-3' M13-Regionen div. Vekoren
M13 reverse 5-CAGGAAACAGCTATGAC-3’ M13-Regionen div. Vekoren
PEGFP-C1-YFP_seq3’ 5’-ATCATTGAGCTCCTGCAGGT-3' YFP

PEGFP-C1-YFP_seq5’ 5'-GAGGTCTATATAAGCAGAGCTGGT-3’ YFP
YFP-C-FLAG-BAMHI_3'RC 5'-GGCATGGACGAGCTGTACAAGGCCCGGGACTACAAGGACGACGATGACAAGGGATCCTC-3' YFP

YFP-C-ECO473_5’ 5'-TCAGCGCTACCGGTCGCCACCATGAACCACGACAAGCAGAAGAAC-3' YFP
YFP-N-MYC-BAMHI_3'RC 5'-GGATCCCAGATCTTCTTCTGAGATGAGTTTTTGTTCCCGGGCCAT-3' YFP
YFP-N-MYC-BAMHI_3'RC 5'-GATATAGACGTTGTGGC-3’ YFP

YFP-N-EC0473_5’ 5'-AGCGCTACCGGTCGCCACCATGGTGAGCAAGGGCGAGG-3’ YFP

pBiFC-VC_seq3’ 5'-CAGGAAACAGCTATGAC-3' pBIFC-YFP
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