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1. Einleitung

1.1. Die Lamine

1.1.1. Vom Kern zur Kernlamina

Ein abgegrenzter Zellkern als eigenes Zellorgasigllt den fundamentalen Unterschied im
Bauplan zwischen Prokaryoten und Eukaryoten daes®iAbgrenzung wird gebildet durch
eine Phospholipiddoppelschicht, welche sowohl villeeinzelnen Zellorganellen, als auch die
Zelle als Ganzes umgibt. 1966 beschrieb Don Faweeit ersten Mal eine ,fibrose Schicht®
unterhalb der Kernmembran, die in Zukunft bei detr8chtung von Funktionen des Zellkerns
und dem Austausch zwischen Zytoplasma und Nuklsomain Betracht gezogen werden
sollte [1]. Bereits 1974 konnte Gunter Blobel auéndfundamentalen strukturellen
Zusammenhang zwischen dieser fibrdsen Schichteheer dem Namen Kernlamina bekannt
und dem Kernporenkomplex hinweisen [2]. Den Aufdau Kernlamina aus Proteinpolymeren
der Klasse der Intermediarfilamente (IF) konntelis@tich 1986 Ueli Aebi zeigen [3]. Seit
diesen frihen Meilensteinen vervielfacht sich dasséh um die Kernlamina, ihre Bestandteile

sowie funktionelle Bedeutung stetig.

1.1.2. Vom Gen zum Protein

Heute sind im menschlichen Genom drei Gene bekamnfiir insgesamt sieben Proteine aus
der Familie der Lamine kodieren. Es handelt sichdienGeneLMNA, LMNB1 und LMNB2

[4]. Alle sieben Proteine weisen spezifische Suukierkmale der Intermediarfilamente auf
und bilden die Familie der TypV — IF [5, 6]. In d@ertiarstruktur gleichen sich alle IF
respektive einer N terminalerhead —und C — terminaletail — Domane. Dazwischen liegen
vier o — helikalecoiled — coilDomanen(rod domains)verbunden durch dréinker regions(s.
Abb. 1-1). Den Typ V — IF ist darlber hinaus eingkledre Lokalisationssequenz (NLS)
innerhalb detail — Doméane gemeinsam. Mit Ausnahme von Lamin C erdlenLamine mit
dem sog. CaaX Motiv, der Abfolge aus Cystein, zaiphatischen und einer beliebigen

Aminosaure [7]. Dieses Motiv ist entscheidend figr\deitere Prozessierung der Proteine.

1A 1B 28 2B ﬂ

NLS

Head Tail
Abb.1-1: Struktur der Pralamine: (nach Broers et al. 2006) Die Struktur der Prateammit globularehead-

bzw. tail — Doméane, vierod —Domanen (1A/B, 2A/B), den evolutionar konservierténkerregionen (grin),

sowie der spezifischen NLzu Beginn dettail - Domancund dem (- terminalel CaaX— Motiv.
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Die Translationsprodukte vobMNA bezeichnet man als Typ A — Lamine mit einem
Molekulargewicht von 65 — 70 kDa, die sich wahreled Mitose frei im Zytoplasma bewegen.
Typ B — Lamine werden vobMNB1/2kodiert, sind etwas schwerer (70 — 75 kDa) undbble
wahrend der Zellteilung an Kernmembranbaustein®uggen [8].

Gen GenelD Lokus Protein Expression
LMNA 4000 1g21.1-21.3 Lamin A somatisch
Lamin C somatisch
Lamin AA10 Tumor (Kolon/Lunge)
Lamin C2 *
LMNB1 4001 5q23.3-31.1 Lamin B1 universell
LMNB2 84823 19p13.3 Lamin B2 universell
Lamin B3 *

* by nur im Keimepithel von Mausen nachgewiesed (7,11]

1.1.3. Vom Protein zum Protein

Von besonderer Bedeutung fir die korrekte Funktiod Lokalisation der Lamine ist ihre
Prozessierung. Entscheidendes Strukturmerkmaltiniesf das C — terminal€aaX —Motiv,
wodurch Lamin C von dieser Prozessierung ausgessdrhobleibt.

Nach vollstédndiger Translation liegt zun&chst eréld&min — Molekll vor, welches in einem
ersten Schritt durch die humane Farnesyltransfexrasier Schwefelgruppe des C — terminalen
Cysteins de€aaX —Motivs farnesyliert wird [12, 13]. Von diesem werdeun die letzten drei
AS (aaX) abgespalten. Dies geschieht durch die beidenlMptateinaserMPSTE24 (FACE

— 1) undRCE] wobei Uber das Zusammenspiel bzw. die Notwendidieeder Enzyme noch
Unklarheit herrscht [14]. Zuletzt wird das mittlexie C — terminale Cystein an seiner
Carboxyl — Gruppe durch eine Methyltransferd€MT) methyliert.

Wahrend B — Lamine mit der Translokation in die idamina und der Methylierung ihre
endgultige Position und Form erreicht haben, wirdmin A erneut zum Substrat fir
ZMPSTE2415 AS aminoterminal des prozessierten C — Term{i8sAS vom C — Terminus
des urspringlichen Pralamin A entfernt) befindehseine weitere Schnittstelle, an der das
bisher aufwendig prozessierte Ende komplett abgetseh wird [15] (s. Abb.1-2).

Alle nétigen Prozessierungsschritte kdnnen scheigloavohl im Zytoplasma, als auch im
Zellkern stattfinden, wobei tGber deren genaue dldaee Lokalisation weiterhin Unklarheit
herrscht [16]. Der initialen Farnesylierung komnmeeentscheidende Bedeutung zu, da aus
einem zunéchst hydrophilen Protein mittels eine$ SlFarnesylkorpers ein Membran —
assoziierbares Protein wird, das nun mit den ebienfi@embranstandigen Prozessierungs —

partnern FarnesyltransferaséMPSTE24 RCE1 und ICMT wechselwirken kann. Fur alle
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beteiligten Proteine wurde sowohl eine Assoziatrohdem endoplasmatischen Retikulum, als
auch mit dem Chromatin bzw. der Kernmembran nachegam [13, 17, 18].

Neben diesen einmaligen posttranslationalen Madtifikhen, werden wéahrend der Mitose
Stadien der Phosphorylierung und Dephosphorylieralugchlaufen, um eine korrekte
Kernteilung und — neubildung zu gewahrleisten. Daenine besitzen hierzu Zielsequenzen fir
Cyclin — abhéangige — KinaserC@K). Im phosphorylierten Zustand wahrend der Mitose
bleiben die B — Lamine dabei an die Kernmembranugden, wahrend Lamin A, wohl
aufgrund des fehlenden Farnesylankers, frei ine@gsma dissoziiert [7, 19].

Fur Lamin C konnten Alsheimer et al. eine Myrisemling an der Methylgruppe eines Glycin-
restes am N — Terminus zeigen, die fur die Traralok in die Kernmembran unerlasslich ist
[20].

o
l 5 LQ ;s (GlQ_w_ il
RSYLLGNSSPRTOSPONCys - 5-1-M___ ] REY LLGMSSPRTQSPONCYS - C— 0 - CH,

MH, NH, |
/]:Qq__.l'l.._‘__.-ltv '\-\._.-'J""Q-__-f"-\_!q

NHS'FLLGHSEPRTOSPGN ;%-"s o '

%

o
3 1l
@QRS?LLGNSSPHTUSPQNGW -C-0H

NH,

MH, RSY apom

| |
| 1
R

S

Abb.1-2: Pralamin A — Prozessierung:(modifiziert nach Rusifiol et al. 2006) Die Prozesmgsschritte vo

-

Pralamin A und B — Pralaminen umfassen S — Farieeayly, O — Methylierung und Deletion der drei teraten

AS. Bei Pralamin A wird anschlie3end 15 AS oberligb Farnesylierungsstelle das gesamte prozes&irde
deletiert.

1.1.4. Vom Protein zur Funktion

1.1.4.1. Bildung der Kernlamina
Durch Assoziation einzelner Proteinmonomere zu Hemader Heterodimeren, die sich zu
Tetrameren und schliel3lich polymeren Intermedginignten aneinanderlagern, erfolgt die
Bildung der Kernlamine in mehreren Stufen. Entsdded hierfir sind die aus der
Tertiarstruktur resultierenden Partialladungen. Bliebularehead —Doméne sowie das C —
terminale Ende derod — Domane besitzen jeweils eine positive PartialladuAgn
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Carboxylende besitzt die globuldsl — Domane eine Immunglobulin (Ig) — &hnliche Struktur,
bei der alle Ladung tragenden AS nahe der Obesdlddygen und damit eine elektrische
Interaktion mit der Umgebung ermdglichen [7].

Die Uber dierod — Domanen assoziierten Homodimere interagieréiead — to — tall
(antiparallel) mit einem weiteren Homodimer zu Bfitdmenten und bilden schlief3lich die 10
nm dicken Filamente der Kernlamina. Dabei ist nisither geklart, ob nur spezifische
Lamintypen miteinander reagieren oder auch genesBhbtofilamente vorkommen [21, 22].

Unter allen Laminen findet jedoch ein kontinuidnke Filament — Umsatz statt [23].

1.1.4.2. Integritat der Kernlamina

Mikrotubuli, Aktinfilamente und IF bilden im Zusamanspiel mit nuklearem Aktin und den

Laminen als intranukleare IF das Zytoskelett bzwkldoskelett. Die Kernlamina tragt dabei
fundamental zu den mechanischen Eigenschaften deskzw. der Zelle bei. Hierbei spielt

Lamin B1 die entscheidende Rolle fir den strukterelZusammenhalt der Kernlamina,

wahrend die Typ A — Lamine fir mechanische Festigigegentber auf3eren Einflissen und
zellularem Stress sorgen. So nimmt mit steigendezha® an dysfunktionalen Laminen die
mechanische Stabilitat des Zellkerns ab [24, 25].

1.1.4.3. Interaktion mit dem Kernporenkomplex

Blobel et al. konnten bereits 1974 zeigen, dash hgse aller membrandsen Kernhtllenanteile
die Kernporenkomplexe (KPK) ihre Struktur und Ubéc Lokalisation beibehielten und
schlossen dabei auf die Funktion der KernlaminaStigze fur die KPK [2]. In siRNA —
knockdowrExperimenten konnte die Abh&ngigkeit der physiddgen KPK — Verteilung von
der Lamin A/C — Expression gezeigt werden [26].@ekers wichtig scheint die i@. elegans

D. melanogasteundHomo sapiengezeigte Wechselwirkung zwischen beiden Lamin pehy
und NUP153, einem integralen Bestandteil der Kempzu sein. Aberrierende Lamine fihren
demnach zu einer Fehlpositionierung des KPK [270}-s®wie einer Storung der gesamten
nuklearen Architektur. Diese Clusterbildung von KPiei zunehmendem Gehalt an
dysfunktionellem Lamin A wurde von Goldman et al.lmumanen Progerie — Zellen bestétigt
(s. 1.3.1.) [30].

1.1.4.4. Interaktion mit der Aul3enwelt
Interaktionen zwischen Laminen beider Klassen (AWi) transmembrandren Proteinen der
Kernmembran oder Lamina — assoziierten Proteind sin grol3er Bedeutung [31]. Sie

verknupfen nicht nur Kernmembran und Kernlaminandson sind dardber hinaus auch



involviert in die Organisation des Chromatins, d&egulation transmembrandser
Signalkaskaden und der Verbindung des Kerngeriisiiedem zytoskeletalen Filamentsystem
und damit der extrazellularen Matrix (s. Abb. 1-Sp assoziieren Proteine der Familie der
Lamina — assoziierten Proteine (LAP) entweder diosler Uber spezifische Linker — Proteine
(z.B. BAF, HA — 95) mit dem Chromatin [32]. Als Mendungsglied zwischen Zytoskelett und
Kernskelett fungieren Integrine, Nesprine sowie SUIRroteine [31]. Die Verknupfung von
zytoplasmatischen und nukleoplasmatischen  Struldtemen, wie  Mikrotubuli,
Aktinfilamente oder IF, ist dabei entscheidend €lie Mechanotransduktion physikalischer
Stimuli in biochemische Signale [33, 34]. Bioneaktentdeckten 1994 ein Lamin — bindendes
Protein, Emerin, dessen Mutation zur Emery — DreyfiMuskeldystrophieEDMD) (OMIM
310300) fuhrt und stellten damit die Verbindung sohien der Mutation eines Lamin —
bindenden Proteins, und dessen Bedeutung fur droptaysiologie her [35] (s. 1.3.1.).

Neben diesen, v. a. in der Kernperipherie statmtn Interaktionen wird einem intra —
nuklearen Komplex aus Lamin A, LAR2ind Retinoblastom (Rb) — Protein eine Bedeutung
fur die Kontrolle des Zellzyklus zugeschrieben [3Aeitere Proteine mit beschriebenen Lamin

— Bindungseigenschaften bedurfen noch einer geeau@harakterisierung [22].
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Abb.1-3: Lamin — Protein — Interaktionen: (nach Wagner und Krohne 2007) Das Bild zeigt dielreicher
Protein — Protein — Interaktionen der Kernlaminab® stehen die integralen Membranproteine derr@me
Kernmembran im Vordergrund. Uber Nesprine und SUNProteine erfolgt eine Kopplung an las
zytoplasmatische Zellskelett. In intranukledrer Laatlon wirkt Lamin A zusammen mit Rb als Reguladeg

Zellzyklus. @bkirzungen s. Abkiirzungsverzeichnis)




1.2. Der Kerntransport

1.2.1. Kerntransport im Allgemeinen

Mit Ausnahme des Parvovirus MVM, der sein GenontatstZerstérung der Kernmembran in
den Zellkern einschleust [36], ist bei SaugetierEnAustausch Uber die Kernhille hinweg nur
uber vordefinierte Offnungen, die KPK, mdglich.

Dies sind beim Menschen hochmolekulare (~ 125 MD®&Epteinkomplexe, die in
ungleichmafgiiger Verteilung die Kernhlle unterbestiind so den Austausch zwischen Zyto —
und Nukleoplasma gewahrleisten. lhre Anzahl varifailzyklus — abhéangig [139]. Tausende
Kopien einer bisher noch nicht genau bekannten Bn@a 30 — 50) von Proteinen, den sog.
Nukleoporinen (Nups), bilden einerseits die korigartStruktur (s. Abb. 1-3) die sich mit
Auslaufern in beide Plasmata erstreckt und nehnaeitbér hinaus tber mobile Untereinheiten
als aktive Vermittler am nuklearen Transport t8il,[38]. Durch die so gebildete Pore kénnen
lonen und Polypeptide bis zu einer Grél3e von etiva 80 kDa bzw. mit einem Durchmesser
bis zu 9 nm entlang ihrem Gradienten frei diffumeie Alles was dartber hinaus die Kernhtille
passieren muss, Proteine, RNA und ribosomale Untesgen wird Uber Proteine der
Karyopherin — 3 — Superfamilie mit Hilfe des uns&ten nuklearen Import—/Exportsystems
verschickt (s. 1.2.2.) [39]. Um dabei die korrektgbzellulare Verteilung zu gewébhrleisten,
verfligen viele Proteine Uber spezifische Lokalsssequenzen. Im Falle des Transportes aus
dem Zellkern heraus spricht man von nuklearen Bgpquenzennlclear export sequence
NES), in entgegengesetzter Richtung von nukledrepottsequenzenngclear localisation
sequence- NLS) (s. 1.1.2.). In beiden Fallen werden di€sguenzen mit dem jeweiligen
Karyopherin, z.B.Importin 3 oder CRM1 (Exportin — 3, direkt oder mittels Hilfsproteinen
(Importin ) komplexiert und kdnnen daraufhin den KPK passi€se Abb. 1-4) [44]. Fir den
nukledren Import konnte eine Transportrate vorzbi4000 Ereignissen pro Sekunde pro KPK

gezeigt werden [45].

1.2.2. CRML1 - vermittelter Kernexport

Die erste als NES entdeckte und seitdem hé&ufigeinMolekularbiologie verwendete NES
stammt aus einem Hullprotein des HI — Virus (bekaisHIV — Rev — NESS Seitdem wurden
viele ahnliche, jeweils um die zehn AS lange Segerrentdeckt, denen eine Haufung der
verzweigtkettigen AS Leucin (L) gemeinsam ist [43]Als Beispiel seHIV — Rev — NES
genanntLPALERLTL (Ein — Buchstaben — Code der AS). Tragt ein Pnodé@e solche NES,
kommt es im Zellkern zur Assoziation nf@RM1 und daraufhin zur Komplexierung mit

RanGTPR Interaktionen des Karyopherinkomplexes mit Phalaylin (F) — Glycin (G) —
6



Singularitaten, den so§G — repeatsder Nukleoporine an der Innenseite des KPK |@sea
Konformationsanderung der Nups aus, wodurch deroixpmplex auf die andere Seite
verbracht wird [44, 38] (s. Abb. 1-4).

Cytoplasm Nucleus

Abb.1-4: Schematische Darstellung nukledrer Transportprozess (modifiziert nach Pemberton und Pasg¢hal

2005) Subzellulare Lokalisation aller am Proteinekpmnd — Import sowie dem Ran — Zyklus beteilig

—+

en
Reaktionspartner. Der GDP/GTP — Austausch erfolgfetaiintranukledrem, Chromatin — assoziierlfemGEFR
die Pyrophosphathydrolyse mitteRanGAP und RanBP 1/2an der AuRenseite des KPK. Bildung ¢ind
Dissoziation deSCRMYNES — Komplexes fir den nukledren Export. Bildunmgl iDissoziation desmportin

[YNLS — Komplexes mittels des Hilfsproteimsportina. (Abkirzungen s. Abkirzungsverzeichnis)

1.2.3. Ran — GTPase als Antrieb

Der Energielieferant fur nukledre Transportvorgaigjedie Ras — ahnliche GTPase Ran. Da
Ran selbst nur eine geringe intrinsische Triphosphidydrolyse—/Austausch — Aktivitat [40]
besitzt, ist es auf das Zusammenspiel mit regutatioen Proteinen auf beiden Seiten der
Kernmembran angewiesen. Das zytosolisch an den &33i§ziierte ProteiRanGAPsorgt fur
die Hydrolyse des GTP, wahrend das Chromatin —mgdme ProteirRanGEF(RCCY), fur
den Austausch des Diphosphats gegen ein Triphosumngt (s. Abb. 1-4). Fur die korrekte
Funktion von RanGAP st die Assoziation mit zwei HilfsfaktorerRanBP1 und RanBP2
(Nup359, unerlasslich. Auf diesem Weg bildet sich ein dieat zwischenRanGDP

Uberwiegend im Zytoplasma un®&anGTP Uberwiegend im Nukleoplasma [41]. Das
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Triphosphat vermittelt hier einerseits die Disstiaia des Importkomplexes, andererseits die
Assoziation des Exportkomplexes. Schlief3lich ehtstein Flie3gleichgewicht zwischen
RanGTPvon intra — nach extranuklear und mittels des 3pantfaktorsNTF2 (p10 nicht
Karyopherin — abhangig zuricktransportiertétanGDP (s. 1.2.4.) [140]. Es darf davon
ausgegangen werden, dass die fur den nukle&rerrtiggmeigte Abhéngigkeit von Temperatur
und Energiegehalt der Zelle auch fir den Expott¢#].

1.2.4. Ran — unabhangiger Transport

Neben dem von 3 — Karyopherinen vermittelten Rad— abhangigen Export von Proteinen, t
— RNA und mikroRNA [39], spielt beim Export von mRNein der Karyopherin —
Superfamilie strukturell nicht verwandtes Adaptotpin eine Rolle. Nach nukleéarer
Prozessierungsplicing und 5’ — capping) der mRNA wird diese vom ExportfaktoFAP
(NXF1) gebunden und Uber den nNTF2 (s. 1.2.3.) strukturell verwandten Transportfaktor
NXT1 (p15 durch die Kernpore transportiert [44, 486]TF2 und NXT1 interagieren dabei
jeweils Uber schwache elektrische Wechselwirkung dan FG — repeatsder Nukleoporine
[47, 140].

1.3. Laminopathien

1.3.1. Einteilung und Pathogenesemodelle

Als Laminopathien bezeichnete man zunachst Patlesipgenen eine Veranderung der fur die
nukleare Morphologie verantwortlichen Kernlaminanggnsam ist. Es handelt sich um eine
auRerst heterogene Gruppe von Krankheiten, diebaaierend auf den betroffenen Geweben
und damit klinischem Phanotyp in vier Gruppen ueiEm kann. Man unterscheidet
Symptomenkomplexe um die quer gestreifte Muskulatlie peripheren Nerven und das
Fettgewebe sowie systemische Erkrankungen mit giv@rtem Alterungsprozess und
multiplen degenerativen Gewebeaffektionen [7, 48].

Vielen hundert gesicherten Mutationen in einer Xaél beteiligter Genlozi stehen einige
wenige Modellvorstellungen zur Pathogenese der hapdthien gegentber. In Kongruenz mit
der Bedeutung der Lamine flr die Integritat derrf@mina (s. 1.1.4.2.) wurde das Stress —
Hypervulnerabilitats — Modell formuliert [7, 48, b3ellkerne mit funktionell veranderten
Laminen konnen weniger mechanischem Stress stdaadhadls im Normalfall, was eine
Erklarung fur die Symptome Herz — und Muskelschwea¢h 1.3.2.2.) darstellen konnte [54].

Daruber hinaus zeigen diese Zellen eine grol3erélkgieit fir DNA — Doppelstrangbriiche.



Das Gen — Expressions — Modell beruht auf den scitédlichen, den Zellzyklus und die
Transkription betreffenden Interaktionen der Lammmeihren Bindungspartner (s. 1.1.4.4.). So
schwachen LMNA — Mutationen sowohl die direkte Interaktion von niimen mit
Transkriptionsfaktoren (z.BSREBP), als auch die indirektd,AP2z/Rb — vermittelte (z.B.
TranskriptionsfaktoE2F) [55, 141].

1.3.2. Priméare Laminopathien

Als primare Laminopathien bezeichnet man alle Krailen die ihre Ursache in einer
Veréanderung von einem der drei Lamingene habeneDaind ein Zusammenhang zwischen
dem Schweregrad einer Krankheit und dem Abstandbeleeffenden Mutation vom 5’ — Ende
des Genes vermutet [48].

Uber selektive Lamin C — Laminopathien ist bishiehts bekannt.

1.3.2.1. B - Typ Laminopathien

Bislang wurden nur zwei Krankheitsbilder mit Verandghgen der B — Typ Lamine in
Verbindung gebracht. Wahrend friher ein Zusammephamwischen Lamin B2 -
Veranderungen und Leukamie vermutet wurde [49],nkem Padiath et al. 2006 [50] zeigen,
dass eine Duplikation vobhMNB1 im Menschen zu Leukodystrophie beim Erwachsenen
(ADLD) (OMIM 169500), einer der Multiplen Sklerose alkhken Erkrankung, fuhren kann. Im
selben Genlokus gibt es jedoch noch zwei weitergaMbnen bei dieser Krankheit [51].
LMNB2 — Punktmutationen wurden bei einer Reihe von Retie mit Erworbener Partieller
Lipodystrophie APL) (OMIM 608709), einer komplexen Koérperfettverteigsstorung, haufig
mit Glomerulonephritiden kombiniert, gefunden [52].

1.3.2.2. A - Typ Laminopathien

Die Intermediate Filament Databasg6] nennt flir den Genlokus 1921.2MNA) 27
assoziierte Krankheiten. Die Zahl der dafur veramtichen Mutationen innerhalb des Genes
belauft sich auf etwa das Zehnfache [48]. Es handgth um eine heterogene
Krankheitsgruppe, deren Spektrum sich von kardistdwgen (z.B. Kardiomyopathie, OMIM
115200) Uber neurologische (z.B. axonale Charddarie — Tooth Krankheit, OMIM 605588)
bis zu endokrinen (z.B. Typ A Insulin — Resistenm@&om, OMIM 608056) Pathologien
erstreckt. Zwei Vertreter der systemischen und taofiwerwiegendsten Auspragung sind die
Hutchison — Gilford Progerie (HGPS) (OMIM 176670)dudie Restriktive Dermopathie (RD)
(OMIM 275210), deren Charakteristika respektive deernlamina Gegenstand dieser

Promotionsarbeit sind.



1.3.2.2.1. Hutchison — Gilford Progerie Syndrom

Wenn auch nicht unter diesem Namen, so kennt mah gemeinhin Patienten, die an dieser
Form der Progerie, wenngleich auch mit einer gdgtdrd Inzidenz von 1 : 4 — 8 Mio.
Neugeborenen sehr selten, leiden [7, 60]. Sie simsl als vorzeitig gealterte Kleinkinder
bekannt, die auf ebenso eindrucksvolle, wie ersiierde Weise augenscheinlich die Birden
des Alters mit der Unbeschwertheit der Kindlichkestbinden.

Seinen Namen tragt das Syndrom nach den beidehelcttreibern Jonathan Hutchison [57]
und Hastings Gilford [58], die den Phanotyp um dieletzte Jahrhundertwende beschrieben.
Die meisten Patienten erscheinen bei ihrer Gelhwréiehst normal, beginnen jedoch innerhalb
des ersten Lebensjahres charakteristische Merkmuadgmtwickeln, denen sie ihr greisenhaftes
Aussehen verdanken: Abfall von Groen — und Gewpdrizentile, sklerodermiforme Haut,
Orangenhaut, Pigmentstérungen, verringerter Antil subkutanem Fett, prominente
oberflachliche Kopfvenen, Haarausfall, Gelenkkdktreen, typische Gesichtsanormalitaten
(prominente Stirn und Augen, Mikrognathie, diunneppan, breite Nase) sowie akrale
Osteolysen, diunne Rippen und Defekte in der Kldaikildung [59 — 61]. Die geistige
Entwicklung bleibt altersgemal. Die Kinder sterlranMittel mit 13,5 Jahren an Herzinfarkt,
Herzschwache oder weiteren artherosklerotischelgissen, die inrem Wesen nach typischen
Alterserscheinungen des erwachsenen Menschen ecitgpr [59, 62].

Nachdem der Phanotyp seit Gber 100 Jahren bekamant konnten 2003 unabhangig
voneinander Eriksson et al. [63] und de Sandreev&inoli et al. [64] die Ursache auf eine
LMNA — Mutation zurlckfihren. Dabei fanden sie in 8086 detroffenen Féalle die stumme
Punktmutation ¢.1824C>T (p.Gly608Gly) als ursadhlibei der im Codon 608 ein Cytosin
gegen ein Thymin ausgetauscht wird (eine Bestédgjgarfolgte im gleichen Jahr durch Cao H.
et al. [65]). Heute geht man davon aus, dass deifigche Mutation G608G fur etwa 60%
aller HGPS — Falle verantwortlich ist. Sie flhrtr ZDffenlegung einer verborgenen Splice —
Stelle in Exon 11, die zur Expression eines um SOvArkurzten Pralamins, Progerin (HGPS —
Lamin) genannt, fihrt. Progerin besitzt daaaX —Motiv, jedoch nicht mehr die zweite
Prozessierungsstelle flEMPSTE24(s. 1.1.3.). Neben G608G wurde eine Vielzahl von
Mutationen gesichert, welche, in meist nur einzelkéllen, zum HGPS — Phéanotyp fuhren
[48]. Zumeist handelt es sich dabei demnovoPunktmutationen. Eine Hereditat konnte fir die
meisten, darunter auch fir G608G, ausgeschlossetewe

Diese Mutationen auf genetischer Ebene fiihren zkiiveten, dysfunktionellen Proteinen. Es
kommt zu nuklearen Ausbuchtungen (s. Abb. 1-5)diédung der Lamina, Reorganisation der
KPK und verschlechterten mechanischen Eigenschéteh.1.4.2.). Wahrend Préalamin A in
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gesunden Zellen fast vollstandig prozessiert wkainmt es in HGPS — Zellen zur Anhaufung
von Progerin intranukledr und in der KernlaminabBiakonnte eine Abhangigkeit vom Alter
der Zellen, daraus resultierender Menge an Progeidndem Phanotyp gezeigt werden [30, 63,
66]. Obwohl im mutierten Allel neben der Praprager mRNA auch Pralamin A — mRNA,
etwa im Verhdltnis 40:60, transkribiert wird, saien die Folgen, auf Proteinebene nicht
kompensiert werden zu konnen [67]. Dies konnte imkehrschluss durch Experimente
verifizert werden, in denen der HGPS — ahnlicheniib&notyp vorzMPSTE24" LMNA **
M&usen nach Reduzierung der Pralamin A — KonzéotraZMPSTE24" LMNA *V),
zumindest morphologisch reversibel war. Korresperatide Ergebnisse liefe@VIPSTE24-
silencing mittels siRNA in humanen Zellen [69, 70]. AuRerdemurde mehrfach die
Reversibilitdit des nukledren Phanotyps affektiert@ellen durch Einsatz von
Farnesyltransferaseinhibitoren gezeigt [71, 72p&tedieser direkten Toxizitat unprozessierter
Lamine konnte die Fehllokalisation Lamin — bindenBeoteine fiir viele HGPS — Mutationen
gezeigt werden [30, 68].

Abb.1-5: Die Kernlamina bei Wildtyp — Zellen
und HGPS - Zellen: (modifiziert nach Goldmann

11%

t
al. 2004) Links der Zellkern eines wildtypischen
Fibroblasten mit rundem Zellkern, rechts das Bild
eines HGPS — Fibroblasten mit dysmorphem Klern.
Darstellung mittels direkter Immunfluoreszenz. Apti

korper gegen Lamin A. (Messbalken entspm)

1.3.3. Sekundéare Laminopathien

Als sekundare Laminopathien bezeichnet man allalkraiten, die ihre Ursache nicht in einer
Mutation in einem der drei Lamingene, aber in eigestorten Pralamin — Prozessierung bzw.
in einer fehlerhaften Lamin — Protein — Interaktioaufgrund einer Mutation des
entsprechenden Proteins haben. Ein Beispiel fiirdeds ist die X — chromosomale Version der
Emery — Dreyfuss — Muskeldystrophie, der eine Matatim Emerin — Gen (s. 1.1.4.4)
zugrunde liegt. Umgekehrt gibt es aber awdiNA — Mutationen, die ztEDMD fluhren
(OMIM 310300) [48], und damit als primare Lamindmatgelten.

Als Beispiel fir eine gestorte Pralamin — Prozessig dient die Restriktive Dermopathie, die
in der Mehrzahl der Falle aus einer MutationR&CE — 1Gen ZMPSTE24 resultiert, jedoch,
ahnlich wie dieEDMD, auch als primare Laminopathie vorkommt (OMIM 2Z6p
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1.3.3.1. Restriktive Dermopathie

1986 wurde von Witt et al. zum ersten Mal der NaRwestriktive Dermopathie in den
medizinischen Sprachgebrauch eingefihrt, um eibergeEntitat einer fetalen Dermopathie zu
beschreiben [73]. Der englische Alternativnatight skin contracture syndromkann als
Epitaph des klinischen Erscheinungsbildes geseledem, bei dem die Haut zu eng fur den
Korper zu sein scheint. Die meisten Patienten stetmgeboren oder kurz nach der Geburt
(bisher maximal 120 Tage) an progressivem Lungesagem. Haufig ist vorgeburtlich im
Ultraschall die sodfetal akinesia or hypokinesia deformation sequgir@DS bedingt durch
die eingeschrankte Bewegungs — und Entwicklundséieides FOtus zu beobachten. Die
zumeist Frihgeborenen bieten einen eindrucksvddlgnischen Phanotyp mit schuppenden,
fibrosierenden Hautanomalitaten, dysmorphem Gesigblenkkontrakturen, ossaren Defiziten
und histologisch aufféallig verandertem Kollagen {46].

Bei der Suche nach verantwortlichen Genen warerd 208varro et al. [77] erfolgreich und
konnten die Krankheit sowohl als sekundare Lamitldpaaufgrund einer Insertionsmutation
im FACE — 1Gen (c.1085_1086insT) (s. 1.1.3.), als auch algre Laminopathie mit einer
Inversionsmutation an der Splicestelle zwischenrBxad Intron 11 (IVS11+1G>A) iiMNA

— Gen identifizieren. Daruber hinaus wurden wejtesedtenere Mutationen in diesen beiden
Genen beschrieben [78, 79].

Die LMNA — Mutation fihrt ahnlich wie bei HGPS zu altermath Spleil3en, bei dem das
gesamte elfte Exon (270 Basenpaare) Ubersprungen Rie resultierende mRNA kodiert fur
ein um 90 AS klrzeres Pralamin A dem grof3e Teiletaie — Domanefehlen, dasCaaX —
Motiv jedoch erhalten bleibt (s. 1.3.2.2.1.).

Die Insertionsmutante iffRACE — 1— Gen fihrt zu einer Verschiebung im Leseraster,rd
einem verkurzten und funktionsunfahigen Enzym (Zinketalloproteinase) resultiert. Die
€.1085_1086insT Mutation folgt dabei einem autodoreaessiven Erbgang mit Eltern und
Geschwistern als asymptomatischen Tragern. Erkearkinnen dabei homozygot oder
gemischt heterozygot fur die beschriebenen Mutatigein. Da fur die Proteinag®MPSTE24
Pralamin A das einzig bekannte Substrat darsesitltieren sowohl die primére, als auch die
sekundéare Variante in einer Anhaufung von zwar dgyhertem, jedoch nicht fertig
prozessiertem, Pralamin A im Zellkern [78, 80]. Meobachtungen sind dabei sehr ahnlich
denen bei HGPS. So kommt es ebenfalls zu Ausstgguder Kernlamina und Verklumpung
von Laminen beider Typen zu intranuklearen AggregabDie Unterschiede zwischen RD und

HGPS respektive klinischem Phanotyp und Mortasitdtl Gegenstand aktueller Forschung.
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1.4. Fragestellung der Arbeit

In der vorliegenden Arbeit sollten Laminopathie -erwrsachende, trunkierte Lamine,
insbesondere HGPS— und RD — Lamin A, im Vergleigh 2Vildtyp — Lamin A hinsichtlich
ihres Einflusses auf den nukledren Proteinexporérsncht werden. Dazu sollte ein System
heterodimerisierender Proteindomanen so modifiziegrden, dass erstmals nukleére
Transportvorgénge in Echtzeit mittels Fluoreszekroskopie dargestellt werden kénnen.
Daruber hinaus sollten die trunkierten Lamine rkspe ihrer Lokalisation, Beweglichkeit und
ihrem Verhalten bei Veranderung der aul3eren Eisdlizmif eine Zelle charakterisiert und dem
Wildtyp — Protein in Zellkulturmodellen gegentbestgdit werden.

Erganzend sollte die Rolle einer Inhibierung detidlen Prozessierung von Pralamin A in
dessen Kernlokalisation mittels Zugabe eines Fghnassferaseinhibitors tberpruft.

Dem Vergleich von RD — Lamin A mit dem Wildtyp delldabei besondere Bedeutung
zukommen, da in der wissenschaftlichen Praxis bigbeallem eine Fokussierung auf HGPS

stattfand.
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2. Material und Methoden

2.1. Material

2.1.1. Oligonukleotide
Alle verwendeten Oligonukleotide wurden selbst emfen und bei

synthetisiert (Rehydrierung vor

MWG Biotech
Verwendung mit dé&sertem HO erfolgte nach

Herstellerangaben). Die Oligonukleotide wurdenR@GR — Primer sowie zu Sequenzierungen

verwendet. Daneben wurde der von MWG Biotech zuifddgring gestellte Standard — Primer

CMV — FW verwendet. (Kennzeichnung der Primer imgeaden mit * gekennzeichneter

Nummer)

Name

Oligonukleotid (5' — 3' — Richtung)

1* | GFP-InFusion-FW

GAGAAAGGTGTCTAGAGCCAGCAAAGGAGAAGAAC

2* | GFP-InFusion-REV

CCTGCACTCCTCTAGATTTGTAGAGCTCATCCATEC

3* | pEpi-Dsred-FW

CACCATGGCTTCTAGGCTACCACCGCTTGAGAGACTTACTCTT

GATGACAACACCGAGGACGTCATCAAGG

4* | pEpi-DsRed-REV

GCCAGAGGATTCTAGGTCTAGATCCGGTGGATCCCGG

5* | InFusion-pEPI-FW

GGACTCAGATCTCGAGAGACCCCGTCCCAGCGG

6* | InFusion-pEPI-REV

GAAGCTTGAGCTCGAGATTACATGATGCTGCAGTOTGG

7* | DsRedMono-FW

ACCGTGGTGGAGCAGTACG

8* | LaA-Position945

GAAGCAGCTGGCAGCCAAGG

9* | pCEN-F1E-REV

CTTCCCATTCTAAACAACACC

10* | CMV-FW

CGCAAATGGGCGGTAGGCGTG

2.1.2. Chemikalien

Hersteller | Chemikalie

ARIAD

AP21967 (Rapamycin — Analogon)

SigmaAldrich

Ethidiumbromid, Agarose, Glycerol, Natriumacetat;afarmaldehyd, N-Propylgallat, Triton
100, Magermilchpulver, Acrylamid, Natriumdodecyfst) Ammoniumpersulfat, Tetramethy
ethylendiamin, Amidoschwarz, Methanol, Eisessig, fsewesiure, Trichloressigsaure, Es
saure, Tris, NaEDTA, Natriumchlorid, Kaliumchlori@iNatriumhydrogenphosphat, Kaliun
DiHydrogenphophat, Tween® 20, Bromphenolblau, GlyzeMercaptoethanol, Mevinolir
Leptomycin B, Cycloheximid, DAPI, Immersionsél, NNlethylenbisacrylamid, Antibiotik
(Kanamycin, Ampicillin, Gentamycin, Penicillin, fstogramin), Trypsin, fotales Kalberseru
Dulbecco’s modified eagle medium (DMEM) +/- Pheongltuminol, HO,, pCA, DMSO

2.1.3. Molekularbiologische Materialien

Chemikalie Hersteller
Fermentas — Five — Buffer — SysteXb@, Spé, Agd, Smd, Xhd, EcoR/) |Fermentas

6X MassRuler™ DNA Loading Dye Fermentas
DNA- Ladder FastRuler™ HighRange & LowRange Fermentas
T4-Ligase Fermentas
Nitrocellulose Schleicher und Schiill
PageRuler™ Prestained Protein Ladder Fermentas
DH50 und DH10B kompetente Zellen Invitrogen
BSA Protein Standard SigmaAldrich
ErstantikbrpeAnti HA Roche
Zweitantikorpergoat anti rabbit POX Dianova
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2.1.4. Kits und Kitbestandteile

Kit oder Kitbestandteil Hersteller

In — Fusiont™ Dry — Down PCR Cloning Kit Clontech Laboratories
Wizard Plus SV Minipreps Promega

Wizard SV Gel and PCR Clean-Up Promega

iProof High — Fidelity DNA Polymerase Bio-Rad Labmmaes
Effectene Transfection Reagent Quiagen

Lipofectamine 2000 Transfection Reagent Invitrogen
Metafectene Biontex

TransIT — LT1 Transfection Reagent Mirus

Amersham Hyperfilm ECL GE Healthcare

2.1.5. Reaktionsp

uffer, SDS — PAGE und Reaktiorisungen

Zusammensetzung
TAE 2 M Tris; 0,05 M NaEDTA,; 1 M Essigsaure; (pH 8,5)
PBS 137 mM NacCl; 2,7 mM KCI; 10 mM NalPQ,; 2 mM KH,POy; (pH 7,2)
PBS Tween S. 0. + 0,05% Tween® 20

Transfer — Puffer

25 mM Tris/HCI; 192 mM Glyzerin; 0,1 % SDS; 20 % Menol ad 1 | mit Aqua dest.

Laemmli — Puffer

Bromphenolblau 100 mg; Glycerin 3,5 ml; SDS 1,3 & Tris 3,2 ml;
Mercaptoethanol 2,5 ml; (pH 6,8)

Probenpuffer (SDS)

200 mg Bromphenolblau, 5 M Glycerin; 0,21 M SDS;9M Tris; (pH 6,9)

SDS — Sammelgel 59

b3,1 ml HO; 0,6 ml 30% Acrylamid; 1,3 ml Tris (pH 8,8); 5010% SDS; 15 APS;
7,5ul TEMED;

SDS - Trenngel 10%

4,05 ml HO; 3,35 ml 30% Acrylamid; 2,5 ml Tris (pH 8,8); 01l 10% SDS; 3Qu
APS; 15ul TEMED

ECL1

0,5 ml Luminol; 0,22 ml pCA; 5 ml Tris — HCI (pH 8,5ad 50 ml Aqua dest.

ECL2

32l 30% HO,; 5 ml Tris — HCI (pH 8,5); ad 50 ml Aqua dest.

Luminol — Stammlsg

250 mM Luminol in DMSO

ADS - Farbelésung

2,5 g Amidoschwarz; 225 ml Methanol; 225 ml Aquatdes0 ml Eisessig

ADS - Entfarbeldsung

J237,5 ml Methanol; 237,5 ml Aqua dest.; 25 ml Eiggss

ADS - Lyselésung

80 ml Ameisensaure; 10 ml Eisessig; 10 g Trichlogessaire

2.1.6. Material fur Zellkultur

Neben den bekannten HelLa — Zellen kamen humanef#dsten einer Primarkultur zum
Einsatz (zur Verfugung gestellt von Prof. M. Welin&reifswald [89]). Diese stammten von
einem gesunden Spender (Wildtyp) und einem vonriRegér Dermopathie (RD), im Sinne

einer sekundaren

freies DMEM, fur die Lebendzellbeobachtung. Beidedién wurden mit fotalem Kélberserum

(10% fur HeLa — Zellen, 20% fur humane Fibroblaktals Nahrlosung und den Antibiotika

Laminopathie, Betroffenen. Als iMeddienten DMEM sowie Phenolrot —

Penicillin und Streptomycin (je 0,6%) versetzt.

15




2.2. Methoden

2.2.1. Polymerase — Kettenreaktion

Alle PCR — Amplifikationen wurden mit deiRroof High — Fidelity (HF) DNA Polymerase —
Kit durchgefihrt. Dieses enthélt di- — Polymerase, einen entsprechenden Puffer, 10 mM
dNTP — Mix und 50 mM MgGlals Stabilisator. Alle Reaktionen wurden in|30- Ansatzen
durchgefuhrt. Als PCR — Vorlage wurde jeweilad cDNA zugesetzt. Beide Primer lagen im
Reaktionsansatz 0,6M vor. Die HF — Polymerase wurde stets zuletzt hinzu gegeben. Zu
Amplifikation der cDNA wurde in einem Thermocyclg@eneAmp PCR System 2400, Perkin

Elmer) folgendes Programm benutzt:

Initiale Denaturierung: 98°C 30 sek
Denaturierung: 98°C 10 sek
Primer — Annealing: 50°C 30 sek } Z3Blen
Elongation: 72°C 30 sek

Abschlie3ende Elongation: 72°C 10 min
bis zur Weiterverwendung 4°C unbegrenzt

Anschlie3end analytische Gelelektrophorese dest®eaknsatzes (s. 2.2.9.).

2.2.2. “InFusion” — Reaktion

Restringierter Vektor und PCR — Amplifikat wurdeanga? dem Herstellerprotokoll in einem
gebrauchsfertigen ,InFusion“ — Reaktionsgefald zusangebracht (s. 2.1.4.). Um die korrekte
.INFusion* — Reaktion zu gewéhrleisten enthieltém Amplifikate auf beiden Seiten des DNA
— Doppelstranges jeweils 15 Nukleotide komplemerzér den Restriktionsstellen des
Zielvektors. Dies wurde beim Design der Primer grg#shend bertcksichtigt (s. 2.1.1.).
Anschlie3end erfolgte die Reaktion nach Herstatigabben bevor der Reaktionsansatz zur

Transformation kompetenté&r.coli Bakterien eingesetzt wurde (s. 2.2.6.).

2.2.3. T4 — Ligase — Reaktion

100 ng Vektor und cDNA — Insert (bei einem Vektdnsert Verhaltnis von 1:3) wurden mit
T4 — Ligase bei 16°C im Wasserbad uber Nacht irdtibil6 Stunden danach wurde der
Reaktionsansatz zur Transformation kompeteBteoli DHT10B oderk.coli DH50 Bakterien

verwendet (s. 2.2.6.).

2.2.4. Restriktion

Fur Ligationsexperimente wurden Expressionsvektogemal3 den Herstellerangaben mit

entsprechenden Restriktionsenzymen inkubiert umvdigechte DNA — Fragmente mit Hilfe

der praparativen Agarosegelektrophorese isoliert2(2.8.2.). Die erfolgreiche Restriktion
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wurde zuvor mittels analytischer Agarosegelektrophe in Gegenwart eines DNA —
GroRRenmarkers (s. 2.1.3.) und einer Negativkomr@ihbehandelter Vektor) Uberprift.

2.2.5. DNA — Sequenzierung

Alle neu Klonierten Vektoren wurden mittels entgrender Primer bei MWG Biotech mit
Hilfe der Kettenabbruch — Synthese nach Sangereseiprt {alue Read Service in Tubes
1 ug DNA wurde hierzu getrocknet und entsprechendevefst.

2.2.6. Transformation

Rekombinante Vektoren wurden durch die Transforomain E.coli DHT10B oderE.coli
DH50 kompetente Bakterien und anschlieRender Inkubadioh einer entsprechend mit
Antibiotika — versetzten Kulturplatte Gber Nachti [87°C vermehrt. Gewachsene Klone
wurden anschlieBend in 5 ml Antibiotika — versatzteB — Medium als Ubernachtkultur bei
37°C inkubiert. Diese dienten der Plasmid — Isalgr (s. 2.2.8.1.) und der Herstellung von

Glycerinkulturen zur Langzeitlagerung.

2.2.7. Anlegen von Glycerinkulturen

2 ml einer Ubernachkultur oder abgeschabte Kologiaer Kulturplatte in 2 ml LB-Medium
wurden 1 min bei 10.000 g zentrifugiert (BiofugeH&graeusSepatech). Der Uberstand wurde
verworfen, das Pellet mit 1 ml einer Mischung a0862Glycerol und 80% LB — Medium

resuspendiert und die so hergestellte Bakterieresisépn bei —80°C gelagert.

2.2.8. DNA — Isolierung

2.2.8.1. Isolierung von Plasmid — DNA aus baktezilen Ubernachtkulturen

Bakterien aus Glycerinkulturen oder von Kulturmativurde in 5 ml Antibiotika — versetztem
LB — Medium tber Nacht bei 37°C mit 50 U/min inkekii Am néachsten Morgen erfolgte die
Isolierung der Plasmid — DNA mit Hilfe dé&izard Plus SV Miniprep — Kitgon Promega

gemal} Herstellerprotokoll.

2.2.8.2. DNA — Préaparation aus Agarosegel

Mit Restriktionsenzymen behandelte Vektoren und PERAmplifikate wurden nach

Agarosegelelektrophorese unter UV — Licht (UV —n&iluminator Chroma 43, Vetter GmbH)
aus dem Gel isoliert und mit dewdizard SV Gel and PCR Clean — Up ¥in Promega nach

Herstellerangaben aufgereinigt.
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2.2.8.3. DNA — Fallung mit Natriumacetat

Pufferinkompatibilitaten inFermentas — Five — Buffer — Systemachten den Zwischenschritt
der Natriumacetat — Fallung nach der ersten Réstniknotwendig. Hierzu wurde zum
Restriktionsansatz nach der erforderlichen Inkamali/9 des Volumens an 3 M Natriumacetat
(pH 5,2) und das 2,5 fache des Volumens an Ethpraolzugegeben und der Ansatz tber
Nacht bei —20°C inkubiert. Am nachstem Morgen gptidleine Zentrifugation bei 13.000 g fur
30 min bei —4°C . Das so entstandene DNA - Pellatdes zweimal mit 70%igem Ethanol

gewaschen. Nach erneuter Zentrifugation wurde té h deionisiertem HO resuspendiert.

2.2.9. Gelelektrophorese

Je nach Grol3e der aufzutrennenden DNA wurden Agaro&ele unterschiedlicher Dichte
(0,8% oder 1,5% Agarose in TAE — Puffer, je naclblXerder Plasmide und durch PCR oder
Restriktion gewonnenen DNA — Fragmente) verwenflist Grolienmarker dienten dBNA —
Ladder FastRuler™ High — Rang800 — 10000 Bp) bzwDNA — Ladder FastRuler™ Low —
Range(50 — 1500 Bp). Als Pipettierhilfe wurde die aufagende DNA mi6X MassRuler™
DNA Loading Dyeversetzt. Die Trennung erfolgte in einer Elektropgse — Kammer mit TAE

— Puffer bei 80V. AnschlieRend wurde das Gel furniid im Ethidiumbromidbad (ug/ml
H>0) inkubiert und anschlie3end unter UV — Licht fyafiert.

2.2.10. Photometrische Messung

Mit einem Photometer (SmartSpec PLUS, BIORAD) wumkr Nukleinsduregehalt von
wassrigen Losungen nach DNA — Isolation, VektorestiRktion und PCR — Amplifikation bei
260 nm sowie der Proteingehalt von Zelllysaten é20 nm gegen Standarddua des),
gemessen. Die Konzentrationsberechnung erfolgtéh rdeam Lambert — Beer — Gesetz
(Glaskuvette 1 x 1 cm).

2.2.11. Transfektion

Um exogene Proteine in kultivierten Zellen zu experen wurden diese bei ~ 80% Konfluenz
mit der gewunschten Plasmid — DNA transfektiertb&avurden die Zellen stets am Vortag so
gesplittet, dass 24 h spater eine Transfektiortvea diesem Konfluenzniveau moglich war.
HeLa — Zellen wurden stets miEffecten@ (Quiagen) gemaR den Herstellerangaben
transfektiert, primare Fibroblasten dagegen rhitfecten® (Quiagen), Lipofectamin&
(Invitrogen), Metafecten® (Biontex) oder TransIT LTf (Mirus) entsprechend

Herstellerprotokoll.

18



2.2.12. Zellkultur

Die unter 2.1.7. beschriebenen Zellen wurden b&C33% CO2 und 90% Luftfeuchtigkeit als
Boden — adhérente Kultur, auf unbehandelten Deskbkn im Kulturgefal3, inkubiert. Vor
jedem Arbeitsschritt (Mediumwechsel, Splitten, &faktion) wurden die Zellen mehrmals mit
37°C warmenmPBSgewaschen. Zum Splitten wurden die Zellen 3 mit Tnypsin inkubiert
und dieses anschlieBend mit fotales Kélberserumthabendem DMEM inaktiviert. Trypsin
und DMEM wurden zuvor auf 37°C vorgewarmt. Die lefte Losung der Zellen vom
Kulturgefal? sowie der Konfluenzgrad der Zellen veurdbei 40facher Vergrof3erung
lichtmikroskopisch beurteilt (MT — 3 InversmikrogkaOlympus).

2.2.13. Zellfixation

Zur Betrachtung unter dem Mikroskop wurden die &dckglaschen wachsenden Zellen
(HeLa — Zellen und priméare Fibroblasten) nach iliBehandlung entsprechend des jeweiligen
Versuchsprotokolles dreimalig nitBS gewaschen und anschlieend mit 4% Formaldehyd in
PBSflur 10 min fixiert. Nach erneuter dreifacheBS— Waschung wurden die fixierten Zellen
mit N — Propylgallat auf Objekttrager aufgebradbie Lagerung der so praparierten Zellen
erfolgte unter Lichtausschluss bei 4°C.

2.2.14. DAPI - Farbung

Zur Darstellung von DNA als Indikator der Kernmoopdgie wurden primare Fibroblasten auf
Deckglaschen wie oben beschrieben fixiert und drestdnd zur Permeabilisierung 5 min mit
0,1% Triton X-100 inkubiert. Danach wurde fir 10nnmit einer 1:300MAPI — Ldsung (20
mg/ml H,0) gefarbt und anschlie3end fuinf Mal mBSgewaschen. Die Deckglaschen wurden
ebenfalls mit N — Propylgallat auf Objekttragergeliracht.

2.2.15. SDS - Polyacrylamid — Gelelektrophoresend Western Blot

Fur die Western Blot — Analyse von Fusionsproteimaurden HelLa — Zellen 16 nach
Transfektion in Laemmli — Puffer aufgelost und daemschliel3end die Proteinkonzentration
der Zelllysate durch die Amidoschwarz — Methode A2.16.) bestimmt. Je 10g Protein
wurden nun in einer SDS — PAGE bei 80 — 120 V depgalVor dem Auftragen wurden die
Zellextrakte fur 5 min bei 95°C denaturiert. ZumoéGenabgleich wurde der Proteinmarker
PageRuler™ Prestained Protein Laddeit aufgetragen. Nach Abschluss der Gelektropleores
wurden die Proteine bei 42 mA fir 90 min in Trangtdgfer (s. 2.1.5.) auf Nitrocellulosefolie
transferiert. Diese wurde fur 1 h RBSmit 5% Magermilchpulver geblockt. Nun erfolgte @in
Inkubation mit dem Erstantikdrper (Anti — Hamaggiut 1:1000 inPBS5% Magermilch)
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uber Nacht bei 4°C und 20 U/min. Am nachsten Morgrende die Nitrocellulosefolie 3 x 10
min in PBS tween(0,05%) gewaschen und anschlieBend fur 1 h mit demitantikGrper
(garbPOX- goat anti rabbit peroxidas&:3000 inPBS inkubiert. Nach erneutd?BS tween-
Waschung erfolgte die Entwicklung des Blots in eifdnkelkammer. Dazu wurde die
Nitrocellulosefolie fur 1 min in derECL — Reagenz inkubiert (Mischungsverhéltnis
ECL1/ECL2 1:1 s. 2.1.5.) und anschlie3end in einer Entwiogkassette mit dem dem

Amersham Hyperfilm ECL min entwickelt. Zur Digitalisierung wurde der Bleingescannt.

2.2.16. Amidoschwarzmethode

Um die Proteinkonzentration in Zelllysaten zuvesigsbestimmen zu kénnen, wurden diese
mit Hilfe der Amidoschwarzmethode (ADS) gegen eir&®A Protein Standard (s. 2.1.3.)
gemessen [142]. Je 10 Probe und Standard wurden auf Filterpapier aufgyeii, getrocknet
und far 10 min mit Amidoschwarz gefarbt. AnschlieBevurde der Filter wieder entfarbt und
getrocknet. Die einzelnen Abschnitte des Filtersrdea nun getrennt und in
PlastikreaktionsgefalRe fir 30 min bei 50°C in 1dal Lyselésung aufgelost (alle Lsg. s.
2.1.5.). Abschliel3end folgte die photometrische $eg bei 620 nm gegen den Leerwert und

die Extrapolation des Proteingehaltes der Probelaukichkurve.

2.2.17. Fluoreszenzmikroskopie

2.2.17.1. Phéanotypkontrolle und DAPI — Untersuchogen

Die initiale Beurteilung der subzellularen Verteigu exprimierter GFP—-/DsRed -
Fusionsproteine und die Zellkernanalyse mit Hiler API — Farbung wurden mit einem
ZEISS Axioskop 2 Mot Plus bei 400 — oder 630 — &cWergrél3erung vorgenommen. Zur
Digitalisierung von Okularausschnitten enthielt dd&roskop eine SPOT Kamera und eine
Softwareausstattung mit SPOT RD V3.5 (beides Digtage Inc.). Beim Mikroskopieren mit

> 400 — facher VergréRerung wurde Immersionsdl mit einBrechungsindex von 1,4

verwendet.

2.2.17.2. Mikroskopie fixierter Zellen

Neben optischer Fluoreszenzmikroskopie wurden fe&tisrte Zellen zur frc — Analyse mit
Hilfe der konfokalen Laser — Scanning — Mikroskopiggenommen (CLSM eonfocal laser
scanning microscopy Hierzu wurde ein inverses ZEISS LSM 510 konfekaMikroskop in
Verbindung mit einem Argon — Laser zur Anregungngfliioreszierender Proteine (488 nm —

Linie) und einem Helium — Neon — Laser zur Anreguoigfluoreszierender Proteine (633 nm
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— Linie) eingesetzt. Alle Aufnahmen erfolgten b&80€cher Vergrof3erung unter Verwendung

von Immersionsél (Brechungsindex 1,4).

2.2.17.3. Lebendzellmikroskopie

Lebendzellbeobachtungen wurden mit einem inverseical SP5 konfokalen Mikroskop,
ausgerustet mit einem Argon — Laser und einem D@igfle pumped solid state) Laser,
durchgefiihrt. Die Anwendungen wurden mdglich duv@rwendung deiLeica Application
Suite Advanced Fluorescenc@AS AF) Software in Verbindung mit einer DMI6000
Objekttrager Vorrichtung (Leica Micro Systems), ohed die Beobachtung mehrerer Positionen
auf dem gesamten Préparat erlaubt. Zusatzlich weirde Objektivheizung (37°C) verwendet,
um Temperatureffekte auf die Langzeitbeobachturgeminimieren. Die Experimente und
Aufnahmen erfolgten bei 630facher VergroRerung, nEds unter Verwendung von
Immersionsdl (Brechungsindex 1,4).

Lebendzellmikroskopie fur Untersuchungen zur Praeportkinetik:

Hierzu wurden Zellen auf unbehandelten 24 mm Dedajfien kultiviert und 16 h vor Analyse
mit den Heterodimerisationsvektoren (s. 3.1.1.hgfektiert. Die Deckglaschen wurden in
eigens dafur entworfenen Kammern (Jens Gunthetituhdir Anatomie und Zellbiologie,
Wiurzburg) fixiert und auf dem vorgeheizten Objeddh positioniert. 1 ml 37°C vorgewarmtes
Phenolrot — freies DMEM wurde zugegeben und ent$enede, beide Proteine exprimierende
Zellen aufgesucht, digital markiert und als Zeitjuh = O fotografiert. Nun wurde der
Heterodimerisierer AP21967 zugegeben und die zmarkierten Zellen 30 — mal alle 2 min
fur eine Bildaufnahme mit beiden Lasern gescanrg. Aufnahme erfolgte in zwei Kanélen,
sodass eine subzellularg,&— Analyse beider Fusionsproteine durchgefuhrt ereikbnnte.

FRAP — Untersuchungen zur Diffusionsgeschwindig&rgrimierter Prélamin A — Mutanten:

FRAP (luorescence recovery after photobleaching Analysen erfolgten mit Hilfe einer
speziellen Leica Softward~RAP — toolsLAS AF). Hierzu wurden HelLa — Zellen mit den
pEpi — Vektoren (s. 3.4.1.) transfektiert und 1€§pkiter nach oben beschriebener Methode dem
Experiment zugefiihrt. Dies erfolgte in einer batetwdhlbaren 2 x fum groRRenregion of
interest(ROI) durch Bleichen mit den Linien 561 nm (DPS&8 nm, 514 nm (Argon) der
beiden Laser mit jeweils 100% Intensitat. Bildenkten bei diesen Einstellungen mit maximal
4,8 Hz aufgenommen werden, sodass nach einemlenitidcan zum Zeitpunkt t = 0 und drei
Scans bei voller Intensitat (Bleichen), das erstd Blso wieder nach 0,615 s aufgenommen
werden konnte. Nun wurden sequentiell zehn BilderAbstand von jeweils 0,205 s und 60
Bilder im Abstand von 0,5 s, insgesamt also 70dilidber einen Zeitraum von etwa 33 s nach
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dem Bleichen, gescannt. Die 71 Bilder wurden iremirStapel zusammengefasst und mittels
ImageJ (s. 2.2.18.) analysiert. Ein signifikanter Flua@szverlust aufgrund der haufigen
Scans wurde nicht gemessen, sodass die Analyserimedion of interestmathematisch

lediglich mit der Fluoreszenz im Hintergrund koreig werden musste.

2.2.18. Ixic — Bestimmung

Der Ryc (Fluoreszenz im Kern/Fluoreszenz im Zytoplasmaydeumit Hilfe vonImageJ
Version 1.34s(NIH) und Excel (Microsoft) bestimmt. Dazu wurde arei Punkten im
Zellkern, an drei Punkten im Zytoplasma sowie as éunkten auf3erhalb der Zelle, d.h. im
Hintergrund, die Fluoreszenz gemessen. Diese Metswerden anschliel3end mit Hilfe eines
Excelmacrosheetgemittelt und anhand der Formek(FFs) / (Fc— Fg) der k¢ berechnet. (N

= nucleus C = cytoplasm B = backgroungl. Bei allen im folgenden Ergebnisteil genannten
Fnic — Werten handelt es sich also stets um mittleretéVe

2.2.19. Thermischer Stress fur transfektierte Hela — Zellen

Thermischer Stress fir HeLa — Zellen wurde gemaf 2005 von Sanchéz et al. [83]
vorgestellten Methode appliziert. Dabei diente ®iRP — 3 — Galaktosidase — Fusionsprotein
als Indikator fur die Stabilitéat der Kernhtlle (2derfigung gestellt von T. Stamminger [84]).
Hierzu wurden Zellen 16 h post Transfektion (eihfacler doppelt transfektiert — s.3.3.4.) 30
min thermischem Stress durch Zugabe von DMEM (vopteriert auf 37°C, 45°C, 48°C, 51°C
und 55°C) und einer Inkubation in einem gleichtengrgen Inkubator ausgesetzt.
Anschlie3end erfolgte ein Mediumwechsel und eingere Inkubation der Zellen bei 37°C flr

30 min, bevor sie fixiert und einegft — Messung zugefihrt wurden.

2.2.20. Statistische Methoden
Zur Analyse statistischer Signifikanzen unterschiber Versuchsreihen wurde mit Hilfe von
OriginPro7.5 (OriginLab) eintwo — sample — t — tegStudent t — teytdurchgefuhrt. Das

Signifikanzniveau wurde auf p < 0,05 festgelegt.
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3. Ergebnisse

3.1. Nuklearer Export in HeLa — Zellen

3.1.1. Klonierungen: Induzierbarer Kerntransport mittels Heterodimerisation

Zur in vivo (Lebendzellbeobachtung) ur vitro (Mikroskopie fixierter Zellen) (s. 2.2.17.)
Darstellung des nuklearen Exports wurde, basieranfl dem ARGENT™ Regulated
Heterodimerization Kit 2.0von ARIAD [81], ein System fluoreszierender Het#mere
generiert, mittels derer induzierbarer Proteinekpaiglich war.

Die induzierbare Assoziation beider Heterodimereubie auf der Interaktion der humanen
Proteine FKBP12HK®605 binding proteihund FRAP ihTOR/FKBP12 Rapamycin-associated
protein) mit Rapamycin, einem Zellzyklus — Inhibitor. D&% bietet hierfur Vektoren zur
Expression der Rapamycin — bindenden Domanen FKWB® FKBP12) und FRB* (aus FRAP)
(s. 6.1.1.-3.). Als Heterodimerisierer dient dagp&taycin — Analogon AP21967, welches im
Gegensatz zu Rapamycin, den natlrlichen Zellzyklakt beeinflusst, da es nur die mutierte
FRB* — Domane binden kann.

Um die drei verwandten Fusionsproteine zur Darstglldes nukledren Proteinexports mittels
Fluoreszenzmikroskopie nach AP21967 Zugabe zu terhalvurden die Originalvektoren in

folgender Art und Weise verandert (VektorkarteArshang 6.1.):

[) Fusionsprotein NLS — GFP — FKBP
Mit Hilfe der Primer 1* und 2* wurde die GFP — cDN&us dem Vektor pDest53 amplifiziert
und in einer ,InFusion® — Reaktion in den mibd geschnittenen Vektor pEN — F1

zwischen die NLS- und FKBP - Doméne inseriert. (8kteophoretisch wurde ein
entsprechender GFP — cDNA enthaltendesfdC— F1 Klon ausgewahlt, mit Hilfe des Primers
10* sequenziert und als pNLS — GFP — FKBPenannt (Dieser Expressionsektor wurde in

Zusammenarbeit mit Tilman Kiel im Rahmen seinemistion kloniert).

Abb.3-1: NLS — GFP — FKBP,,: Das Fusionsprotein beginnt mit der Kernlokalisadgequenz (NLS). Dandch
folgen GFP und eine FKBP — Doméne.

[I) Fusionsprotein NLS — GFP — FKBP
Aus dem Vektor p¢EM — F2E wurde die fur die Doppel — FKBP — Domaneikrende cDNA

mittels Xba und Spé Verdau herausgeschnitten, aus einem préaparaihgamosegel (0.8%)
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isoliert und in den miXba geodffneten Expressionsvektor pNLS — GFP — FigBRseriert. Die
Xba—- und Spe — spezifischen Uberhange sind zueinander komglatibie Ligation erfolgte
mit Hilfe der konventionellen T4 — Ligase — Reakti&in entsprechender, FKBR- cDNA-
enthaltender, pNLS — GFP — FKBFKlon wurde ausgewahlt, als pNLS — GFP — FKBP
bezeichnet und schlief3lich mit dem Primer 2* seqiggh

=)

Abb.3-2: NLS — GFP — FKBR,: Das Fusionsprotein beginnt wie NLS — GFP — FKBRit der NLS. Hier folge
dem GFP jedoch drei FKBP — Domanen.

[lI) Fusionsprotein NES — DsRed — FRB*:
Der die FRB* — cDNA enthaltende Vektor pERLE wurde mittelsXba zwischen Startcodon

und FRB* — Domane geoffnet. Mit den Primern 3* ufidwurde in einer PCR DsRed aus
DsRed — MonoC1 amplifiziert. Ddorward — Primer 3* kodiert dabei auch die HIV — Rev —
NES (PRLERLTL - s.1.2.2.). Amplifikat und restringierter Vektawvurden in einer
.INFusion* — Reaktion miteinander rekombiniert. &omtechend einer analytischen
Gelelektrophorese wurde ein DsRed — cDNA enthadierilon ausgewahlt, mit Hilfe des
Primers 10* sequenziert und als pNES — DsRed — Ridrannt.

w/\NES-@ERED - FRE"

I\/COOH

Abb.3-3: NES — DsRed — FRB*:Das Fusionsprotein enthélt die nukledre ExportsegWNES des HIV Proteins
Rev, gefolgt von der DsRed- und FRB*— Domaéne.

3.1.2. Expression des induzierbaren Exportsystems

Zur Charakterisierung des nuklearen Exportes inadelZellen wurden diese mit den unter
3.1.1. beschriebenen Expressionsvektoren transfekind die entsprechenden Fusionsproteine
16 h exprimiert (s. Abb. 3-4).
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Abb.3-4: Western Blot NLS — GFP — FKBRy, NLS —

A B C GFP — FKBP,, und NES — DsRed — FRB*Zelllysate
130KD =— ! von transfizierten HelLa — Zellen zeigen im Westerat(BI
die Fusionsproteine entsprechend ihrem Molekular-
— ' gewicht: NLS — GFP — FKBR (A) bei 43 kD, NLS 1
GFP — FKBR (B) bei 72 kD und NES — DsRed — FRB*
T2KD — - (C) bei 35 kD. NLS — GFP — FKBPkann mit seingr

GrolRe den Kernporenkomplex nicht frei passigren,
wahrend NES — DsRed — FRB* diesen auch pgssiv,
mittels Diffusion, Uberwinden kann. (Erstantikorper:
43KD = |

rabbit — Anti — HA, Roche; Zweitantikrpergarb —
POX, Dianova)

In Abwesenheit des Heterodimerisierers AP21967 Kibh8 — GFP — FKBRB und NLS — GFP

— FKBPsx erwartungsgemal stark nuklear lokalisiery,{= 4,36 + 0,13 bzw. 5,57 + 0,13),
wéahrend NES — DsRed — FRB* aufgrund der NES sté&rimplasmatisch lokalisiert ist (ke

= 0,66 + 0,02) (s. Abb. 3-5 u. 3-6). Dies gilt aumdi Doppelexpression eines der beiden grin

fluoreszierenden mit dem rot fluoreszierenden Fspootein.

NLS — GFP - FKBP,, NLS — GFP — FKBP;, NES - DsRed - FRB*

Abb.3-5: Subzellulare Lokalisation von NLS — GFP — FIBP,,, NLS — GFP — FKBR,, und NES — DsRed

FRB* in HeLa — Zellen: Beide NLS — enthaltenden Fusionsproteine weises leitere Fluoreszenz im Zellkgrn

U

auf. Dagegen ist NES — DsRed — FRB* eher zytoplasofatokalisiert. (630x VergroRerung; Messbalkgm]

Da NLS — GFP — FKBR aufgrund seiner Grol3e effizienter im Zellkern lagiate als das nur
mit einer FKBP — Domane versehene Fusionsproteirs NL GFP — FKBR und damit
Anderungen der \{c — Werte nach Induktion des Kernexports deutlichasfalen sollten,

wurden alle Heterodimerisierungsversuche mit delBMs,— Fusionsprotein durchgefuhrt.
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HH

HH

NLS-GFP-FKBP,,
NLS-GFP-FKBP,,
NES-DsRed-FRB*

q =

Abb.3-6: Fyc — Werte fiir NLS — GFP — FKBR,,, NLS — GFP — FKBR,,und NES — DsRed — FRB* in HeLa
— Zellen: Die beiden GFP — Fusionsproteine (hell) sind mériéh > 1 deutlich nuklear lokalisiert, wohingegen
NES — DsRed — FRB* (dunkel) entsprechend seinempiagmatischen Lage mit 0,66 einepd< 1 zeigt. (N = 2

- 4; 17 <n <52; N = Versuchszahl; n = Anzahl pier Versuch analysierten Zellen)

3.1.3. AP21967 — induzierter Kernexport

Zur Messung des nukledren Proteinexportes wurdenLaHe- Zellen mit den
ExpressionsvektorepNLS — GFP — FKBR und pNE — DsRed — FRB* transfektiert und der
Kernexport 16 h post Transfektion durch ZugabeHieterodimerisierers AP21967 induziert.
Die Substanz wurde nach dreimaliger Spuilung deraHeZellen mitPBSdirekt dem Medium
zugegeben. Assoziierten beide Proteine mittelsr iRl€BP — und FRB* — Doménen Uber
AP21967, bildete sich ein Proteinkomplex, der sdviiport—, als auch Exportaktivitat besal3.
Aufgrund der 3fach FKBP — Doménen — Ausstattung Miu$ — GFP — FKBE (es kdnnen
pro NLS — GFP — FKBf maximal 3 NES — DsRed — FRB* binden) Uberwiegte aldive
CRM1/NES - vermittelte Kernexpodes Komplexes und es kam zu einer Veranderung der
von NLS — GFP — FKBR — verursachten Grunfluoreszenz von urspringligla & 1 (vor
AP21967 — Zugabe) aufkc< 1 (post AP21967 — Zugabe) (s. Abb. 3-7).

Der Ry fur das griin fluoreszierende NLS — GFP — FKBRank dabei von 5,57 £ 0,13 auf
0,40 £ 0,02 binnen 60 min nach Zugabe von AP219¢ahrend weiterer 60 min anderte sich
der Fyc nur noch wenig (kc = 0,36 £ 0,03). NES — DsRed — FRB* verhielt siciisprechend
und anderte seinenyk von 0,66 + 0,02 auf 0,31 £+ 0,02 nach 60 bzw. @402 nach 120 min
(s. Abb. 3-8). Die gewahlten Konzentrationen von2A867 (laut Herstellerangaben bis zu
1uM moglich) blieben dabei ohne signifikanten Einfesuf die Veranderung deg,& Jeweils
eine Stunde nach Zugabe von AP21967 lag derf&r die Konzentration von 0,8V bei 0,38

+ 0,04 bzw. 0,40 = 0,02 fur M. Da jedoch bei der héheren Konzentration eineigré
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Anzahl an Zellen den beschriebenen Export zeigemgdeveine AP21967 — Konzentration von

1 uM bei allen im Folgenden beschriebenen Versundigaen verwendet.

Doppelexpression (DE) DE + AP21967 (1h) DFE + AP21967 + LLMB (1h)

A

.

NLS — GFP - FKBP,_

NES — DsRed — FRB*

Abb.3-7: Subzellulare Lokalisation von NLS — GFP — FKBR, (A — C) und NES — DsRed — FRB* (D — K)
unter drei Bedingungen: A, D Doppelexpression (DE) beider Proteine ohne ZugiiseHeterodimerisierers und

1 h nach Zugabe in der Endkonzentration vopM (B, E); beide Fusionsproteine erfuhren dadurch [eine
Verlagerung von intra — nach extranuklear, wasreWeringerung des ¥ entsprach. Zusatzliche Gale, (F)
von 100 nM Leptomycin B (LMB) verhinderte den CRMYermittelten Export. Dem entsprach die Anreichgfun
beider Heterodimere intranukledr und eine Erhohlewk,c. (630x VergrolRerung; Messbalken entsprigihl

Der durch CRM1/NES — DsRed — FRB* Interaktion vetefie Export kann mit Leptomycin B
(LMB), einem Pilzgift ausStreptomycespp, selektiv blockiert werden [85]. So ergabec-F
Bestimmungen nach AP21967 — Zugabe (1 pM) und ige@eart von LMB (100 nM) eine
Arretierung des Exportprozesses mit konsekutivekledrer Anreicherungles Komplexes
infolge der noch verbleibenden ImportaktivitdtAbb. 3-7). Der k¢ stieg dabei zeitabhangig
fur die Grunfluoreszenz von 5,57 £ 0,13 auf 9,90, 26 bzw. 12,47 £ 0,67 nach 1 bzw. 2 h und
fur die DsRed — Fluoreszenz von 0,66 + 0,02 aufd%,2,99 bzw. 24,97 + 2,40 nach 1 bzw. 2
h (s. Abb. 3-8).
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Um eine Beeinflussung der Transportvorgange, du@hrend der Messzeit neu synthetisierte
Proteine, auszuschlieBen, wurde zu den oben bebenen Versuchsansatzen zeitgleich mit
AP21967 und LMB noch Cycloheximid, ein Protein —o8inthese — Hemmstoff aus
Streptomyces grise{$00 nM), zugesetzt.

FNJ’C
25 1 [ ]NLS - GFP - FKBP,,
[l NES - DsRed - FRB*
m e
15
"
L
10 L
5 -
o il - - - - .
DE DE + AP21967 | DE + AP21967 [DE + AP + LMB[DE + AP + LM
(1h) (2h) (1h) 2h)

Abb.3-8: Fyc — Werte flir NLS — GFP — FKBPRy, (hell) und NES — DsRed — FRB* (dunkel) unter AP2196-,
LMB — und Cycloheximid — Zugabe: Doppelexpression (DE) vor Zugabe sowie 1 und 2 ¢hraugabe dgs
Heterodimerisierers AP21967.(¥). AuRBerdem 1 und 2 h nach Zugabe sowohl desrbigitaerisierers, als au¢h
des CRM1 — Inhibitors Leptomycin B (LMB — 100 nM). Esigt sich eine zeitabhéngige Ab- bzw. Zunahmg des
Fnic der Griinfluoreszenz, also eine Veranderung deretokalisation von NLS — GFP — FKBPvon intra-
nach extranuklear (gestrichelte Linie entsprichterinky,c von 1), je nachdem, ob die Bedingungen aktjven
Export induzieren (nur AP21967) oder diesen bloghgAP21967 + LMB). (2 <N < 4; 17 <n <52)

3.1.4. Dynamik des nuklearen Exportes

Um den nuklearen Export von NLS — GFP — FKBR HelLa — Zellen zeitlich auflésen zu
konnen, wurden Zellen, welche beide Fusionsprotemprimierten, der unter 2.2.17.3.
beschriebenem vivo— Analyse zugefihrt.

Dadurch konnte erstmals ein nukleérer Exportvorgarifchtzeit analysiert werden (s. Abb. 3-
9) und die Kinetik des Crm1l — vermittelten Expovten NLS — GFP — FKBE bestimmt
werden. Der fc folgte der Exponentialfunktionye(t) = Fuc max* € 4 mit ty, = 9,6 min.
Nach 30 min waren fast 90% des NLS — GFP — FxBPProteins infolge der AP21967 —
induzierten Komplexbildung mit NES — DsRed — FRBbnv Zellkern ins Zytoplasma
transportiert (s. Abb. 3-10).
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Abb.3-9: CLSM - Bilder des Nuklearen Exports von NIS — GFP — FKBRy zeitlich aufgeldst: 24 Bilder im
Abstand von je 2 min (A = ohne AP21967, B-X = mR21967 - 1M) zeigen den nuklearen Export von NLS —
GFP - FKBR,. Bei allen beobachteten Zellen des Bildausschnititgnt die Fluoreszenz im Zellkern zu Gungten
der Fluoreszenz im Zytoplasma ab, gleichbedeutendr efiy,c — Veranderung von > 1 nach < 1. (680x
Vergrof3erung, der Bildausschnitt misst 60 x.6@)

0 10 20 30 40 50 60
Zeit (min)

Abb.3-10: Graphische Darstellung des ke von NLS — GFP — FKBR, nach Zugabe von AP21967 in
Abhéangigkeit der Zeit: Zugabe des Heterodimerisierers (PfeillM) induziert den nuklearen Export von NL
GFP — FKBR,. (N =4; 6 <n < 13)

vz,
|
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3.2. Nuklearer Export in humanen Fibroblasten
Neben HelLa — Zellen wurde der nukleare Export isities gleichen Versuchssystems auch in
menschlichen Fibroblasten untersucht. Uns standsfiir ddie unter 2.1.6. beschriebenen

Wildtyp— sowieRD — Fibroblasten als Primarkultur zur Verfigung (s.ABHL1).

Wildtyp Restriktive Dermopathie

DAPI

Abb.3-11: DAPI — Farbungen der Wildtyp — Fibroblastenund der RD — Fibroblasten: Die Morphologie de

[

RD — Zellkerns erscheint gegeniiber den Kernen deédtyii — Zellen aufgrund der gestorten Pralamin A —

Prozessierung dysmorph. (630x VergroRerung; Mekssbaintspricht (Im)

Diese wurden mit den Expressionsvektoren pNLS — GHFKBRs und pNES — DsRed —
FRB* doppeltransfiziert. Dabei entsprach die sulb@le Verteilung der Fusionsproteine der
Wildtyp — Linie und der RD- Linie, der unter 3.1.2. fur HeLa — Zellen Besehenen (s. Abb.
3-12). Die kjc — Werte fur NLS — GFP — FKBRFlagen fur die Wildtyp- Fibroblasten bei 4,04
+ 0,30 wahrend dieser fur die RB Linie 4,32 + 0,36betrug. Im Gegensatz zu den
Ergebnissen bei HeLa — Zellen war degjcHur NES — DsRed — FRB* in den Fibroblasten
leicht > 1. Er betrug fur die Wildtyp — Linie 1,420,07 Der gleiche Effekt zeigte sich in der
RD — Linie mit 1,43 £ 0,06 (s. Abb. 3-13).

Eine Stunde nach Induktion des Exports (AP21967 +M) sank der [ fur beide
Fusionsproteine in beiden Zelllinien erwartungsgérai. Dabei zeigte sich fur NLS — GFP —
FKBPsx jedoch kein statistisch signifikanteémterschied zwischen Wildtyp Zellen (k¢ =
0,37 + 0,04) und RB- Zellen (k¢ = 0,38 £ 0,03). Auch NES — DsRed — FRB* verhiaths
fur beide Zelllinien ahnlich (0,49 + 0,07 bzw. 0,400,03). Es konnte damit unter den
gegebenen Umstanden kein signifikanter Unterscimeduklearen Export von NLS — GFP —

FKBPsx zwischen gesunden Fibroblasten und-RBbroblasten festgestellt werden.
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Doppelexpression (DE) DFE + AP21967 (1h) DE + AP21967 + LLMB (1h)

Wildtyp
NLS — GFP - FKBP,_

NES — DsRed — FRB*

NLS — GFP - FKBP,_

Restriktive Dermopathie

NES — DsRed — FRB*

Abb.3-12: CLSM - Bilder der subzellularen Lokalisaion von NLS — GFP — FKBR, und NES — DsRed
FRB* in Wildtyp— und RD — Fibroblasten mit/ohne AP21%7 und mit/ohne LMB: Bei Doppelexpressiq
ohne Heterodimerisierer findet sich NLS — GFP — FKR®rwiegend nuklear lokalisiert, wahrend NES — Ds

— FRB* sich etwa gleichmaRig im Zyto— und Nukleoptas verteilt. 1 h nach Induktion des nukleé

n
Red

ren

Proteinexportes mittels AP21967 finden sich beidssidhsproteine vorwiegend zytosolisch und entsmndch

damit den unter 3.1.2. beschriebenen subzellukiegteilungen der Fusionsproteine in HeLa — Zellenbéider
Zelllinien kommt es ebenfalls zu einer starken naida Anreicherung beider Fusionsproteine bei Skl
Inhibierung des CRM1/NES — Proteinexportes mittelsB.N630x VergroRerung, Messbalken entsprichtri)

—
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Auch 30 min nach Induktion des Exports mittels ABZA zeigten Wildtyp— und RB Zellen
keinen signifikanten Unterschied imyEflir NLS — GFP — FKBER. Er betrug 0,34 + 0,06 flur
Wildtyp — Fibroblasten und 0,24 + 0,05 fir RD (kA 3-13). Da die j5c — Werte nach 30
min weitgehend dem Wert nach 60 min entsprecham k@me &hnliche Exportkinetik, wie die
unter 3.1.4. fir HeLa — Zellen beschriebene, angenen werden.

Zugabe von Leptomycin B (100 nM) zum Heterodimensngsansatz zeigte auch hier den zu
erwartenden Anstieg desyt aufgrund der Inhibierung des Exportkomplexes, emem kc
von 5,30 £ 0,13 (Wildtyp — Fibroblasten) und 5,80,68 (RD — Fibroblasten) fir NLS — GFP
— FKBPsy bzw. 3,29 + 0,03 (Wildtyp — Fibroblasten) und 368,77 (RD — Fibroblasten) fur
NES — DsRed — FRB* (s. Abb. 3-12).

Fric 5 e
71 45 |
[Jwildtyp Y
3.5
6 .RD N
2.5
3 I
5 15 - '
I e [ DN -.coooocsonmemsmnmsessscas: [N T ...
0.5
: I
4 - l DE | DE+AP21967(1h) | DE + AP21967+ LMB (1h)]
3 nll
2 al
1 sttt il 00 | e Rt e e e e e e T R S D T R e R e oo 0 il 00 pEShieToie
; Fle 1
Doppelexpression DE + AP21967 DE + AP21967 DE + AP + LMB
(DE) (30min) (60min) (60min)
Abb.3-13: Fyc — Werte fir NLS — GFP — FKBPs (groRes Fenster) und NES — DsRed — FRB* (kleines
Fenster) in Wildtyp— und RD — Fibroblasten vor sowie30 und 60 min nach Zugabe von AP21967 oder
AP21967 + LMB: Im grof3en Diagramm ist der Verlauf degcHur das Detektor — Protein NLS — GFP — FKkRP
ersichtlich, wahrend der Einschub die entsprechemigen fir NES — DsRed — FRB* zeigt. Der Export38}
min nach AP21967 — Zugabe groRtenteils abgeschlogsereigt sich kein signifikanter Unterschied z\vesg
Wildtyp — Fibroblasten und RD — Fibroblast&urch die Blockade des CRM1 — vermittelten Expovias NES +
DsRed — FRB* durch Zugabe von Leptomycin B (LMB) kotres zu einem erwartungsgemafen Anstieg der
Fnic beider Fusionsproteine. (4 <N < 6; 10 < n < 23)
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3.3. Bedeutung der Farnesylierung fur die Prozegsung von Pralamin A

Um den Einfluss einer Inhibierung der Farnesyligruals initialen Schritt der Prélamin A —
Prozessierung, auf die Kernlokalisation von PratarAi im Vergleich mit Lamin A zu
untersuchen wurden in HeLa — Zellen N — terminahkrerte Pralamin A— und Lamin A —
Proteine exprimiert und ihre Kernlokalisation quetiv mittels k,c — Messung bestimmt. Die
Deletionsmutanten wurden als GFP — Fusionspro&ipemiert und enthielten die Lamin A —
NLS sowie dietail — Domane, ihnen fehlte jedoch die kompldiead (H) — undrod (R) —
Doméane AAS 1-385 =AHR) (s. Abb.1-1) und damit die Voraussetzung zdarfentbildung
und zur Inkorporation in die Kernlamina (s. Abb14).

Die Farnesylierung wurde indirekt durch Zugabe Bamesyltransferaseinhibitors Mevinolin
(Lovastatin, ausAsp. terreus einem HMG — CoA - Reduktase — Inhibitor, verkrd
Mdgliche unspezifische Einflisse von Mevilonin adén Kernimport wurden durch den
Einsatz des von einer Prozessierung unabhangigaariaproteins GFP — NLS (zur Verfigung
gestellt von PD Dr. S. Hubner, Institut fir Anatemund Zellbiologie, Wirzburg)
berticksichtigt. Dieses enthalt die NLS des SV40 PRntigens [68], einer der NLS des
PralamirA sehr ahnlichen Kernlokalisationssequenz.

Die als GFP —AHR — Pralamin A und GFP AHR — Lamin A (entspricht der fertig
prozessiertentaill — Domane) bezeichneten Fusionsproteine zeigterenseb wie die

Negativkontrolle, eine diffuse Kernakkumulation.

GFP —AHR — 7 Foe

T [] = Mevinolin
Pralamin A : _p=043 -
? \ | I + Mevinolin

. 1

Pralamin A i 4

GFP-AHR-  GFP-AHR-  GEP.NLS
+ Mev + Mev + Mev Préalamin A Lamin A

Abb.3-14: CLSM — Bilder und Fyc — Messungen zur subzellularen Lokalisation von GFR- AHR —

Pralamin A, GFP — AHR — Lamin A und GFP — NLS. Gezeigt ist die subzelluldre Lokalisation der drei

Deletionsmutanten GFP AHR — Pralamin A, GFP AHR — Lamin A und GFP — NLS ohne (hell) und mit
(dunkel) Zugabe von Mevinolin (2gM) in HeLa — Zellen sowie die entsprechendegp: — Werte. (630k
VergroRerung; Messbalken entsprichtr) (N = 4; 40 < n < 53)
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Fne — Messungen ohne und 16 h nach Zugabe von Menin@b uM) ergaben keine
Mevinolin — Abhéangigkeit der subzellularen Lokatisa von AHR Prélamin A. So lagen die
Fnie — Werte bei Mevinolin — Zugabe mit ~ 11 + 1,0 niiskgnifikant héher als ohne (~ 8 +
1,29). Die Fusionsproteine GFPAHR Lamin A und GFP — NLS im Sinne einer spezifisthe
bzw. allgemeinen Kontrolle zeigten wunter den gleith Versuchsbedingungen
erwartungsgeman ebenfalls keine Mevinolin — ablgamgiUnterschiede in der subzellularen
Verteilung. Betrachtet man das Verhéltnis der Fusiootein — spezifischenvk — Werte mit
und ohne Mevinolin, so ergibt sich im Falle von GFRHR Préalamin A ein Verhéaltniswert
von ~ 1,3 (wenn auch statistisch nicht signifikagggentuber Werten von ~ 1 fur die
Fusionsproteine GFPAHR Lamin A und GFP — NLS.

Fyic (tMev) / Fy,. (ohne Mev)
14 %

08 4
0.6 4

04 4

GFP-AHR-  GFP-AHR-  Grpnis
Pralamin A Lamin A_

Abb.3-15: Normierte Daten von GFP — AHR — Préalamin A, GFP —AHR — Lamin A und GFP — NLS mit
versus ohne Mevinolin:Das Verhaltnis desye mit Mevinolin gegen denyz ochne Mevinolin betragt fir GFH —
NLS und GFP -AHR — Lamin A ~ 1. Fir GFP AHR — Pralamin A zeigt sich ebenfalls ein statistisicht

signifikantes Verhaltnis von 1,29 (N = 4)

3.4. DsRed - Pralamin A/- Pralamin AA50 und — PralaminA90 in HelLa

3.4.1. Klonierung von pEpi — DsRed — Expressionsktoren

Zur Expression verschiedener rot — fluoresziereridgilamin A — Versionen diente der
episomal replizierende pEpi — Vektor. Dabei wurdghndie Originalversion des unter 6.1.6.
beschriebenen pEpi — 1 — Vektors benutzt, sondara euvor fur die Anwendung der
»Gateway"“ — Technologie (Invitrogen) kompatibel gemachtesiar des Originals [88]. Aus
diesem Vektor wurden mittelsgd — und EcoRV — Restriktion die GFP — cDNA und doedB

— KassetteGateway— Domane) herausgeschnitten. Aus DsRed — MonoCdenmittelsAgd

— und Smal — Restriktion die DsRed — cDNA herausgeschnittere Auftrennung und
Praparation des Vektors und der DsRed — cDNA edolgeweils aus praparativen

Agarosegelen. Letzteres Insertionsstiick wurde die€end durch eine T4 — Ligation in den
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restringierten pEpi — Vektor inseriert. Ein Putkton wurde gelelektrophoretisch entsprechend
der zu erwartenden korrekten GrofRe ausgewahltesert ( Primer 7*) und pEpi — DsRed
genannt.

Dieser wurde nun zwischen der DsRed — cDNA undSdstAR — Sequenz durch einéhd —
Restriktion gedffnet und mittels einer ,InFusion“ Reaktion mit entsprechenden cDNAs
(kodieren fur Pralamin A sowie die HGPS bzw. RD wseachenden Pralamin A
Deletionsmutanten) ligiert. Als PCR — Vorlage deamgeeignete pDEST — Vektoren [68, 135]
Die eingesetzten Primer 5* und 6* konnten aufgraed 5 — und 3’ —Homologie der drei
Préalamin A — cDNAs (s. Abb. 3-16) fur alle drei PGRAmplifikationen verwendet werden.
Die als pEpi — DsRed — PraLaA, pEpi — DsRed — PAAA&O und pEpi — DsRed — PraLaA
A90 genannten Vektoren wurden mit den Primern 7* @dsequenziert. (Alle drei
Expressionsvektoren wurden in Zusammenarbeit mdn Kiel im Rahmen seiner Promotion

kloniert.)

GAGACCCCGCCCAGCGGCGCGCCACCCGCAGCGGGGCGCAGGCCAGCT CCACT CCGCT GT CGCCCACCCGCAT CACCCGG
CTGCAGGAGAAGGAGGACCT GCAGGAGCT CAATGATCGCTTGGCGGT CTACATCGACCGT GT GCGCTCGCT GGAAACGGAGAA
CGCAGGGCTGCGCCTTCGCAT CACCGAGT CTGAAGAGGT GGT CAGCCGCGAGGT GT CCGGCATCAAGGCCGCCTACGAGGCCG
AGCT CGGGGAT GCCCGCAAGACCCT TGACT CAGT AGCCAAGGAGCGCGCCCGCCT GCAGCT GGAGCT GAGCAAAGT GCGTGAG
GAGT TTAAGGAGCT GAAAGCGCGCAATACCAAGAAGGAGGGT GACCTGATAGCT GCTCAGGCT CGGCTGAAGGACCT GGAGGC
TCTGCTGAACT CCAAGGAGGCCGCACT GAGCACT GCT CTCAGT GAGAAGCGCACGCT GGAGGGCGAGCT GCATGATCTGCGGG
GCCAGGT GGCCAAGCT TGAGGCAGCCCTAGGT GAGGCCAAGAAGCAACTTCAGGAT GAGAT GCT GCGGCGGGT GGATGCTGAG
AACAGGCT GCAGACCAT GAAGGAGGAACT GGACT TCCAGAAGAACAT CTACAGT GAGGAGCT GCGT GAGACCAAGCGCCGT CA
TGAGACCCGACT GGT GGAGAT TGACAAT GGGAAGCAGCGT GAGT TTGAGAGCCGGCT GGCGGAT GCGCT GCAGGAACT GCGGG
CCCAGCATGAGGACCAGGT GGAGCAGTATAAGAAGGAGCT GGAGAAGACTTATTCT GCCAAGCT GGACAAT GCCAGGCAGTCT
GCTGAGAGGAACAGCAACCT GGT GGGGGCT GCCCACGAGGAGCT GCAGCAGT CGCGCAT CCGCATCGACAGCCTCTCTGCCCA
GCTCAGCCAGCT CCAGAAGCAGCT GGCAGCCAAGGAGGCGAAGCT TCGAGACCT GGAGGACT CACT GGCCCGT GAGCGGGACA
CCAGCCGGCGGCT GCTGGCGGAAAAGGAGCGGGAGAT GGCCGAGAT GCGGGCAAGGAT GCAGCAGCAGCT GGACGAGTACCAG
GAGCTTCTGGACATCAAGCT GGCCCT GGACAT GGAGAT CCACGCCTACCGCAAGCT CTTGGAGGGCGAGGAGGAGAGGCTACG
CCTGTCCCCCAGCCCTACCT CGCAGCGCAGCCGT GGCCGTGCTTCCTCT CACT CATCCCAGACACAGGGT GGGGGCAGCGT CA
CCAAAAAGCGCAAACT GGAGT CCACT GAGAGCCGCAGCAGCTTCTCACAGCACGCACGCACT AGCGGGCGCGT GGCCGTGGAG
GAGGT GGAT GAGGAGGGCAAGT TTGT CCGGCT GCGCAACAAGT CCAAT GAGGACCAGT CCAT GGGCAAT TGGCAGAT CAAGCG
CCAGAATGGAGATGATCCCTTGCTGACTTACCGGT TCCCACCAAAGT TCACCCT GAAGGCT GGGCAGGT GGT GACGATCT GGG
CTGCAGGAGCT GGGGCCACCCACAGCCCCCCTACCGACCT GGT GT GGAAGGCACAGAACACCT GGGGCT GCGGGAACAGCCTG
CGTACGGCTCTCATCAACT CCACT GGGGAAGAAGT GGCCATGCGCAAGCT GGT GCGCTCAGT GACT GTGGT TGAGGACGACGA
GGAT GAGGATGGAGATGACCT GCTCCAT CACCACCACGGCT CCCACT GCAGCAGCT CGGGGGACCCCGCTGAGTACAACCTGC
GCTCGCGCACCGT GCTGT GCGGGACCT GCGGGCAGCCT GCCGACAAGGCAT CT GCCAGCGGCT CAGGAGCCCAGGT GGGCGGA
CCCATCTCCTCTGGCTCTTCTGCCTCCAGTGTCACGGT CACT CGCAGCTACCGCAGT GT GGGGGGCAGT GGGGGTGGCAGCTT
CGGGGACAATCTGGT CACCCGCTCCTACCTCCT GGGCAACT CCAGCCCCCGAACCCAGAGCCCCCAGAACTGCAGCATCATG

Abb.3-16: cDNA Sequenz des humanen Pralamin ASie kodiert flir 664 Aminosauren (AS). StartcodanG)
und Stopcodon (TAA) sind griin markiert. Bei der ufh AS verkirzten HGPS verursachenden Pralamin A
Mutante (auch Progerin genannt) fehlen 150 Nulkdieofrot) nahe dem 3’ — Ende. Weitere 120 Nukleotédso]
insgesamt 90 AS, fehlen bei der RD verursachend@arRin A Mutante (blau + rot).

3.4.2. Expression von DsRed — Pralamin — Fusiongpeinen

HelLa — Zellen, die mit den Expressionsvektoren pEPsRed — Pralamin A/ Pralamin A50/
Pralamin AA90 transfektiert wurden, zeigten 16 h post Trangiekeine rot fluoreszierende
Kernlamina. Dabei zeigten DsRed — Pralamin A exmende Zellen eine phé&notypisch
intakte Kernlamina von gleichméRig rundem bzw. esalAussehen (s. Abb. 3-17A).
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Fur das Pralamin A50 — Protein sind die Veranderungen den unter 23.2flr Progerin
beschriebenen Dysmorphien analog. So kam es zuwilationen und Blasenbildung der
Kernmembran sowie in geringem Male zur Bildungaintind transnuklearer Aggregate (s.
Abb. 3-17B). Noch auffalliger war der Phanotyp d€ernlamina nach Expression von
Pralamin A A90. Hier summiertersich die bei Progerin beobachteten Veranderungen zu

geschrumpften, blasigen Kernen mit vielfaltigenleéken Einschlissen (s. Abb. 3-17C).

A C

Abb.3-17: CLSM — Bilder von DsRed —Prélamin A/Pralamin A A50/Prélamin A A90 — exprimierenden HelLa — Zellen:
(A) Morphologisch unaufféllige Kerne nach Expressiam\vDsRed — Prélamin A. Kerndysmorphien zeigten siels
Expression von DsRed — Pralamin 450 (B) und DsRed — Pralamin A90 (C) in Form blasiger Veranderungen [der
Kernlamina bzw. des Zellkerns und Bildung intratisnuklearer Aggregate. Eine starkere Auspragungeimdysmorphien
konnte in DsRed — Pralamin A90 — exprimierenden Zellen gegenuber DsRed — PralAnA50 exprimierenden beobachtet

werden. (630x VergroRerung; Messbalken entspright)1

3.4.3. Untersuchungen zur lateralen Dynamik der Ds&d — Préalamine A, AA50 und A
A90 in der Kernlamina

Mittels FRAP — Analyse wurde die Mobilitdt der HGB&d RD verursachenden Prélamin A —
Mutanten im Vergleich zu Préalamin A im Bereich #@rnlamina untersucht. Hierfiir wurden
ausgewahlte Zellen nach initialem ,Bleichen* fur 38k. beobachtet. Langere FRAP —
Analysen waren aufgrund von Zellbewegungen und damhergehendem Verlust der
Fokusebene nicht mdglich.

Fur alle drei Fusionsproteine zeigte sich eine stti@rErholung der Fluoreszenz in degion

of interest(ROI) von ungefahr 20% gegenuber dem Ausgangsweerhalb von 15 sek nach
dem ,Bleichen®, gefolgt von einer Plateauphasajen nur noch eine langsamere Erholung der
Fluoreszenz detektiert werden konnte. Die FRAP rekk wurde mit Hilfe einer einfach
exponentiellen Funktion der Form f(x) = a * (1 3 Ibeschrieben, wobei a dem Wert des
erreichten Plateaus entspricht und b dem Wert tderészenz zum Zeitpunkt t = 1.23 sek
(erstes CLSM — Bild nach dem Bleichen) entspracilg. 3-18).
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Abb.3-18: FRAP — Analysen und CLSM — Bilder der Protemne DsRed — Pralamin A, DsRed — Prélamin A

A50 und DsRed — Prélamin AA90 in HeLa — Zellen: Die FRAP — Kinetik folgte der Funktion f(x) = a(1 —
b*), wobei a dem Wert des Plateaus entspricht unérb ersten Messwert nach dem Bleichen (t = 1.23.
Dazugehérige CLSM — Bilder entsprechen den Zeitpumkte O (Bild vor Fluoreszenzausléschung), t = 1s2§

sek)

(erstes Bild nach dem Bleichen) und t = 33.015 gkkztes Bild post Bleichen) und zeigen (die

Kontinuitatsunterbrechung der Kernlamina im ROI.HI8; 5 < n < 13)

Normiert man die Messungen gegen den Ausgangspuamktiem Bleichen (t = 0), so zeigte

sich ein signifikanter Unterschied im Bereich déstéaus zwischen DsRed — Pralamin A und

den Mutanten DsRed — Pralamin #460 und DsRed — Pralamin A90. Folgte DsRed

Pralamin AA50 zu Beginn seiner Erholungsphase eher dem Wildtyrotein, erreichte es

nicht dessen Plateau (d.h. 20 % der Ausgangsflzenz$ sondern wie auch DsRed — Pralamin

A A90 nur etwa 16 % der Ausgangsfluoreszenz (s. AI®)3
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Abb.3-19: FRAP — Analyse zum Diffusionsverhalten delFusionsproteine DsRed — Pralamin A, DsRed
Pralamin A A50 und DsRed — Pralamin AA90 innerhalb der Kernlamina von Hela — Zellen: Graphische

Verlauf der Fluoreszenzintensitat abhangig vonzastr dargestellt als normierte Intensitatserholuagemiber t

0 sek. Die Kinetiken sind dabei fir DsRed — Pratawi und DsRed — Prélamin A50 zu Beginn identisch,

trennen sich jedoch bei ~ 15 sek. Die erreichteateBls unterscheiden sich hdchst signifikant (p,GOG2
zwischen Pralamin A und den beiden trunkiertenddnen. DsRed — Pralamin A erholt sich binnen 33 ze€
etwa 22%, wahrend die Fusionsproteine DsRed — riandla A50 und DsRed — Pralamin A90 nur circa 169

ihres Ausgangswertes erreichen. (N =3; 5<n < 13)
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3.4.4. GFP - 3 — Galaktosidase in DsRed — Pralamf, DsRed — Pralamin AA50 und
DsRed — Pralamin AA90 exprimierenden HelLa — Zellen unter thermischem tgess

Aufgrund der durch die Expression von DsRed — RrilaA A50 und DsRed — Pralamin A
A90 induzierten Kerndysmorphie sollte in solchenleteldie Integritdt der Kernhulle unter
thermischen Stressbedingungen untersucht werders REporterprotein diente das
Fusionsprotein GFP — 3 — Galaktosidase, ein Homamtetr (> 500 kDa), welches aufgrund
seiner GroflRe nicht in der Lage ist die Kernhlllevbdie KPK unter physiologischen
Bedingungen mittels Diffusion zu passieren (s. ABRO).

Inkubiert wurde jeweils fur 30 min durch Zugabe \aisprechend vorgeheiztem Medium und
Lagerung in einem Inkubator gleicher Temperatur.schtieRend erfolgte bei allen
Versuchsanséatzen eine Nachinkubation von 30 mireruphysiologischen Bedingungen
(37°C).

Fiur HeLa - Zellen, welche nur GFP — [ — Galaktesdaxprimierten, ergab die
Quantifizierung der subzellularen Lokalisation d&niinfluoreszenz bei 37°C einer,& von
0,30 + 0,014. Ein ahnlicher Wert wurde auch beeeiB0 — minutigen Inkubation bei 48°C
gemessen (fc = 0,33 + 0,016). Erst bei 55°C zeigte sich ein tagsdes ki (zunehmende
intranukleare Lokalisation des IndikatorproteinBye = 1,3 £ 0,06) und somit ein Einfluss auf
die Stabilitat der Kernhlle (s. Abb. 3-21).

37°C 48°C S

GFP — B - Galaktosidase

Abb.3-20: GFP — B — Galaktosidase in HeLa — Zellened 37°C, 48°C und 55°CGFP — 3 — Galaktosidase
bei 37°C ausschlieRBlich zytoplasmatisch lokalisidféhrend eine Erwéarmung auf 48°C deuficht verandert,

st

ist die Integritdt der Kernhille bei 55°C so stadkmindert, dass GFP — 3 — Galaktosidase in derketa]l

gelangen kann(630x VergréRerung; Messbalken entspriglrn)

Daran anschlieBend wurde der Einfluss der Expressto Fusionsproteine DsRed — Pralamin
A, DsRed — Préalamin A50 und DsRed — Pralamin A90 auf die subzellulare Verteilung von

GFP - 3 — Galaktosidase bei verschiedenen Tempemnatutersucht. Insgesamt ergaben sich
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im Bereich zwischen 37°C und 51°C keine Untersahidudnsichtlich der subzellularen

Verteilung der Grunfluoreszenz infolge der durchRBd — Préalamin AA50 oder DsRed

Pralamin AA90 induzierten Kerndysmorphien im Vergleich zu Het&ellen, welche nur

GFP — 3 — Galaktosidase oder zusatzlich DsRed larRird A exprimierten. In allen Zellen
lagen die K — Werte zwischen 0,23 und 0,32 (alle SD < 0,0I23. bei einem 55°C

Temperaturschock nur einzelne Zellen in ihrer Geésaegritat intakt blieben, wurden

Messungen ausschlie3lich im Temperaturbereich15i€ Surchgefiuhrt.

1 6 _FNJ’C

= GFP — B — Galaktosidase (§ — Gal)
147 «p—Gal+DsRed-PraLamin A {
1.2+ » § — Gal + DsRed-Prilamin A A90

1 ol i e i A S i T A S e S T o A S e S P e S e 6 o S e 5 i i
0.8 1
0.6
04 A
02 -
i i i i
37° C 45° C 48° C 51° C 55° C

Abb.3-21: Ry — Werte fir GFP — 3 — Galaktosidase bei verschiedenefemperaturen in GFP — R +

Galaktosidase alleine (rot) oder zusammen mit Pralam A bzw. den Pralamin A Varianten exprimierenden
HelLa — Zellen: In HeLa — Zellen, die GFP — 3 — Galaktosidase allekprimierten lag derrz— Wert bei 37°(
und 48°C mit 0,3 und 0,33 (SD 0,014 bzw. 0,016)tldguunter 1 (gestrichelte Linie), stieg jedoch maie
Inkubation der Zellen bei einer Temperatur von 55%@ril (e = 1,3 = 0,06). In Koexpressionsversuc
anderte sich die subzellulare Lokalisation von GHP—Galaktosidase trotz Gegenwart von DsRed -afialA
A50 (grun) oder DsRed — Pralamin®0 (blau) bei den gewahlten Temperaturen nicht. Kiexpression vo
DsRed — Prélamin A (schwarz) diente der Kontrdime funktionelle Desintegration der Kernhille igfelde
Expression der Pralamin A — Mutanten konnte sonuhinfestgestellt werden. (Standardabweichungen0&2
graphisch nicht auflésbar; N = 4; 25 < n < 43; fglede Durschnittslinien)

hen
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4. Diskussion

4.1. Nuklearer Proteinexport in HeLa — Zellen

Die Quantifizierung intrazellularer Transportkirketh ausgewahlter Proteine mit Hilfe der
induzierten Protein — Heterodimerisierung, wie iasér Arbeit beschrieben, ist absolut neu
und stellt eine wenig invasive, zeitsparende Alg&xue zur Messung der Import—/Exportkinetik
NLS— und NES - enthaltender Moleklle direkt mitt@élkioreszenzmikroskopie dar. Es
kommen dabei neben den Fluorophoren v.a. spezesseidProteindomanen zum Einsatz
(FRB*, FKBP, NES, NLS), die in dieser Form auch physiologischen Zellhaushalt eine
Rolle spielen. Bisherige Techniken zur Untersuchund Quantifizierung von subzellularem
Transport, wie beispielsweise Mikroinjektion flueegerender oder radioaktiver Tracer,
selektive Membranpermeabilisierung mit Digitonineodlurch mechanische Perforation [45,
91], stellen, neben hohem Material — und ZeitauflyaauRerdem einen unnatirlicheren
Eingriff in die Physiologie der zu untersuchendeall& dar, als die Transfektion von
Expressionsvektoren und subsididre Messung der lisakan fluoreszierender
Expressionsproteine [92]. Protein — Dimerisatiorrdeuzur Transportinduktion wurde bereits
bei der Untersuchung von Transkriptionsfaktoreneavendet [90]. Alternativ zu diesen vor
allem qualitativen Untersuchungen zum Proteintrarts@ber daflr technisch aufwendiger,
sind Kernimportanalysen mit Hilfe von FRAIFI{orescence recovery after photobleaching
und FLIP Eluorescence loss in photobleachin@eide Methoden ermdglichen es kinetische
Aspekte des Kernimports zu untersuchen [93, 132. ERAP — Technik setzt dazu eine
gewisse zytoplasmatische Lokalisation des zu wntbenden Proteins voraus.
Untersuchungen zum nukledren Export von Proteinetspeziellen gestalten sich insgesamt
schwieriger. So standen bisher nur der Heterokary@issay [133] zur Verfigung, der jedoch
keine kinetische Untersuchung des Proteinexpottauler bzw. die apparativ aufwendigere
nukledre Mikroinjektionstechnik Fluorophor — markes Proteine [134].

Neben der Einzeldarstellung der beiden Fusionsip®tbLS — GFP — FKBR und NES -
DsRed — FRB* scheiterte die Darstellung des mitedP21967 fusionierten Heterodimers im
Western Blot mdglicherweise aufgrund zu schwacheP2967 — vermittelter
Wechselwirkungen der FKBP/FRB* — Domanen oder zuarkst denaturierenden
Versuchsbedingungen im SDS — Gel. Auch die Zugatesd’roteinquervernetzers (MBA) vor
Zelllyse brachte nicht das erhoffte Ergebnis. Evelhtware eine Darstellung nach Auftrennung

im nativen Gel mdglich.
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Wahrend beide Fusionsproteine bei Einzeltransfektiond Doppeltransfektion ohne
Heterodimerisierer respektive ihrer Lokalisationwartungsgemald der Aktivitat ihrer
Zielsequenz, NLS oder NES, folgten, schien bei Koegsion und Zugabe von AP21967, die
NES — vermittelte Exportaktivitat des FusionspnageNES — DsRed — FRB* die subzellulare
Lokalisation des gebildeten Komplexes zu bestimigserAbb. 3-7). Es wurde bereits gezeigt,
dass die SV40 T — Ag — NLS im Zusammenspiel mit eaad subzellularen
Lokalisationssequenzen funktionell unbedeutend werd#ann, diese jedoch auch selbst
dominieren kann [94, 95]. Der hier beobachtete KEffecheint nur durch die hierarchisch
hohere Funktionalitat der HIV — Rev — NES gegenider SV40 T — Ag— NLS erklarbar zu
sein, was durch die beobachtete Umkehr der Tratigguung (Import statt Export) des
NLS/NES — Komplexes unter Blockade des CRM1 — abigi@m Exportes mit Leptomycin B
bestatigt wurde (s. 3.1.3.). Die UberlegenheitNIES — vermittelten Exportaktivitat gegenuber
der NLS — vermittelten Importaktivitdt des KomplexXdES — DsRed — FRB*/NLS — GFP —
FKBPy1x wurde zusatzlich bei Komplexierung mit NLS — GFPKBPs, verifiziert.

Die Tatsache, dass NLS — GFP — FKBRit 5,6 + 0,13 einen hoherer,E aufwies, als NLS —
GFP — FKBRx mit 4,4 + 0,13 mag zunachst verwundern, handeticts doch um das grol3ere
Protein (s. Abb. 3-4), wird jedoch verstandlichrimksichtigt man neben dem aktiven NLS —
abhangigen Transport auch den mdglichen Anteilrgdassiven Diffusion aufgrund geringerer
GroRRe des entsprechenden Proteins durch den KAK\[8Baussetzung fur die Untersuchung
AP21967 - induzierter Kernexport — Prozesse in oheeslenen Zellsystemen, ist die
uneingeschrénkte Diffusion des Fusionsproteins NH3sRed — FRB* in den Zellkern, um
guantitativ vergleichbare Komplexierungen beidermBiisationpartner im Zellkern zu
gewahrleisten.

Da viele Reaktionen in der Natur einer Sattigungstik im Sinne einer exponentiellen
Funktion folgen, wie z. B. der radioaktive Zerfalder der enzymatische Umsatz bei
ausreichendem Substratangebot, Uberrascht es das¥,auch die in dieser Arbeit zum ersten
Mal vorgestellte Dynamik des nuklearen Proteinetgmieiner solchen Kurve folgte. Nicht
untersucht wurde der Einfluss von ATP — DepletideroTemperaturveranderungen auf diese
Kinetik. Da der Exportprozess, genau wie der NUgport, Ran — GTP — abhangig ist, misste
die Verminderung des zellularen Energiegehaltesirar Veranderung der Kurve und damit
einer Verifizierung des angenommenen Transportvaggs fuhren [97, 98]. Fir den
nuklearen Proteinimport von GFP — markierten Kahgmmen konnte mittels

Zellpermeabilisierung bereits eine exponentiellaefik gezeigt werden [45].
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4.2. Nuklearer Proteinexport in humanen Fibroblagen

Ihrem Namen nach stellt die Restriktive Dermopathiiee Krankheit in erster Linie der Haut
dar, sodass bei Untersuchungen zu ihrer Pathogemgs€ibroblasten zum Einsatz kommen
[99]. Auf Grund der relativ einfachen Aquise ausuHgopsien und Kultivierungn vitro sind
sie ein hervorragendes Modellsystem zur Erforschdeg Restriktiven Dermopathie sowie
anderer Pathologien, die mit mutierten Laminen hwtierten Lamin — assoziierten Proteinen
einhergehen, obgleich deren Expression von Gewebdsewebe stark variiert, so dass
Ergebnisse aus Beobachtungen in Fibroblastenkaltmieht beliebig verallgemeinert werden
kdnnen [100].

Untersuchungen zur subzellularen Lokalisation vdBSN- DsRed — FRB* ergabeny& —
Werte, die prinzipiell denen entsprachen, die authHelLa — Zellen ermittelt wurden.
Allerdings lag der Rc — Wert fir NES — DsRed — FRB* in Fibroblasten kmapl,
wohingegen er in HeLa — Zellen deutlich <1 lagePmag an speziellen Eigenschaften der
Fibroblasten liegen, z.B. einem weniger restrikiiveKPK oder unterschiedlicher
Exportaktivitat respektive der verwendeten NESGkegenwart von AP21967 anderte sich das
Szenario. So fiel in Wildtyp— und RD — Fibroblast&onkordant zu den Ergebnissen in HelLa
— Zellen, entsprechend der Uberwiegenden Expovitiitides Komplexes deryfke fur die
Rotfluoreszenz deutlich <1. Die Blockade des CRMabhangigen Proteinexportes durch
Zugabe von LMB liel3 denyc beider Fluoreszenzen erwartungsgemal >1 ansteigen.
Betrachtet man die subzellulare Lokalisation vonSNE GFP — FKBER, so zeigten Wildtyp—
und RD - Fibroblasten ahnlichg,&— Werte (4,04 + 0,3 bzw. 4,32 + 0,4). Dies kénnéa d
speziellen Eigenschaften des Fusionsproteins gkthsein, da z.B. GFP — NLS, ein
Fusionsprotein mit starker karyophiler NLS in RD Fibroblasten einen geringerenyd
aufwies als in Wildtyp — Fibroblasten. In beidempyiren Zelllinien zeigte es jedoch einen um
den Faktor 2 starkeren Zellkernimport als NLS — GFHAFKBPRs [122]. Die verstarkte
Karyophilitat von GFP — NLS ist dabei bedingt dureime spezielle aminoterminale
Flankierung der enthaltenen NLS durch weitere A8[1

In Gegenwart des Heterodimerisierers kam es widdgha — Zellen zu einer Verlagerung der
nuklearen Grunfluoreszenz ins Zytoplasma, wobeseken Wildtyp— und RD — Fibroblasten
kein signifikanter Unterschied festgestellt werdannte, sodass der CRM1 — vermittelte
Proteinexport in beiden Zelllinien unter den gegwre Bedingungen mit vergleichbarer
Effizienz und ahnlicher Kinetik (s. 3.2.) zu edeh scheint. Kinetische Untersuchungen zum
AP21967 — induzierten Export von NLS — GFP — FKBi NES — DsRed - FRB*-

koexprimierenden Fibroblasten waren winschenswent,diese Ergebnisse zu verifizieren,
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jedoch machten Zellbewegungen der Fibroblasten sahehein vivo — Analyse Uber einen

langeren Messzeitraum nicht moglich.

4.3.Préalamin A — Prozessierung unter Mevinolin

Der Untersuchung des Einflusses von Farnesytrassdgrhibitoren (FTI) auf die subzellulare
Lokalisation von Préalamin A kommt eine verstarktedButung zu, da sie gegenwartig als
extern applizierbare Therapeutika gegen verscheetdaminopathien zur Diskussion stehen.
Seit eine Anhaufung von nicht fertig prozessiertdétndlamin A bzw. Progerin, als
verantwortlich fir viele der beobachteten Verandgan in HGPS — Zellen identifiziert wurde,
liegt der Gedanke nahe einen kurativen Ansatz idessen Reduzierung zu verfolgen. So
kamen beispielsweise Morpholinos oder shRNA zums&imn um die verantwortliche
kryptische Splicestelle (s. 1.3.2.2.1.) zu maskidyew. die Transkription der Pralamin 50

— MRNA zu verhindern [108, 109]. Die weitaus grol&afmerksamkeit haben jedoch
verschiedene FTI erfahren, ein Begriff unter derden Literatur Substanzen zur Inhibition von
Syntheseschritten des Farnesyls, wie zum Beispa&in®, oder auch direkte Inhibitoren der
Farnesyltransferase zusammengefasst werden, dieeits in anderer Funktion, wie z.B.
Chemotherapie, bereits Anwendung beim Menscherfiftll0 — 112]. In der Forschung sind
sie seit langerem zur Blockierung voas — Onkogenen im Sinne der Tumortherapie bekannt,
wo sie ebenfalls Uber eine Farnesylierungsblockgnwirken und finden nun seit 2005 auch
bei Progerin — bedingten Laminopathien AnwendunfB3]1 Mevinolin (Lovastatin) ist ein
solches Statin, welches vielfach experimentellinbibierung der Pralamin A — Prozessierung
durch Eingriff in den Isoprenylhaushalt verwendetiy114, 121].

Leider wird bei den meisten Untersuchungen nurR#igersion der nuklearen Dysmorphie als
Erfolgskriterium angesehen, obwohl Untersuchungeigten, dass sich eine Normalisierung
auch respektive Protein — und Genexpressionsmissietie Heterochromatinorganisation
demonstrieren lasst [108, 114, 115]. HGPS — Modalke zeigten neben den subzellularen
Veranderungen auch funktional ein verlangertes lgben, einen geringeren Gewichtsverlust
und eine Besserung der bei HGPS entscheidendetokasular bedingten Probleme, wie
Herzinfarkt und Schlaganfall [116 — 118]. Seit 20@8fen in den USA klinische Studien zum
Einsatz von FTI bei diagnostisch gesicherter Hsiwhi— Gilford Progerie beim Menschen
[119]. Eine mogliche Ubertragung der Anwendung ROf — Patienten dirfte jedoch weitaus
schwerer fallen, da diese zumeist, falls Uberhaiggnostiziert, bereits intrauterin versterben
[120].
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Da die Pralamin A — Prozessierung sowohl im Zytepla, als auch im Zellkern stattfinden
kann, sollte der Einfluss einer Inhibierung derriesylierung anCaaX— Motiv von Pralamin

A auf dessen Import in den Zellkern untersucht werdl7]. Die Vorraussetzung zur
guantitativen Messung dieses Transportvorganges duesch die flachige Lokalisation der
Pralamin A — Deletionsmutante GFRAHR — Pralamin A gegeben (s. 3.3.). Um den Einfluss
von Mevinolin selbst sowie Effekte durch die damilhhergehende Verarmung an Farnesyl—
bzw. Geranylpyrophosphat auf den nuklearen Protgiarit auszuschlieRen, wurden die
Fusionsproteine GFP — NLS und GFRHR — Lamin A verwendet, welche hinsichtlich ihrer
subzellularen Lokalisation unter den gegebenen uélisbedingungen keinen Mevinolin —
spezifischen Effekt erkennen liel3en.

Fur GFP -AHR — Pralamin A zeigte sich, dass dessen nuklelkeirAulation nicht Mevinolin

— abhangig erfolgte (s. Abb.3-15). Erganzende dldee Lokalisationsstudien mit Pralamin
A — Mutanten, welchen die Prozessierungsrelevaihte-SGruppe am Cystein dé€3aaX —
Motivs fehlt (z.B. C661S oder MSIM) wéaren zur Véiérung der Ergebnisse zum Mevinolin

— abhangigen Import von Pralamin A empfehlenswiz8[ 136, ].

4.4. Laterale Dynamik von DsRed — Laminen

Zur Untersuchung intrazellularer dynamischer Voggin vivo, stellt die FRAP — Technik ein
akzeptiertes und einfach zu handhabendes Verfadeen[101, 102]. Hierzu stehen als
KenngrolRen, neben der rein graphischen Darstebwrid3asis gemessener Fluoreszenzen im
ausgebleichten Areal, Bestimmungen der Diffusionsrd Bindungskoeffizienten zur
Verfligung. Dariuber hinaus ist eine Trennung veestdm schneller Fluoreszenzerholungen
und damit eine Aussage Uber die Mobilitat betegligeroteine moglich [103]. Fur Lamine ist
aufgrund ihrer speziellen Lokalisation und eineshddb nur schwer exakt einzugrenzenden
region of interestmeist nur die erstgenannte Darstellung der Flzeres moglich, wahrend die
beiden anderen Mal3e flachenhatft lokalisierten Rretevorbehalten bleiben [104].

Bisherige FRAP — Untersuchungen an Lamin A, Progdramin B1, Lamin C und Lamin —
assoziierten Proteinen zeigten beispielsweise daemthanische Verlinkung mit den KPK oder
die unter 1.1.2. beschriebenen Eigenschaften dé8 A—Lamine wéhrend der Mitose [105,
137].

Die Fusionsproteine DsRed — Pralamin A, DsRed 4aRia A A50 und DsRed — Pralamin A
A90 zeigten im FRAP einen biphasischen Verlauf mmigesignifikant geringeren Erholung far
die beiden trunkierten Proteine im Vergleich zunmdtyp tber den Beobachtungszeitraum von
33 sek bis zum Erreichen des Plateaus (s. 3.£238bei scheint DsRed — PralaminA®0 von
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Beginn an einer eigenen Dynamik zu folgen, wéahiesRed — Pralamin A50 sich zunachst
ahnlich wie das Wildtyp — Protein verhalt, bevomseErholungsgeschwindigkeit signifikant
nachlasst (s. Abb. 3-19). Die verminderte Bewegkthist moglicherweise auf eine veranderte
Sekundarstruktur infolge der Deletion zurtckzufimraber auch die durch die Deletion der
zweiten Prozessierungsstelle bedingte konstituEigenesylierung and damit einhergehende
dauerhafte Lipophilie tragen sicherlich dazu basgisich die Pralamin A — Deletionsmutanten
durch eine reduzierte Diffusion innerhalb der Kamina auszeichnen.

Die Daten sind konkordant zu 2006 von Dahl et atgestellten Ergebnissen insofern, dass die
FRAP — Untersuchungen einen signifikanten Unteesthivischen der Mobilitat von Pralamin
A und Prélamin AA50 (GFP — markiert) in HeLa — Zellen zeigten. Seolachteten Zellen
Uber 60 sek, beschreiben jedoch ebenfalls eindlateder Fluoreszenzerholung nach 30 sek.
In humanen HGPS — Zellen steht diese reduzierteabyi von Pralamin AA50 in Einklang
mit dem Vorliegen einer elektronenmikroskopiscththar verdickten Kernlamina [30]. Neben
der Mobilitatsreduzierung fur Préalamin £60 zeigte die FRAP — Analyse nun erstmals auch
fur das nochmals um 40 AS verkirzte, RD — verursadh Pralamin A90 eine Reduzierung
der Mobilitat. Neben diesen Deletionsmutanten blesvirauch verschiedene, mit leichteren
klinischen Ph&notypen assoziierte Pralamin A — Buotationen eine Abnahme deren
Laminmobilitat [138]. Demgegenuber stehen FRAP -tetbthungen an mutierten A—/Ce —
Laminen (Lamin au€. elegansohne signifikante Unterschiede in der Fluoreseemalung im

Vergleich zum jeweiligen Wildtyp [107, 138].

4.5. Integritat der Zellkernhille bei thermischemStress

Wie unter 1.1.4.2. vorgestellt, sind die Lamine biw modularer Aufbau entscheidend fur die
Intaktheit der Kernlamina bzw. der Zellkernhillea Bie veranderten Pralamine bei HGPS und
RD dieser Funktion nicht mehr nachkommen, wurde Aindwort auf eine Erhdhung der
Umgebungstemperatur und damit auf thermischensStretersucht.

Thermischer Stress hat verschiedene Wirkungen aliivierte Zellen.Verdnderungen bis
47°C bestehen dabei z.B. in einer Clusterbildunkje@rer Matrixproteine als Stressantwort,
wobei die Kernlamina intakt bleibt [83, 124]. DeUnversehrtheit der Kernlamina unter
solchen Bedingungen konnte dabei eiheat — shock — proteir Funktion der B — Lamine
zugrunde liegen, deren Expression hoch reguliert,wsobald Zellen thermischem Stress
ausgesetzt werden [125 - 128].

Unter verschiedenen thermischen StressbedingunggtC( 48°C und 51°C) wurde keine
Veranderung der subzellularen Verteilung von GHP—Galaktosidase als nichtkaryophilem,
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ausschliel3lich zytoplasmatisch lokalisiertem, Regpprotein bei Einzelexpression sowie
Koexpression mit DsRed — Pralamin A und DsRed +aRmi@ A A50 bzw.A90 in HelLa —
Zellen beobachtet (s. Abb. 3-21). Damit stehen tng&egebnisse in Konkordanz zu solchen,
die von Sanchez et al. [83] gezeigt wurden. Auar kam es erst bei 55°C zu einem Eintritt
des Reporterproteins in den Zellkern. Gleiches wunigr neben thermischem Stress auch fur
oxidativen Stress gezeigt. Ein gewisser Widersperrgibt sich zu Ergebnissen von Paradisi et
al. [129], wo in Fibroblastenkulturen eines HGPSPatienten eine Zunahme der Zahl
dysmorpher Kerne bei thermischem Stress ab 45°hdobtet wurde. Inwieweit diese
Beobachtung auch auf HeLa — Zellen Ubertragbar ds#, HGPS—/RD — verursachende
Pralamin A — Mutanten exprimieren wurde nicht ustieht. Friihere Untersuchungen zeigten
jedoch, dass die Expression solcher Mutanten i€ 3@Rubierten HelLa — Zellen per se eine
Zunahme der Zahl von Zellen mit Kerndysmorphie bgti[135]. Wie grof3 die Rolle der
endogenen Lamin A — Produktion neben den exogeefidhgen trunkierten Laminen (via
Expressionsvektoren) auf die Stabilitat der Kernfamist, wurde nicht differenziert [130].
Insgesamt betrachtet zeigen solche Versuche, dasstrdkturelle Intaktheit von Pralamin A
bei der thermischen Stresstoleranz von Zellenwiobktige Rolle zu spielen scheint.

Da das verwendete Reporterprotein GFP —Galaktosidase (physiologischerweise als
Homotetramer vorliegend) mit seinem Molekulargewicbn ~500 kDa zu grof3 ist um durch
Diffusion in den Zellkern zu gelangen, wirde die rWendung eines kleineren aber
hauptsachlich zytoplasmatisch lokalisierenden undmit sensitiveren Reporters die
Beobachtung eines Unterschiedes hinsichtlich eieemdhten unspezifischen KPK —
Durchgangigkeit zwischen Prédlamin A und Prélamin AB0/90 exprimierenden Zellen

ermoglichen.
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5. Zusammenfassung

Zur Charakterisierung nuklearer Proteinexportvoggawurde in dieser Arbeit zum ersten Mal
ein System heterodimerisierender Fusionsproteirfe Baisis des kommerziell verfigbaren
ARGENT™ Regulated Heterodimerization Kit 2.0von ARIAD verwendet. Die
Expressionsvektoren wurden so verandert, dasSRM1— vermittelter Proteinexport tber die
Zellkernhille mittels Fluoreszenzmikroskopie in ek Zellen und humanen Fibroblastee
oder nach Fixation dargestellt werden konnte. Depdg folgte in HeLa — zellen einer
exponentiellen Kinetik, f;c — Bestimmungen zwischen Wildtyp — und RD (Resgtrekt
Dermopathie) — Fibroblasten ergaben keinen Unteddm Proteinexport.

Eine Inhibition der initialerCaaX — Prozessierung von trunkiertem PralaminMhgad/rod
durch Mevinolin ergab keine signifikante Akkumutatsveranderung des trunkierten
Pralamins im Zellkern. Erganzende subzellulare Ls&tonsstudien unter Zuhilfenahme
ausgewahlte€aaX— Mutanten, um die gezeigte UnabhangigkeitCa@aX— Prozessierung zu
verifizieren, stehen noch aus.

FRAP — Untersuchungen in HelLa — Zellen zeigtendi@repisomal exprimierten trunkierten
Fusionsproteine DsRed — Pralamim\B0 und DsRed — Pralamin A0 keinen Unterschied in
der lateralen Mobilitdt. Gegenuiber dem Wildtyp -Red — Pralamin A ist die Beweglichkeit
jedoch signifikant reduziert.

Bei der Applikation von thermischem Stress (37°61=C) auf Pralamin A, Pralamin A50
oder Pralamin A90 exprimierende HelLa — Zellen, konnte keine Veedmdg hinsichtlich der
subzellularen Verteilung des zusatzlich koexpriteier Markerproteins GFP — [ —
Galaktosidase im Sinne nukledren Schrankenstorestgdstellt werden. Somit scheint die
Kernhille trotz der zu Zellkerndysmorphien und KRPIkehllokalisationen fiihrenden Pralamin
A — Mutanten hinsichtlich ihrer Schrankenfunktionakt zu bleiben.

48



6. Anhang

6.1. Expressionsvektoren

6.1.1. pGEN — F1 (ARIAD Pharmaceuticals)

a2}

=3
e} < D = o

o
8 L T <
= T ¥ 2 o
E g = @ @ 2
v R i y

L2 F 2
hCMV TK T P-globin  SV40 ori
enhancer/promoter 5 UTR intron and pA
1x FKBP
—>
f1 ori amp’ ori

FKBP1x — Expressionsvektor des ARGENT ™Regulated Heterodimerization Kit 2.0:

Der Vektor enthalt cDNAs, die fur das HamagglutinfdA) — Epitop, eine nukleéare
Lokalisationssequenz (NLS) und eine Heterodimausigsdomane (FKBP) kodieren. Die
Expression kontrolliert der humane CMV — Promoie NLS entspricht der NLS aus de&SV
40 T — Ag Die FKBP — Doméne ist die 104 AS lange Rapamydiindende Domane aus dem
humanen Protein FKBP12. Zwischen der NLS— und de€BHF — cDNA liegt eineXba
Schnittstelle, zwischen der FKBP — cDNA und dem 8TO©Codon einé&pé Schnittstelle.
(5410 Bp)

6.1.2. pGEM - F2E (ARIAD Pharmaceuticals)
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hCMV TK = B-globin  SV40 ori
enhancer/promoter 5 UTR 2x EKBP intron and pA
X
_— >
f1 on ampr’ ori
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FKBP 2« — Expressionsvektor des ARGENT ™Regulated Heterodimerization Kit 2.0:

Der Vektor kodiert unter der Kontrolle des human@MV — Promotors fir ein
Multidomanenprotein, dass ein Myristoylierungssigaaeimal in Folge die FKBP — Domane
und ein HA — Epitop enthalt. Die FKBP — Doppelkopiied von einerXba Schnittstelle am 5’
— Ende und eine8pé Schnittstelle am 3’ — Ende flankiert. Der Vektourde fir die Isolierung
der FKBRx — cDNA verwendet. (5726 Bp)

6.1.3. pG- R4E (ARIAD Pharmaceuticals)

o~
-
=
o o — —
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W © @ T s
- T 3 25 =
= 8 X n @ o
v v - v
(0 %= ©
ke FRB =
hCMV TK = fi-globin SV ori
enhancer/promoter 5 UTR intron and pA

1x FRBZOQBL

—»
f1 ori amp’ ori

FRB* — Expressionsvektor des ARGENT ™Regulated Heterodimerization Kit 2.0:

Der Vektor kodiert fur die mutierte FRB* — DomangsaFRAP MTOR/FKBP12 Rapamycin-
associated protejnmit C — terminalem HA — Epitop. Die Mutation TZ9gewahrleistet die
spezifische Wechselwirkung mit AP21967. Die FRBtBNA wird ebenfalls vorXba und
Spé Schnittstellen flankiert.

6.1.4. pDest53 (Invitrogen)




pDest53 ,Gateway Destination Vector*:

Der Vektor besitzt von Base 905 — 1621 degcle 3 GFP beschrieben von Crameri et al.
[82]. Es handelt sich dabei um ein, gegenlber datirithen GFP ausequorea victoria,
45fach starker fluoreszierendes Protein. Der Vektarde fir die Expression der Pralamin A —
tail — Mutanten (s. 3.4.) sowie als PCR — Vorlage zumphfikation der GFP — cDNA
verwendet. (7767 Bp)

6.1.5. pDsRed — Monomer — C1 (Clontech)

Agel (601)

Monomer-C1

4.7 kb

MCS
(1286-1368)

pDsRed — Monomer — Expressionsvektor:

Der Vektor enthalt die cDNA fur das rot — fluoresende Protein DsRed — Monomer. Es
handelt sich um ein an 45 Stellen mutiertes monemé&rotein des eigentlich als Tetramer
vorliegenden DsRed alBiscosoma sg131]. Die Fluorophor — Sequenz ist flankiert vones
Agd Schnittstelle und einer multiplen Klonierungsie€MCS — multiple cloning site), die u.a.
eine Xhd und eineSma Schnittstelle enthalt. Der Vektor wurde als PCR/erlage fur die
Generierung der NES — DsRed — cDNA verwendet sakgdsolierung der DsRed — cDNA.
(4700 Bp)
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6.1.6. pEpi— 1 (zur Verfigung gestellt von Protd J Lipps — Witten/Herdecke) [86, 87]

Asel
18)

AfaL |
1£380) ‘ J Nhe | (592)

Eco010911

poly A Bgilll

{3854] ]
pEGFP C1 BsiG 11323
4.7kb Svag Meso
Kan'/ poly McCS
Neo”  qyagori
P P

SiMARs

(13301417}
SVa0
Miul 1642) 55;4[] ':'” g

Dralll (1872)

Stu | Eco R
(2577)

PEGFP — C1 — Expressionsvektor (links) und schemaithe Darstellung der in die
Multiple Klonierungsstelle (MCS) integrierten S/MAR Doméne beim pEPI -
Expressionsvektor (rechts):

Beim pEPI — 1 Vektor wurde in den kommerziell vgtparen pGFP — C1 Vektor (Invitrogen)
eine sog. S/IMAR dcaffold/matrix attached regipnDoméane eingeflgt. Dadurch wird die
episomale Replikation und mitotische Stabilitat désktors durch Assoziierung mit der
Kernmatrix gewéhrleistet [86, 87]. Bei pEPI — 1 teben also beidseits der SIMAR -
Insertionsstelle Mdglichkeiten zum Restriktions\aard
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6.3. Abklrzungsverzeichnis

Abb. Abbildung

ADLD Adult — onset autosomal dominant leukodystrophy
ADS Amidoschwarzmethode

AS Aminosaure

ATP Adenosin — Triphosphat

BAF Barrier to autointegration factor

Bp Basenpaare

bzw. beziehungsweise

C661S Pralamin A — Substitutionsmutante (Seritt &gstein an Position 661)
ca. cirka

CdK cyklin — dependent — kinase

cDNA copy DNA

CLSM confocal laser scanning microscopy

CmV Cytomegalievirus

CRM1 chromosomal region maintenante

DAPI 4',6 — diamidino — 2 — phenylindole

dest. destilliert

dNTP desoxy nucleotide triphosphate

DMEM Dulbecco’s Modified Eagle Medium
DMSO Dimethylsulfoxid

E2F Familie eukaryoter Transkriptionsfaktoren
ECL enhanced chemoluminescence

EMD Emery — Dreyfuss Muskeldystrophie
FACE1l farnesylated protein converting enzyme 1
FADS fetal akinesia or hypokinesia deformation sequence
FKBP FK605binding protein

FLIP fluorescence loss in photobleach

FRAP fluorescence recovery after photobleach
FTI Farnesyltransferaseinhibitor

garb goat anti rabbit

GFP green fluorescent protein

GTP Guanosiltriphosphat
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GDP Guanosildiphosphat

h Stunde four*)

HA Hamagglutinin

HMG-CoA  Hydroxy — Methyl — Glutaryl — CoEnzym A
HGPS Hutchison — Guilford Progerie Syndrom
ICMT iso carboxy — methyl transferase

IF Intermediarfilamente

Ig Immunglobulin

KPK Kernporenkomplex

LAP2R3 Lamin associated protein 213

LBR Lamin B Rezeptor

LEM 40 AS homologe Domane varAP2, Emerin,MA
Lsg LOosung

MAN1 LEM domain containing 3

MBA N,N — Methylenbisacrylamid

Mio Million

min Minute

MRNA messenger — RNA (ribo nucleotide acid)
MSIM Pralamin A — Mutante mit den AS MSIM C — tanal (Wiltyp: CSIM)
MVM minute virus of mice

NES nuclear export sequence

NIH National Institutes of Health

NLS nuclear localization sequence

NTF2 nuclear transport factor 2

Nup Nukleoporin

NXF1 nuclear RNA export factor 1

NXT1 NTF2-like export factor 1

PAGE poly acryl amide gel electrophoresis

PBS phosphate buffer system

pCA p — coumaric acid

RanBP1/2 Ran - binding protein 1/2
RanGAP Ran — GTPase activating protein
RanGEF Ran — Guanoside exchange factor

Rb Retinoblastomprotein
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RCC1 regulator of chromosome condensation 1

RCE1 Ras converting enzyme
RD Restriktive Dermopathie
S. siehe

sek Sekunde(n)

S.0. siehe oben

S.u. siehe unten

SD standard deviation

SDS sodium dodecyl sulfate
SH Thiol — Gruppe

shRNA short hairpin RNA
SiRNA small inhibiting RNA
sog. S0 genannt

spp. mehrere nicht einzeln zu nennende Spezies Gattung
SV40 Simian Virus40

t-RNA transfer-RNA

TEMED NNN’'N’ — Tetramethylethylenediamine
u.a. unter anderem

U/min Umdrehung pro min.

V. a. vor allem

val. Vergleiche

z.B. zum Beispiel

ZMPSTE24 Zinc Metalloproteinase homologous to STE24 in Bwsiae
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6.4. Abbildungsverzeichnis

Abb.1-1:
Abb.1-2:
Abb.1-3:
Abb.1-4:
Abb.1-5:
Abb.3-1:
Abb.3-2:
Abb.3-3:
Abb.3-4:

Abb.3-5:

Abb.3-6:

Abb.3-7:

Abb.3-8:

Abb.3-9:

Abb.3-10:

Abb.3-11:

Abb.3-12:

Abb.3-13:

Struktur der Pralamine

Préalamin A — Prozessierung

Lamin — Protein — Interaktion

Schematische Darstellung nuklearer Trarippuzesse

Die Kernlamina bei Wildtyp Zellen und HGRZellen

NLS — GFP — FKBR

NLS — GFP — FKBR

NES — DsRed — FRB*

Western Blot NLS — GFP — FKBPNLS — GFP — FKBR
und NES — DsRed — FRB*

Subzellulare Lokalisation von NLS — GFPKBPy,, NLS —
GFP — FKBRx und NES — DsRed — FRB* in HeLa — Zellen
e — Werte fir NLS — GFP — FKBR NLS — GFP —
FKBPsxund NES — DsRed — FRB* in HeLa — Zellen
Subzellulare Lokalisation von NLS — GFPKBP;,und
NES — DsRed — FRB* unter drei Bedingungen

fvic — Werte fur NLS — GFP — FKBRP und NES — DsRed —
FRB* unter AP21967—, LMB — und Cycloheximid — Al
CLSM - Bilder des Nuklearen Exports vooS\N- GFP —
FKBPsx zeitlich aufgelost

Graphische Darstellung degcFvon NLS — GFP — FKBR
nach Zugabe von AP21967 in Abhangigkeit der Zeit
DAPI — Farbungen der Wildtyp — Fibroléasund der RD —
Fibroblasten

CLSM - Bilder der subzellularen Lokatisa von NLS —
GFP — FKBRx und NES — DsRed — FRB* in Wildtyp— und
RD - Fibroblasten mit/ohne AP21967 und mit/ohne LMB
ke — Werte fir NLS — GFP — FKBRund NES — DsRed —
FRB* in Wildtyp— und RD — Fibroblasten vor sov@@ und
60 min nach Zugabe von AP21967 oder AP21967 + LMB
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Abb.3-14:

Abb.3-15:

Abb.3-16:
Abb.3-17:

Abb.3-18:

Abb.3-19:

Abb.3-20:

Abb.3-21:

CLSM - Bilder und e — Messungen zur subzelluléaren
Lokalisation von GFRAHR — Préalamin A, GFP AHR —

Lamin A und GFP — NLS S. 33
Normierte Daten von GFR\HR — Pralamin A, GFP AHR —
Lamin A und GFP — NLS mit versus ohne Mevinolin S. 34
cDNA Sequenz des humanen PraLamin A . 35S
CLSM - Bilder von DsRed —Pralamin A/Rrain AA50/
Pralamin AA90 — exprimierenden HelLa — Zellen S. 36

FRAP — Analysen und CLSM - Bilder deoteme DsRed —

Préalamin A, DsRed — Préalamin 460 und DsRed — Prélamin

A A90 in HelLa — Zellen S. 37
FRAP — Analyse zum Diffusionsverhaltemn Busionsproteine

DsRed — Pralamin A, DsRed — PralamimB0 und DsRed —

Pralamin AA90 innerhalb der Kernlamina von HeLa — Zellen S. 38
GFP — 3 — Galaktosidase in HeLa — Zddeir87°C, 48°C und

55°C S. 39
fic— Werte fur GFP — 3 — Galaktosidase bei verscheten
Temperaturen in GFP — 3 — Galaktosidase alleirie dd@r

zusammen mit Pralamin A bzw. den Préalamin A Vagant

exprimierenden HelLa — Zellen S. 40
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