UNIVERSITATSKLINIKUM HAMBURG-EPPENDORF

Aus dem Institut fir Experimentelle Pharmakologie und Toxikologie

Direktor: Professor Dr. med. Thomas Eschenhagen

Evaluation des kardialen Phéanotyps und des
Ubiquitin-Proteasom-Systems in  Lmna““**-M&usen

Dissertation

zur Erlangung des Grades eines Doktors der Medizin
an der Medizinischen Fakultat der Universitdt Hamburg

vorgelegt von:

Sophia Maron
aus Oldenburg

Hamburg 2011



Angenommen von der Medizinischen Fakultat der Unive rsitdt Hamburg am: 29.06.2012

Veroffentlicht mit Genehmigung der Medizinischen Fa kultat der Universitat Hamburg.

Prufungsausschuss, der/die Vorsitzende: Prof. Dr. T. Eschenhagen
Prifungsausschuss, zweite/r Gutachter/in: PD Dr. R. Bahring

Prifungsausschuss, dritte/r Gutachter/in: Prof. Dr. S. Blankenberg



fur meinen Sohn Mats, der von Anfang an dabei war



Inhaltsverzeichnis

1 EINLEITUNG ..ottt e e ettt e et e e e e e e eeeasnsbbbb b b bseeeee s 1
1.1 Struktur und FUNKtion der LamiNe ..........uuuieereieeiii et 1
2 I 0011 T o T= U1 1= o PSSP PPPUSRRSRN 4
1.3 Dilatative Kardiomyopathie ...........cccccceerieiiimiiiiiiiese e 10
1.4 Das Ubiquitin-Proteasom-SYSIEM .........cccouviiiiiiiiiiiiiiiiiiee e e e e e e e e e e ee e eeeeeeeeeeeannnnes 12
1.5 Fragestellung und ZielSEtZUNG .........ccceiiiiiiiiieiiiiee e e e e e 15
2  MATERIAL UND METHODEN ....cotiiiiiiiiiiiiiieeeee et e e 16
PN R\ = 1T = 1= o PRSP PUPPTRPRPPN 16
P20t N R O 1= 0 0 1132 1= o PP 16
2.1.2 Chemikalien mit Risiko (R)- und Sicherh€®3-Satzen ...........ccccceeeiiiiiiiiiiiiiiinnnn. 18
PN G B Y o1 1] (o] o1 RO R PP PPPTRPPPRRRN 18
P2 I ] PP PPPRRPPPPPR 19
2.1.5 OlQONUKIEOLIE ......ccciiiiieeeeeettemmmms e e e e e e e e ettt s e eeeeees s s e e e e e aeeaaeeeeeeenennes 19
2.1.6 VerbrauChSMAtErIali®N ...............oommseeeriririiiiieiiiieeeeeeeeeeeeees s s s s ssssneeeeeeeaeaeeaeeeeees 19
A S A C =T - (TR 20
2.1.8 MAUSMOUEIIE ... eeeee e e e e e e e e e e e eeeeeennees 21
2.1.8.1 Das LM -MauSMOTell ..........c.cciiieeeieeeeeees oo en e s s en e 21
2.1.8.2 Das UB®V-GFEP-MausSmOdell ...........ccccoeioeieieieeeeeeee e see e 22
P A \V =1 0T To [T o PP 23
A R =Y aT0] 4] 017 =T (1 T S 23
2.2.20rganentNaiMme .........ccooiiiiiiiiee e e e 25
2. 2.3 RNA-ANAIYSEN ..eeiiiiieii et ettt e e s e e e e e e e e e e e e e eeeseenanareeeseesanennnnn s 25
p 2 T R = 4\ AN 1o ] 1= U o o 25
2.2.3.2 Bestimmung der RNA-KONZENTration ....cccccceoooenieeeeeeieiieiieeeeeiiiiii e 25
2.2.3.3 ReVErse TranSKITPON ......... ... eeeieeeeee e e e e e e e e e e eeeeeeaeeebane s 25
2.2.3.4 Quantitative EChtZeit-PCR .........occceeeeei e 26
2.2.4 ProteiNANAlYSEIN ......ooiiiiiiiiiiieemmmmm ettt a e e e e e e e e aeeaaaee 29
2.2.4.1 ProteineXtraklion .......oooiiiiiii e e e e e e 29
2.2.4.2 Bestimmung der ProteinkonZentration «...............cccceeeieiieeeeeeeeeeeeceeeevieeeeee, 30
2.2.4.3 WeStern BIO-ANAIYSE ......iiii e ee e e e ee e 30
2.2.4.4 Bestimmung der 20S-Proteasom-AKHVItALEN .........ccovvvvveiiiiiiiiiiee e 32
2.2.5 EChoKardiographi@ .............uueeuuimmmmme e eeeeeeeeeeeeieitiss s s s e e e e e e e e e e aaeaaeeaeaaeeeeeeesnnssnnnnns 33
2.2.6 Isolation von Kardiomyozyten neugeborener $8au................ooovviiiiiiiiiiiiiinnioeees 35
2.2.7 Behandlung von Kardiomyozyten neugeborenarddanit MG262 ................cccc......e. 36
2.2.8 STALISTIK ..eviiiiieee e erremr e e e e e e e e e e —————— e e e e e e e e e e e e e a i rrrr e 36



Inhaltsverzeichnis

3 ERGEBNISSE ... oo et e et e et e et e e e b e et e e ana e et e e e areaaes 37
T N € T=T 0 T4 011511 (U o o [ TSRS 37
3.1.1 Genotypisierung demna ®2-Mauslinie ...........cccoovreeeieeeee e, 37
3.1.2 Genotypisierung der GBY-GFP-Mauslinie..............cc.ccoveveviviiemeemsecee e, 37
3.2 Ergebnisse der Untersuchungenldenad #232.MAuSe ........cooooveeeeeeeeieeeee e 38
3.2.1 Allgemeiner Phanotyp demna 22 32 MAUSE ........oooveveeeeeeeeeeeeeeee e, 38
3.2.2 Kardialer Phanotyp demna™ 322 32 MAUSE .......ovoveeeeeeeeeeeeeeeeeeee e 40
3.2.3 mMRNA-Analysen itmnat 22 32 MAUSEN ......c.ovieeeeeeeeeeeeeeeee et eeeeee e 42
3.2.4 Proteinanalysen Iomna™ 22 32 MAUSEN .....o.ooveeeeeeeeeeeeeeeeeee e, 43
3.2.5 Bestimmung der 20S Proteasom-Aktivitatebrima “*?2%2_Mausen............cocecvev.... 44
3.2.6 Behandlung der Kardiomyozyten neonataler Mawis MG262 .............cccoeeevvvvvnnnnnnnn. 45
3.2.7 Zusammenfassung der wichtigsten Ergebnigsienaies*?*“*2-Mause ..................... 48
3.3 Ergebnisse der Untersuchungenlaenad - MAUSE ...........cccoeeeeereeeeeeeereemne 49
3.3.1 Allgemeiner Phanotyp demna™ 2. MEUSE .........ceeeeeeeeeeeeeeeeeee e 49
3.3.2 Kardialer Phanotyp demna ™ P2 MEUSE ........ccooveveeeeeeeeeeeeeeeee e 50
3.3.3 MRNA-Analysen itmna’ P2-MEUSEN .......ooveveeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e 54
3.3.4 Proteinanalysen in demna 32 MEUSEN ........ooeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e 56
3.3.5 Bestimmung der 20S Proteasom-Aktivitatebrima““*-Mausen ............ocococvvenn.. 58
3.3.6 Zusammenfassung der wichtigsten Ergebnigsendiea *’-Mause ..........c.coceeveun.... 60
3.4 Ergebnisse der Untersuchungenldena’*>xUb®"®V-GFP-MAUSE .........cocevvevrvrrernrs 61
3.4.1 Phanotyp demna’ 32xUbC7 V-GFP-MAUSE .........cocvoveeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e, 61
3.4.2 Lamin A/C-Analysen ihmna ™ 32x Ub®"®V-GFP-MAUSEN ..........c.ccceieererrererererns 62
3.4.3 Untersuchungen des UPS.mnd"**xUb®"®V-GFP-Mausen .....c.c.ccococvevvevecveve . 6

3.4.4 Zusammenfassung der wichtigsten Ergebnigsienaies”’*“*’xUb®"®V-GFP-Mause .... 67

4 DISKUSSION ... e 68

4.1Lmna*3#2K32_ ynd Lmna™K*2. Mause entwickeln einen schwerwiegenden Phanotyio.

4.2 Gravierende Veranderungen auf molekularer Erebmna %232 ynd Lmna""3-

Y = 10 ] =T o PP PPPPT 74
4.3 Das Ubiquitin-Proteasom-SysterrLimna “*?*32. yndLmna’***2-Mausen.................. 77
4.3.1 Es gibt keinen Hinweis fur eine Beteiligures dJbiquitin-Proteasom-Systems an der

Lamin-Degradation Inmna* 32 K32 MAUSEN .........ooveveeeeeeeeeeeeeeeeee e 77
4.3.2 Das Ubiquitin-Proteasom-System istinna*®*2- undLmna’*?x Ub®"®-GFP-

MAUSEN GESCNWACKL..... ..ot r e 79
S Yol ] 8133 (0] o = 0T Vo O 82
A5 AUSDIICK ...t e e e e et e et e ettt e e e e e e e e e e e eeeeeeane 82



Inhaltsverzeichnis

ZUSAMMENFASSUNG .....ooitiiiiiiiii e 84
ABKURZUNGSVERZEICHNIS .....couiitiiiiicie ittt ettt 85
LITERATURVERZEICHNIS ... 88
DANKSAGUNG ..ottt e e e e e et e e e e neeeeeeesnraanes 97
ERKLARUNG .....oviiiitiitieie ettt emmet ettt ettt ettt ettt anesne e etesaeabaenaensens 98



Einleitung

1 EINLEITUNG

1.1  Struktur und Funktion der Lamine

Der Zellkern wird in der eukaryotischen Zelle dudib Kernhtille, die aus einer auf3eren und
einer inneren Kernmembran besteht, begrenzt. Dimhi{#le ist durchsetzt von Kernporen
(nuclear pore complexNPC), die die Verbindung und den Austausch zvascAyto- und
Karyoplasma gewahrleisten. Zwischen den Kernmenaordiegt der perinukleare Raum, der
ein funktionelles Aquivalent zum Lumen des Endomlasschen Retikulum (ER) darstellt.
Die aul’ere Kernmembran geht direkt in die Membras BR Uber und ist wie diese mit
Ribosomen besetzt. Der inneren Kernmembran, dievive Ribosomen ist und integrale
Membranproteine enthalt, liegt die nukleare Lamana Diese besteht aus den Laminen, den
Typ V Intermediarfilamenten (s. Abb. 1). Typ [-IVed Intermediéarfilamente sind im
Gegensatz zu den Laminen im Zytoplasma lokalisie@tharakteristisch fur die
Intermediarfilamente ist die dreigeteilte Domananidur: Die N-terminale Kopfdoméane, der
zentrale stabférmige Abschnittof-Doméne) und die C-terminale Schwanzdomane (s. Abb.
1). Die rod-Domane ist ahnlich wie bei den anderen Intermétiignenten aufgebaut und
besteht aus 4-helikalen Abschnitten (1A, 1B, 2A und 2B), die tlk@rzelinker-Sequenzen
(L1, L12 und L2) miteinander verbunden sind (Fiskeal. 1986, McKeon et al. 1986). Zwei
Monomere bilden eine Doppelwendelstrukturoiled-coi). Aus mehrerencoiled-coit
Dimeren entstehen die Filamente, die in einer amndifelen Kopf-zu-Schwanz-Anordnung
aufgebaut sind (Stuurman et al. 1998). Der C-Tewsiirder Lamine enthalt ein
Kernlokalisationssignainiclear localisation signalNLS) und, mit Ausnahme der C-Lamine,
eine CaaX-Box (Cystein-aliphatische Aminosaurekdipsche Aminosaure-C-terminaler
Rest), die zusammen flr die Direktion zur inneremrfthembran verantwortlich sind (Nigg et
al. 1991). Die Klasse der Typ V Intermediarfilanmeetiesteht bei Saugetieren aus 3 Genen,
die fur 7 Lamin-Proteine kodieren. Sie werden iMyp- und B-Typ-Lamine eingeteilt. Die
B-Typ-Lamine bleiben wahrend der Mitose-induziert&aflosung der nukle&dren Lamina
membrangebunden und werden schon wahrend der Egeéwrgse in allen Geweben
exprimiert. Die A-Typ-Lamine kommen erst in auseitinzierten Geweben vor und verteilen
sich wahrend der Mitose als I6sliche Proteine inboghasma (Roéber et al. 1989). Die Gene
der B-Typ-Lamine KMNB1 und LMNB2) kodieren fur die Proteine Lamin B1 und B2.

Ein zusatzliches Produkt vdrMNB2 ist Lamin B3, das aber nur in mannlichen Keinezell
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vorkommt. Die A-Typ-Lamine, Lamin A, C, AL0 und C2, entstehen durch alternatives
SpleiRen dedMNA-Gens. Lamin A und C besitzen 566 identische Anénosn und
unterscheiden sich nur in den C-terminalen EndengiBt dort eine 98 Aminosauren lange
Lamin A-spezifische Region und einen 6 Aminosautangen Lamin C-spezifischen
Abschnitt (Fisher et al. 1986, s. Abb. 1). LamireAtsteht durch proteolytische Spaltung von
18 Aminosauren aus Pralamin A. Bei Lamin20 fehlt im Gegensatz zu Lamin A das Exon
10. Seine Funktion ist noch ungeklart. Lamin C2diae C2-spezifische Sequenz in Exon 1

und wird, wie Lamin B3, nur in mannlichen Keimzallexprimiert.

A Nukleolus Innere Kernpore Aulere
Kemmembran _ Kemmembran

Nukledre
Endoplasmatisches - __l_._fa..mma
Retikulum .
Chromatin
B Emerin Innere LAP1C
\ Kemmembran LAP2B
Lamin B- Nurim
Rezeptor

-

=~
/Lémin B1/B2 A )
=, | ¥

\\\

ghromriin/

~ Nesprin
Lamin AIC —

A

C Kopf Zentraler Abschnitt (rod) Schwanz
Lamin C (572)
y

NH2 COOCH

Pralamin A
(664)

Abbildung 1: A, die Struktur der Kernmembranen mit der nukledremiba an der inneren KernmembraR, die
Organisation der nukledaren Lamina und der Protdiereinneren Kernmembran. Die Proteine der inneremiembran
interagieren mit den Laminei@, die Struktur von Lamin A und C. Die Lamine besitzgine N-terminale Kopfdoméne,
einen zentralen Abschnittdd Domé&ne) und eine C-terminale Schwanzdoméne. Lamimd C sind identisch in der
Abfolge ihrer ersten 566 Aminosauren (in rot). Lan@ hat 6 spezifische C-terminale Aminoséauren. Dergéinger von
Lamin A, Pralamin A, hat 98 spezifische C-termin@lminosauren (in griin). Lamin A entsteht aus Préiat durch
Abspaltung von 18 C-terminalen Aminosauren. Abkilglunodifiziert nach Garg (2004).
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Lamine spielen eine Rolle in der Kernstabilitat uadchitektur, der Chromatinorganisation,
der Genregulation und der Signaltransduktion (Hstuh et al. 2002). Lamine interagieren
mit membranstandigen Proteinen, wie Emerin, Nespmd LAP1 (Lamin-assoziiertes
Polypeptid), und mit nicht-membranstéandigen Pra&ejnwvie LAP2, nukledrem Aktin und
mit Lamin selbst, und sorgen so fir den Erhalt diedOrganisation der Kernarchitektur (s.
Abb. 1, Gruenbaum et al. 2005). Emerin z.B. ist@émer Lokalisation von Lamin abh&ngig:
In Lmna’”-Mausen wurde ein grolRer Teil des Emerins im Zysmpla gefunden (Sullivan et
al. 1999). Emerin selbst wiederum interagiert maitleeichen Transkriptionsfaktoren. Nesprin
bindet Lamin und Emerin und verbindet das Kerngketgt der nuklearen Lamina und Uber
einen Komplex in der Zellmembran mit dem ZytosKellliesprin spielt also eine Rolle bei
der Positionierung des Zellkerns (Gruenbaum et2@05). MANL1 ist in Verbindung mit
Lamin sowohl wichtig fur die Erhaltung der Kernaitektur als auch fur die Genregulation,
indem es verschiedene Transkriptionsfaktoren biffdensharamani und Wilson 2005). Die
Lokalisation von Lamin C ist abh&ngig vom Vorhansisin von Lamin A: In Lamin A-freien
Tumorzelllinien befindet sich Lamin C im Karyoplagnoder im Nukleolus und wird erst
nach Transfektion der Zellen mit GFP-Lamin A, zussn mit diesem, in die nukleare
Lamina integriert (Vaughan et al. 2001). Auf3erdend glie Lamine fur den Vorgang der
Mitose wichtig: Sie spielen eine Rolle bei der DiEation und beim Wiederaufbau der
Kernhtille. Die Dissoziation wird durch Phosphormyieg einer Reihe von Proteinen, z.B. der
Lamine, der Lamin-assoziierten Proteine und dertdifte des NPC herbeigefihrt
(Gruenbaum et. al. 2003). Durch die Phosphoryligruter Lamine kommt es zur
Depolymerisation des Lamin-Netzwerks, was in eieflosung der nuklearen Lamina und
schlie3lich auch der Kernhulle resultiert. ZudenmdsiLamine an der postmitotischen
Reorganisation des Kerns und des NPC beteiligt. éd@em reduzierten Lamingehalt in
humanen Zellen konnte eine Instabilitdt der Kerlghilhd eine Umverteilung des NPC mit
abnormen Aggregaten gezeigt werden, was zu einegeigen Zelltod fihrte (Schirmer et
al. 2001). Auch bei der Chromatinorganisation wirkdde Lamine mit. So besitzen Lamine
eine eigene Chromatin-Bindungsdoméane und sind zuldwad eng mit Heterochromatin
assoziiert (Gruenwald et al. 2003). AuRerdem imgfieran die Lamine mit einer Vielzahl
spezifischer Transkriptionsfaktoren und mit der RRélymerase 1l und haben so Einfluss
auf die Transkription bestimmter Gene. Lamine lzesitebenfalls eine Funktion in der DNA-
Replikation: Man kann beispielsweise beobachter, @im Teil des Lamina-standigen Lamin

B1 in der S-Phase von der Kernhille zu ZentrenDd¢A-Replikation umverteilt wird (Moir
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et al. 1994). Auch in Prozesse des Zellzyklus sidLamine involviert. Durch Interaktion
mit dem Retinoblastomprotein (Rb) sind sie an degiation des Aus- und Wiedereintritts in
den Zellzyklus beteiligt (Mancini et al. 1994eben den bekannten Interaktionspartnern von

Lamin gibt es weitere, deren Funktionen bisher nacht vollstandig geklart sind

1.2 Laminopathien

Bis in die neunziger Jahre wurde an der nukleagniha und der Kernhille hauptséachlich in
den Reihen der Zellbiologen geforscht. 1994 idemiften Bione et al. das fur die x-
chromosomale Form der 1966 erstmals beschriebemeeryEDreifuss-Muskeldystrophie
(EDMD) verantwortliche Gen und nannten das zugefedfProtein Emerin. Kurz darauf
wurde entdeckt, dass Emerin in der Kernhtille Iahkait ist. 1999 berichteten Bonne et al.
Uber eine autosomal-dominante Form der EDMD, dieclduMutationen imLMNA-Gen
hervorgerufen wird. Seitdem werden immer mehr HEkuagen in Verbindung mit
Mutationen IMLMNA-Gen oder in Genen der Lamin-assoziierten Integotdme der inneren
Kernmembran gebracht. Diese Krankheiten werden rudean Begriff Laminopathien
zusammengefasst. Obwohl Lamin ubiquitéar vorkomimg aur bestimmte Gewebe betroffen:
Man kann die Laminopathien einteilen in Erkrankunger quergestreiften Muskulatur, in
Lipodystrophie-Syndrome, in periphere Neuropathiemd in Syndrome mit vorzeitiger
Alterung. Es gibt aber auch Krankheiten mit Ubeplapgen zwischen diesen Gruppen
(Worman und Bonne 2007). Tabelle 1 gibt einen Uliskhiber die Laminopathien und ihre
Symptome.

Tabelle 1: Ubersicht der Laminopathien.Laminopathien werden durch Mutationen isINA-Gen verursacht. Bei diesen
Erkrankungen sind Herz- und Sklelettmuskel, Fetefsy periphere Nerven, die Haut- und Knochenstrulider

Kombinationen dieser Gewebe betroffen. AR = auto$eemessiv, AD = autosomal-dominant, XL =lirked (x-
chromosomal).

Erkrankung Vererbung | Phanotyp Referenz

Emery und Dreifuss 1966

XL _
i Gelenkkontrakturen, Bione et al. 1994
Emery-Dreifuss- e it
Muskeldystrophie AD Mugkelsc‘;wgche Bonne of al. 1999
(EDMD) . che,
AR kardiale Beteiligung Raffaele Di Barletta et al.

2000
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Gliedergurtel-
Muskeldystrophie
Typ1B (LGMD1B)

AD

Langsam progrediente
Schwache der
Schultergurtel- und
Beckenmuskulatur,
assoziiert mit
atrioventrikularen
Uberleitungsstorungen

Van der Kooi et al. 1996
Muchir et al. 2000

Dilatative
Kardiomyopathie
(DCM) Typ 1A

AD

DCM mit
Reizleitungsstérungen

Fatkin et al. 1999
Bécane et al. 2000

DCM

AD

DCM mit apikalen
linksventrikularen
Aneurysmen ohne
atrioventrikulare
Uberleitungsstorung

Forissier et al. 2003

DCM mit
Vorhofflimmern

Sébillon et al. 2003

non-compactiodCM

Hermida-Prieto et al.
2004

Quadrizepsmyopathie

AD

Langsam progrediente
Quadrizepsmyopathie,
assoziiert mit DCM und
Reizleitungsstérungen

Charniot et al. 2003

Neurogene Variante de
Emery-Dreifuss-
Muskeldystrophie

2r

AD

Symptome der EDMD
kombiniert mit
neuropathischen
Symptomen

Walter et al. 2005

LMNA-assoziierte
kongenitale
Muskeldystrophie
(L-CMD)

de novo

Axiale Schwache und
Dystrophie der
zervikalen und distalen
Muskulatur, spater
proximale Kontrakturen,
kardiale Beteiligung

Quijano-Roy et al. 2008

Charcot-Marie-Tooth-
Krankheit Typ 2
(CMT2)

AR

Symmetrische
Muskelschwéche und-
dystrophie v.a. in den
distalen unteren
Extremitaten,
FuRdeformitaten und
Gehstorung

De Sandre-Giovannoli et
al. 2002

AD

CMT2 assoziiert mit
Kardiomyopathie und
Leukonychie

Goizet at al. 2004

AD

CMT2 assoziiert mit
Myopathie

Benedetti et al. 2005

5
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Familiare partielle
Lipodystrophie vom

Fehlen des subkutanen
Fettgewebes, Acanthosi
nigricans, Akkumulation

S

DunNigan-Typ AD von Fettgewebe in Shackleton et al. 2000
Gesicht und Nacken,
insulinresistenter
Diabetes mellitus
Kombination von Symptome der EDMD
Muskeldystrophle, AD und der LGMD1B Garg et al. 2'002
D_CM und pa_rtleller kombiniert mit DCM und van der Kooi et al 2002
Lipodystrophie partieller Lipodystrophie
Postnatale
Mandibuloakrale Wachstumsretardierung .
DySplaSie AR Mandibula- und Novelli et al. 2002
Claviculadysplasie,
Kopfdeformierung
Generalisierte
Lipoatrophie, Verlust des subkutanen
insulinresistenter Fett?ewepes,
Diabetes mellitus, Insulinresistenter
Leukomelanodermische 9€ "°V0 | Diabetes mellitus, Caux etal. 2003
Papeln, Steatosis leukomelanodermische
hepatis und Papeln, Steatosis hepatis
Kardiomyopathie und Kardiomyopathie
Vorzeitiges Altern,
Kleinwuchs,
Hutchinson-Gilford- AD Hautdystrophie, De Sandre-Giovannoli et
Progerie-Syndrom Osteoporose, al. 2003
verzogerte Zahnbildung,
Arteriosklerose,
Koronare Herzkrankheit
Sklerodermie-ahnliche
Atypisches Haut, Katarakt, vorzeitig
Wﬁner’sches Syndrom AD gealterte Gesichtsziige,| Chen et al- 2003
Arteriosklerose,
subkutane Kalzifizierung
Fraher letaler Verlauf im
Sauglingsalter,
Restriktive intrauterine
Dermopathie de novo Wachstumsretardierung Navarro et al. 2004
sklerotische Haut,
Claviculahypoplasie,
Lungenhypoplasie
Kombination aus Symptome einer
Progerie, Arthropathie AR Progerie, Van Esch et al. 2006
und Sehnenverkalkunad Gelenkdegeneration und
i Sehnenverkalkung

6
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Kardiale
Herz-Hand-Syndrom AD Reizleitungsstérungen, | Renou et al. 2008
vom slowenischen Typ Tachyarrhythmien, DCM

und Brachydaktylie

Die EDMD gehort zu den Erkrankungen der quergdsgreMuskulatur und ist charakterisiert
durch eine Symptomtrias aus Gelenkkontrakturen,rdiger friihen Kindheit beginnen und
deren Progression sehr variabel ist, einer langsamredienten Muskelschwache und einer
kardialen Beteiligung (Bonne et al. 2000). In digSeuppe der Laminopathien gehoren
aullerdem die DCM Typ 1A, die Gliedergurtel-Muskslidgphie Typ 1B, die
Quadrizepsmyopathie und eihdINA-assoziierte Form der kongenitalen Muskeldystrophie
(L-CMD). Die L-CMD wurde 2008 von Quijano-Roy et &leschrieben. Sie untersuchten 15
Kinder zwischen 3 und 10 Jahren, mit verschiedestemoveMutationen imLMNA-Gen.
Diese zeigten einen Phanotyp wie bei einer schwecem der EDMD, allerdings traten die
Symptome bereits im ersten Lebensjahr auf. DieeRegth zeigten eine starke Dystrophie, v.a.
der proximalen oberen und der distalen unterenelBxtéten, einen Halteverlust des Kopfes,
FuRdeformitaten und einen steifen Ricken (s. Abb. Der frihe Beginn, die rasche
Progression der Symptome und die erhdhten Kreatsikonzentrationen, die bei allen
Patienten festgestellt wurden, sind charakteristi$ér kongenitale Muskeldystrophien.
Deshalb werden die von Quijano-Roy et al. bescbrnieb Erkrankungen als L-CMD

bezeichnet.
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Abbildung 2: Patient mit einer schweren Form der LMNA-assoziierten kongenitalen Muskeldystrophie (L-CMD im
Alter von 2 (a-c) und 7 Jahren (d-e). laes zeigten sich diffuse Muskeldystrophien, ver. proximalen oberen und der
distalen unteren Extremitatehb, zu erkennen ist der steife Ricken und der Haltestedes Kopfeslc, man erkennt die
stark ausgepragte Wadenmuskulaturdystrophie undiéfafinitat. 1d, 1e in follow-up-Beobachtungen konnte man eine
starke thorakale Hyperlordose, Kniekontrakturen distale Kontrakturen feststellen. Abbildung vonij@uo-Roy et al.
(2008).

Die Pathophysiologie der Laminopathien konnte hishieht vollstandig verstanden werden.
Es gibt mehrere Hypothesen, die versuchen, dietdmtsgsmechanismen der Erkrankungen
zu erklaren: Die Strukturmodell-Hypothese beschirdib wichtigste Funktion der nukleéren
Lamina als die Aufrechterhaltung der strukturellategritat der Zellen, insbesondere der
Zellen, die mechanischem Stress ausgesetzt sieddidch die Mutationen ihMNA-Gen
veranderte Struktur der Lamin-Polymere kann dierliktion mit den Proteinen der Kernhille
herabsetzen und so zu einer Disorganisation dele@wdn Lamina fihren. Durch gestorte
Interaktion mit Nesprin, dem Protein, das eine tgeh Rolle bei der Positionierung des
Zellkerns spielt, kann die Integritat der gesandefie verloren gehen. Der Stress, dem die
Muskelzelle wahrend einer Kontraktion ausgesetzt kann aufgrund der geschwachten
Struktur der nukledren Lamina und des Zellkerngimmer Deformierung und Apoptose der
Zelle resultieren (Broers et al. 2006). In Studiennte gezeigt werden, dass das Fehlen von
Lamin eine Instabilitat der gesamten Zelle bewihktembryonalen Fibroblasten vémna'-
Mausen zeigte sich im Gegensatz zu Wildtyp-Zelleime esignifikant schwachere
Kernhiillenstruktur. Die Zellen detmna ™-Mé&use rupturierten bei mechanischem Stress

"

schneller als die ddrmna™-Mé&ause (Broers et al. 2004). Dieses Strukturmokiafin also

viele Aspekte bei der Entstehung der Krankheitengieergestreiften Muskels erklaren.
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Die Genexpressionshypothese versucht in erstee Ldie Entstehung der Lipodystrophie-
Syndrome zu erklaren. Die Adipogenese wird von creeslenen Proteinen reguliert, unter
anderem von SREBPIstérol regulatory element-binding protginPPARy (peroxisome
proliferator-activated receptgrund vom Rb. Wéahrend Rb flr den Arrest des Zellzyk
zustandig ist, spiePPARy bei der Differenzierung von Adipozyten eine zermrRlolle und
bewirkt zugleich, dass verschiedene Adipozytenifipekhe Gene exprimiert werden. PPAR
wiederum wird von SREBP1 aktiviert. SREBP1 wurde Biteraktionspartner von Lamin
identifiziert, wobei scheinbar Prélamin A, und nickifes Lamin A, der Bindungspartner ist.
In Fibroblasten von Patienten mit familiarer pdlgie Lipodystrophie vom Dunnigan-Typ,
Mandibuloakraler Dysplasie und atypischem WernéeacSyndrom akkumuliert Pralamin A
an der Kernhiille, was zu einer Umverteilung von BRE, ebenfalls an die Kernhtille, fuhrt.
Es steht also weniger SREBP1 zur Verfigung, um BPAR aktivieren, was in einer
Inhibition der Adipogenese resultiert (Capanni dt 2005). AufRerdem konnte ein
Zusammenhang zwischen dem Fehlen von SREBP1 uroket@mgm mellitus Typ Il gezeigt
werden (Sewter et al. 2002). Auch bei einem Verldst Rb-Funktion durch A-Typ-
Lamindefekte erwartet man Stérungen in der Adipegen (Cole et al. 2004). Das
Genexpressionsmodell konnte den Verlust von Fetbewerklaren, ist aber schwer fir die
Erklarung der Fettakkumulation im Nackenbereichuavenden. Zusatzlich interagiert Lamin
sowohl mit Chromatin, als auch mit der RNA-Polynserdl, was bei einer verédnderten
Affinitat von Lamin zu diesen Bindungspartnern zir8ngen in der Genexpression fuhren

kann.

Die Hypothese der Zellproliferation basiert aufesin Funktionsverlust des Rb bei einer
LMNA-Mutation. Rb spielt eine zentrale Rolle idellzyklus-, Proliferations- und
Differenzierungprozessen, indem es die E2F-Traps&nsfaktoren reguliert. In
Skelettmuskelstammzellen konnte gezeigt werders desWechselwirkung von Lamin und
Rb wichtig fur die Differenzierung der Zelle istniFalle eines mutierten A-Typ-Lamins
wurde die Differenzierung inhibiert, da die Lamiermittelte, fir die Zelldifferenzierung
notwendige Sequestrierung von Rb zu sogenanntenflgeken (uclear specklgsausblieb
(Muralikrishna et al. 2001 Auf3erdem konnte in Zellen vdmmna-Mé&usen eine geringere
Zellzyklusrate und eine verringerte Konzentratian\Rb festgestellt werden. Fibroblasten
von Hutchinson-Gilford-Progerie-Patienten hingegezeigten eine abnormal hohe
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Zellzyklusrate, aber auch eine gesteigerte Apopatsewas zu einer vorzeitigen Zellalterung
fuhrte (Bridger et al. 2004).

Keines dieser Modelle allein kann jedoch die Pdtlyslogie aller Laminopathien erklaren.
Kombiniert man die Aussagen der Hypothesen, kann da Entstehungsmechanismen der
Erkrankungen zwar besser beschreiben, aber nodassierstandnis der Pathophysiologie

der Laminopathien nicht ausreichend geklart.

1.3 Dilatative Kardiomyopathie

Eine kardiale Beteiligung im Rahmen von Laminopathéul3ert sich haufig in Form einer
DCM. Kardiomyopathien sind eine heterogene Gruppe Erkrankungen des Herzmuskels,
assoziert mit mechanischer und/oder elektrischesfuktion, die Ublicherweise, aber nicht
zwingend, zu einer Hypertrophie oder Dilatation deterzens fuhren und denen
unterschiedliche Ursachen zugrunde liegen, dieifpadnetisch sind (Maron et al. 2006
Man kann sie anhand ihres Phanotyps einteilen &. ). Hierbei unterscheidet man
zwischen der dilatativen, der hypertrophen, dertriktiven, der arrhythmogenen
rechtsventrikularen und der unklassifizierten Kandyopathie. Davon abgegrenzt werden die
spezifischen Kardiomyopathien, die mit kardialerroslystemischen Erkrankungen assoziiert
sind. Beispiele hierfur sind die ischamische, digpditensive, die entzindliche, die
metabolische oder die peripartale Kardiomyopathie.

Tabelle 2: Einteilung der Kardiomyopathien, modifiziet nach Richardson et al. (1996).

Kardiomyopathie Pathophysiologie

Ventrikeldilatation und reduzierte Kontraktilitéihes

Dilatative Kardiomyopathie oder beider Ventrikel

Links- und/oder rechtsventrikulare Hypertrophies di
bei der hypertroph-obstruktiven Kardiomyopathie
asymmetrisch ist und das interventrikulare Septum
betrifft

Hypertrophe Kardiomyopathie

Restriktive Fullung und verringerte diastolische Ge
eines oder beider Ventrikel bei normaler oder nahez
normaler systolischer Funktion und
Ventrikelwanddicke

Restriktive Kardiomyopathie

Arrhythmogene rechtsventrikulare Progressive Degeneration des rechtsventrikularen
Kardiomyopathie Myokards mit Ersatz durch Fett- und Bindegewebe

Kardiomyopathien, die nicht in die anderen Kategori

Unklassifizierte Kardiomyopathie einzuordnen sind

10
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Die DCM ist gekennzeichnet durch die Erweiterungesi oder beider Ventrikel in
Kombination mit einer systolischen Funktionsstorumig einer reduzierten Ejektionsfraktion
(EF) bzw. einer verminderten linksventrikularen Marzungsfraktion factional shortening
FS; Dec und Fuster 1994; s. Abb. 3). Bei der DCMhku es haufig zu einer Abnahme der
Wanddicke bei gleichzeitiger Hypertrophie der Myezy Die Klappenstruktur ist normal,
aber die VentrikelvergroRerung fihrt oft zu einamKitionellen Klappeninsuffizienz.
Mikroskopisch sieht man eine unterschiedlich ausigip Kardiomyozytenhypertrophie und

interstitielle Fibrosierungen.

Erweiterter

A Gesundes Herz B Dilatative Kardiomyopathie
Linker Vorhof

r
A
Aorta \é Aorta
Linker ]
J ,‘
+ Vorhof
Rechter | o 0 e 3
Vorhof ’

Rechter . L~
Venlirikel 5 AN

Enveiterter
rechter Vorhof

Linker
Ventrikel

Vergréierter

rechter Ventrikel SR AR

Verminderte / Vergrfierter
Wanddicke linker Ventrikel

Abbildung 3: Schematische Darstellung der DCM. Aman sieht ein gesundes Herz mit normaler Vengik8e;B, es ist
eine ausgepragte Dilatation der Vorhofe und Veatriki sehen. Abbildung modifiziert nach www.meddalayy.com.

Die DCM kann symptomlos sein oder sich als klinexhBild der Herzinsuffizienz
manifestieren. Rhythmusstérungen sind haufig, ued plotzliche Herztod kann in jedem
Stadium der Erkrankung auftreten. Die Pravalenz d»CM in den westlichen
Industrienationen wird auf 36 Erkrankungen pro T@D&inwohner und die Inzidenz auf 5-8
Neuerkrankungen pro Jahr pro 100000 Einwohner gesicfDec und Fuster 1994). Da aber
viele Patienten asymptomatisch sind, wird vermudass sogar bis zu 14% der mittelalten
und alteren Bevoélkerung Kriterien einer DCM aufvesigDevereux et al. 2001). Die DCM
kann genetisch, viral, immunologisch oder toxiscledibgt sein oder mit einer
kardiovaskularen Erkrankung assoziiert sein, beidde Grad der myokardialen Dysfunktion
nicht durch das Ausmald des ischamischen Schadesrsdoich die abnorme Vor- bzw.
Nachlast erklarbar ist. AuRerdem werden ca. 50% &M als idiopathische DCM

11
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bezeichnet, bei der die Ursache nicht bekannR&th@rdson et al. 1996; Felker et al. 2000).
Da aber gerade die Entdeckung einer genetischeach®sgenaue Untersuchungen des
Patienten und seiner Familienmitglieder erfordeekommen viele Patienten mit genetischer
DCM initial die Diagnose einer idiopathischen DCM. verschiedenen epidemiologischen
Studien wird der Anteil an familiar-bedingter DCMitr20-35% angegeben (Michels et al.
1992; Goerss et al. 1995; Grunig et al. 1998). ®westerschiedlichen Zahlen sind durch die
verschiedenen Definitionen einer familiar-beding@M erklarbar und davon abhangig, ob
nur Verwandte 1. Grades oder auch entferntere ded@symptomatische Familienmitglieder

eingeschlossen wurden.

1.4 Das Ubiquitin-Proteasom-System

Erste Experimente mit dem in dieser Arbeit verweéedeMausmodell, die in Paris
durchgefuhrt wurden, deuteten darauf hin, dassmagerte Lamin dieser Mause instabil ist
und schnell abgebaut wird. In den eukaryotischerleZegibt es drei bedeutende
Qualitatskontrollsysteme fur Proteine: Die Chaperordie die Proteinfaltung und
-stabilisierung unterstitzen, die Lysosomen, die &inen die Mehrheit der Membran- und
extrazellularen Proteine durch Endozytose und zunderen zytosolische Proteine und
Organellen mittels Autophagie abbauen, und das witimgProteasom-System (UPS), das als
das bedeutendste proteolytische System der Zettesalysche, nukledre und myofibrillare
Proteine degradiert. AulRerdem ist das UPS regigatoran biologischen Prozessen wie
Zellproliferation, Stressadaptation und dem progréenten Zelltod beteiligt (Mearini et al.
2008). Der Proteinabbau durch das UPS ist durchi awéeinanderfolgende Schritte
charakterisiert: Die Markierung des Substrats durBolyubiquitinierung und der
anschlieBende Abbau dieses markierten Proteinshdul@s 26S-Proteasom. Die als
Markierung wirkende Konjugation von Ubiquitin ansd®rotein findet wiederum in drei
Schritten statt: Als erstes aktiviert das Ubiqudktivierende Enzym (E1) in einer ATP-
abhangigen Reaktion das Ubiquitin. Dann Ubertragenterschiedliche Ubiquitin-
konjugierende Enzyme (E2) das Ubiquitin vom E1-Enzguf das Substrat. Das Ubiquitin
wird daraufhin im dritten Schritt Gber sein Lysi® 4K48) kovalent durch die Ubiquitin-
Ligase (E3) an das Protein gebunden. Es gibt td@rvérschiedene E3-Ligasen, die immer
substratspezifisch sind. Die Polyubiquitinkettentsezhen, indem aktivierte Ubiquitin-
Molekile an K48-Reste von vorhergehenden Ubiqolekilen gebunden werden. Diese

Polyubiquitinketten werden dann vom 26S-Proteasokarmt und das Protein in seinem

12
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Inneren abgebaut. Hierbei werden die Polyubiquéitén in einzelne Ubiquitin-Molekile
hydrolysiert, die dann in einem neuen Abbauvorgamederverwertet werden koénnen (s.
Abb. 4).

Ubiquitinierung Degradation

Abbildung 4: Schematische Darstellung des UP®Rie Polyubiquitinierung des Proteins, die fir decifolgenden Abbau
durch das 26S-Proteasom notwendig ist, erfolgt 8cBritten: 1. die ATP-abhangige Aktivierung vonidibtin (Ub) durch

das E1-Enzym (Ubiquitin-aktivierendes Enzym), 2 dibertragung von Ubiquitin auf das Substrat dutak E2-Enzym
(Ubiquitin-konjugierendes Enzym) und 3. die kovageBindung von Ubiquitin Gber Lysin 48 (K48) an d&etein durch die
E3-Ubiquitin-Ligase. Das 26S-Proteasom degradiegts dProtein anschlieBend zu kleinen Peptiden und die
Polyubiquitinketten werden zu einzelnen Ubiquitiroligkilen hydrolysiert. Abbildung nach Carrier et(2010).

Das eukaryotische 26S-Proteasom besteht aus e@&iBihdungskomponente und einem
20S-Komplex, der die proteolytische Aktivitat besitDer regulatorische 19S-Komplex
besteht aus mindestens 19 verschiedenen Unternhelie in eine DeckelHid) und eine
Basisuntereinheitb@sg eingeteilt sind (Mearini et al. 2008). Der 19Srigex erkennt,
bindet, deubiquitiniert und entfaltet die Proteimel reguliert auRerdem die Offnung des 20S-
Komplexes, so dass das Protein in das Innere d&iEdtheit gelangt. Die Enden des 20S-
Komplexes kénnen jeweils durch eine 19S-Einheisefelossen werden. Die zylinderférmige
20S-Einheit besteht aus 4 Ringen, den &ufRereand den innerem-Ringen. Jeder Ring
wiederum besteht aus 7 Untereinheiten. Die protisolye Aktivitat sitzt in den
Untereinheiten deB-Ringe. Die Caspase-ahnliche Aktivitat drUntereinheit spaltet hinter
sauren oder kleinen hydrophoben Aminosauren, digpsim-ahnliche Aktivitat derf2-
Untereinheit hinter basischen und kleinen hydrogimoAminoséuren und die Chymotrypsin-
ahnliche Aktivitat dei35-Untereinheit schneidet hinter hydrophoben Restaabhéangig von
ihrer Grél3e (s. Abb. 5).

13
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Untereinheit mit

Caspase-ahnlicher Akfivitat Untereinheit mit

Trypsin-hnlicher Aklivilst

Untereinheit mit
Chymotrypsin-ahnlicher Aktivitat

Abbildung 5: Der B-Ring mit seinen Untereinheiten Man erkenntdie Bl-Untereinheit mit der Caspase-ahnlichen

Aktivitéat, die p2-Untereinheit mit der Trypsin-ahnlichen Aktivitdhd dief5-Untereinheit mit der Chymotrypsin-&hnlichen
Aktivitat.

Alle drei Aktivitaten kdnnen mithilfe von fluorogen Substraten, die spezifisch gespalten
werden, gemessen werden. Bei der Spaltung wird Fdloreszenzreporter frei, dessen
Fluoreszenz dann bestimmt werden kann. Auferdenesisndglich, die Aktivitaten mit
reversiblen oder irreversiblen Inhibitoren zu hemmem dann die Konsequenzen dieser
Hemmung, z.B. die Akkumulation eines Proteins, izalysieren.
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1.5 Fragestellung und Zielsetzung

Die LMNA**2 Mutation wurde in einem Patienten mitMNA-assoziierter kongenitaler
Muskeldystrophie identifiziert (Quijano-Roy et &008). In Paris wurde eine Mauslinie
entwickelt, die diese Mutation in ihrebomnaGen tragt. Bis jetzt wurde dort in erster Linie
der allgemeine Phanotyp untersucht. Dabei wurdedrigere Lamin A und C Protein-
Konzentrationen in den homozygoten Mausen als m\Wédtyp (WT) -Mausen beobachtet.
Die Tatsache, dass sich die Lamin A und C mRNA-Kotationen nicht zwischen den
Mausstammen unterschieden, lasst vermuten, dasswalierten Lamin A und C Proteine
schnell und quantitativ abgebaut werden. Da das WRS Hauptabbausystem fur
missgefaltete und mutierte Proteine in der euk&gbéen Zelle darstellt, liegt es nahe, dass
das UPS flur den Abbau der mutierten Lamine in demdzygoten (und heterozygoten)

Mausen verantwortlich ist.

Im Rahmen dieser Arbeit sollten folgende Punkteddvin den homozygoten als auch den
heterozygoten Lamii*-Mausen im Vergleich zu WT-M&usen untersucht werden

» Erfassung des kardialen Phanotypsivo mittels Echokardiographie
* Analyse der Lamin A und C mRNA- und Protein-Konzatibnen

» Evaluation des UPS auf Ubiquitinierungs- und Degtaxhs-Ebene und mittels UPS-
Reportermausen
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2 MATERIAL UND METHODEN

2.1 Materialien

2.1.1 Chemikalien

Acrylamid/Bis-Losung (29:1)

Adenosin-5'-triphosphat (ATP)

Agarose

Ammoniumpersulfat (APS)

AmpliTaq Gold-Polymerase

Aqua ad iniectabilia (doppelt destilliertes Wasser)
Benzoyl-Valyl-Glycyl-Arginyl-7-Amino-4-Methylcouman
(Bz-Val-Gly-Arg-AMC)
Benzyloxycarbonyl-Leucyl-Leucyl-Glutamyl-R-Naphtgied
(Z-Leu-Leu-Glu-BNA)

Bromphenolblau

Complete mini-proteases inhibitor cocktail

Desoxyribonukleotidtriphosphat (dNTP)-Mix
(dATP, dCTP, dGTP, dTTP)

Enthaarungscreme
Difco™ Trypsin 250
Dimethylsulfoxid (DMSO)
Dithiothreitol (DTT)

Dulbecco's modified Eagle mediy®MEM)
mit 4.5 g/l Glukose und ohne Pyruvat

Ethidiumbromid

Ethylendiamintetraessigsaure (EDTA)

Fetales Rind- oder Kalbserum (FBS oder FCS)
Gene Ruler™ 100 bPpNA-Leiter

Glycerol

Glycin

Hank's balanced salt solutiqiiBSS), Calcium/Magnesium frei

16

Bio-Rad
Sigma
Invitrogen
Bio-Rad
Applied Biosystems
Baxter GmbH

Biomol

Biomol

Merck
Roche Diagnostics

Applied Biosystems

Asid Bonz
Becton Dickinson
Sigma

Sigma

Gibco

Fluka
Sigma
Biaohro
Fermentas
Merck
Roth
Gibco
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Pferdeserum

2-(4-(2-Hydroxyethyl)-1-piperazinyl)-ethansulfonsaHEPES)

Isofluran

Isotonische 0.9% Natriumchlorid-Lésung

Kollagenase Typ Il

Laminin

Loading dygLadepuffer), 6x

M199 mitEarl's Salz und L-Glutamin
Methanol

MG262

Milchpulver

NaCl

NaF

NaOH

Penicillin-Streptomycin
Phosphatgepufferte Salzlésung (PBS)
Phosphokreatin
Phosphokreatinkinase

Ponceau S

Power SYBRGreen PCR Master Mix
PrecisionPlus Protein Standard™

SDS (Natrium-Dodecylsulfat)

Succinyl-Leucyl-Leucyl-Valyl-Tyrosyl-7-Amino-4-Metficoumarin

(SUC-Leu-Leu-Val-Tyr-AMC)

SuperSigndl West Dura extended duration substrate

TagMar? Universal PCR Master Mix
Tetramethylethylendiamin (TEMED)

Trizma® Base

Polyoxyethylen(20)-sorbitan-Monolaurat (Tween 20)

Ultrasschall Kontaktgel

Biochrom

Roth
Abbott

Baxter GmbH

Worthington
Roche Diagnostics
Fermentas

Gibco
J. T. Baker
Biomol
Roth
J. T. Baker
Merck
Merck
Gibco

Biochrom
Calbiochem
Sigma
Serva
Applied Biosystems
Bio-Rad
Roth

Calbiochem

Pierce
Applied Biosystems
Bio-Rad
Sigma
igna

Caesar & Loretz
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2.1.2 Chemikalien mit Risiko (R)- und Sicherheit¢S)-Satzen

Acrylamid/Bis-LAosung R: 23/24/25-45-46-48 S: 363¥%45-60

ATP R: - S: 22-24/25

APS R: 8-22-36/37/38-42/43 S: 22-24-26-37

Bromphenolblau R: - S: 22-24/25

DMSO R: 36/37/38 S: 23-26-36

DTT R: 22-36/37/38 S: 26-36

Ethidiumbromid R: 23-68 S: 36/37-45

EDTA R: 36-52/53 S: 26-61

Glycin R: - S: 22-24/25

Methanol R: 11-23/24/25-39 S: 7-16-36/37-45

NaF R: 25-32-36/38 S: 22-36-45

NaOH R: 35 S: 26-37/39-45

PBS R: - S: 22-24/25

Ponceau S R: 36/37/38-51/53 S: 2-25-26-29/56-37-46-
57-60-64

SDS R: 22-36/38 S: 22-24/25

TEMED R: 11-20/22-34 S: 16-26-36/37/39-45-60

Trizma® Base R: 36/37/38 S: 26-36

2.1.3 Antikorper

Anti-a-Actinin, monoklonal Sigma

Anti-GFP (FL), polyklonal Santa Cruz Biotechnology

Anti-Lamin A/C, polyklonal Santa Cruz Biotechnology
Anti-Ubiquitin (FK2), monoklonal Enzo life sciense
Anti-rabbit 1IgG Sigma and Dianova

Anti-mouselgG Dianova
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2.1.4 Kits

Extract-N-Amp™ Tissue PCR Kit Sigma
SV Total RNA Isolation Kit Promega
SuperScript™ Il First-Strand Synthesis Invitrogen

System for RT-PCR

2.1.5 Oligonukleotide

Alle Primer und Sonden wurden mithilfe dBrimer ExpressSoftware oder des Primer3-
Programms, online konstruiert und anschlieend den MWG Biotech AG kéauflich

erworben.

2.1.6 Verbrauchsmaterialien

Becherglaser Schott Duran
Blotting-Papier (Whatman 3MM) Schleicher & Schuell
Eppendorf-Reaktionsgefalie (1,5 und 2 ml) EppendGrf
Falcon-Reaktionsgefalie (15 und 50 ml) Sarstedt AGo&
Kivetten (10 x 4 x 45 mm) Sarstedt AG & Co.
Latexhandschuhe Paul Hartmann AG
Multiple wellPlatten (96well) Sarstedt AG & Co.
Nitrilhandschuhe Ansell
Nitrocellulosemembran (ProtramBA 85) Schleicher & Schuell
PCR-Reaktionsgefal3e Sarstedt AG & Co.
Pipettenspitzen (fir 10, 100 und 1000 pl Pipettegarstedt AG & Co.
Serologische Pipetten (2, 5, 10 und 25 ml) Sargiaél& Co.
Serologische Pipetten (10 ml, weite Spitze) Be@akinson
Sterile Filter (0,22 um) Sarstedt AG & Co.
Zellkulturflasche (T75) Sarstedt AG & Co.
Zellkulturplatten (12wvell) Nalge Nunc International
Zellschaber Sarstedt AG & Co.
Zellsieb Becton Dickinson
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2.1.7 Gerate

Accu-jetPipettierhilfe
Analysenwaage (GENIUS)
Blotting-System Kini Trans-Blof cell)
Chemie GenilfsBio imagingSystem
mit Gene Tool$Software
Chirurgische Instrumente
Eismaschine

Elektrophorese-SystenM{ni-PROTEAN
3 electrophoresis céll

Inkubator (Heraell 240)
Magnetriihrer (IKAMAG' RCT)
Mikroplattenleser (Tecan Saffije
Mikrozentrifuge (5415 R)
Mikrowelle
Neubauer-Zahlkammer

PCR-Zykler GeneAmp PCRSystem
9700

pH-Meter

Pipetten (10, 100, 1000 ul)
Reinstwassersystem (Milli-Q plus)
Prazisionswaagé(ecision Advanced
Rektalthermometer
Spannungsgeratpdwer supply)
SpektrophotometeSfnart Spe® 3000)
Sterilwerkbank (Lamin Air HS 12)

Tagman ABI PrisnT900HT Sequenz
Detektionssystem mit der ABI 7900HT
SDS 2.2-Software

Tissue Lyser
Thermomixer komfort

Tragbare Waage (ScdftPro)

Brand GmbH
Sartorius AG
Bio-Rad
Syngene

Karl Hammacher GnbH
Scotsman

Bio-Rad

Heraeus Instruments
Janke & Kunkel GmbH
Tecan
Eppendorf AG
Sharp
Glaswarenfabrik Karl Hecht KG
Applied Biosystems, Thermo Hybaid

Knick GmbH
Eppendorf AG
Millipore

Ohaus
Physitemp

Bio-Rad

Bio-Rad

Heraeus Instrungent

Applied Biosystems

Qiagen
Eppendorf AG
Ohaus
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Ultrasschallgerat (Visual Sonics Vevo  Visual Sonics
770%) mit einer 30-MHz
Schallkopffrequenz

Vortexer (Vibrofix VF1) Janke & Kunkel GmbH
Wasserbad GFL
Zentrifugen Eppendorf AG

2.1.8 Mausmodelle

2.1.8.1 Das Lmn&®%-Mausmodell

Das durch homologe Rekombination generidrtend“*>-Mausmodell wurde von Giséle
Bonne und Anne Bertrand des Myologie-Instituts Berre et Marie Curie Universitat in
Paris entwickelt. Bei diesem Mausmodell liegt eeletion des Lysins an Position 32 im
Exon 1 deskmnaGens vor (s. Abb. 6). Zur Generierung der Mauslinurde ein Maus-
BAC-Klon (bacterial artificial chromosome)der Exon 1 und Intron 1 ddsmnaGens
enthalt, mithilfe des Restriktionsenzyms Nsil imen pGEM®B-T EasyVektor kloniert. Die
Deletion des Lysins 32 wurde durch PCR-Mutageneaseicht, wobei auch eine Xhol-
Restriktionsschnittstelle in Intron 1 eingebrachirde. Als Selektionsmarker wurden eine
sich selbst ausschneidende Cre-Neo-Resistenzliaggethting et al. 1999), flankiert von
zwei loxP-Stellen, und eine HSV-TK-Kassette (Herpes simpMxus-Thymidinkinase)
hinzugeflgt. DefTargetingVektor wurde mithilfe des Restriktionsenzyms Niiearisiert
und anschlieBend in 129/Sv] embryonale StammzellE®) injiziert. Die homologe
Rekombination wurde durch Neomycin-Resistenz uncdhcigbovir-Sensitivitat Uberprift.
Nach Identifizierung homolog rekombinanter ES-Zelile mittels Southern Blgt wurden
positive ES-Zellkone in C57BL/6-Blastozysten ingiti und diese anschlieBend in
scheinschwangere Mause implantiert. Mannliche crenNachkommen wurden im nachsten
Schritt mit weiblichen C57BL/6-M&usen verpaart. W&itd der Vererbung durch die
mannliche Keimbahn deletierte sich die Cre-Neo-Resizkassette durch die Aktivierung der
Cre-Rekombinase in den Spermien selbst (Buntingalet 1999). Die heterozygoten
Nachkommen dieser Verpaarung, identifiziert dur@outhern Blgt wurden dann
untereinander gekreuzt, um homozygote Mause minK82-Mutation zu erhalten.
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Abbildung 6: Generierung des Lmna*¢®2-Mausmodells. Die Deletion des Lysins 32 ddsmnaGens wurde durch
homologe Rekombination in embryonalen Stammzelleziekr Abbildung mit freundlicher Genehmigung vorerd
Arbeitsgruppe Gisele Bonne (Paris).

2.1.8.2 Das UB"®-GFP-Mausmodell

Das UEF®Y-GFP-Mausmodell wurde freundlicherweise von Niconfena (Mikro- und
Tumorbiologie Zentrum, Karolinska Institut, Stockind zur Verfligung gestellt. Dieses
Mausmodell wurde entwickelt, um die Aktivitat dedbifjuitin-Proteasom-Systenia vivo
beurteilen zu kénnen. Es exprimiert ein UY-GFP-Reporterprotein, das aus einer N-
terminalen Ubiquitin-Mutante besteht (£/8Y), welche kovalent mit einem griin-
fluoreszierenden Protein (GFP) verbunden ist. Dipréssion dieses Fusionsproteins steht
unter der Kontrolle eines Cytomegalievinmsmediate-earl(CMV-IE) Enhancerund eines
B-Aktin-Promotors (s. Abb. 7).

CMV-IE Chicken B-actin G76V SV40
enhancer PA site
— I > | [ oo N

Abbildung 7: Schematische Darstellung des transgenekonstrukts der Ub®"®-Mause. Das Transgen enthélt den CMV-
IE Enhancer den B-Aktin-Promotor, das UB®'-GFP-Fusionsprotein und das SV40 Polyadenylatignssi
Restriktionsschnittstellen sind dargestellt. Die Adilng ist modifiziert nach Lindsten et al. (2003).
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Ub®"®V.GFP-Transkripte konnten in verschiedenen Gewelsfangen werden, vor allem
aber in Skelettmuskel, Herz, Hoden und KleinhirasIN-terminale Ubiquitin-Molekdl dient
als Akzeptor fur Polyubiquitin-Kettenyobei die G76V-Substitution des Ubiquitins vor dem
Abbau durch zellulare Ubiquitin-C-terminale Hydredsm schitzt. Dies fuhrt zu einer
effizienten Ubiquitinierung mit nachfolgendem pmdemalen Abbau des O6'-GFpP-
Fusionsproteins. Unter normalen Bedingungen waitdagine GFP-Fluoreszenz unter einem
Fluoreszenz-Mikroskop in Kryoschnitten von Gewebelnlter U5"®Y-GFP-Mause sichtbar.
Nach Behandlung mit verschiedenen Proteasom-lanéiit kam es hingegen zu einer
deutlichen Akkumulation des GFY-GFP-Reporterproteins in Fibroblasten und neonatale
Kardiomyozyten. Nach intraperitonealer Injektionsd@roteasom-Inhibitors MG262 (5
umol/kg) in adulte UB'®V-GFP-Mause zeigte sich eine detektierbare GFP-Etzenz in
Leber, Dunndarm, Pankreas, Nieren und in gering&duspragung auch in Lunge und Milz.
In Hirn, Herz und Skelettmuskel konnten keine fegmierenden Zellen unter dem

Fluoreszenz-Mikroskop gefunden werden (Lindstesl.€2003).

2.2 Methoden

2.2.1 Genotypisierung

Die genomische DNA wurde aus Schwanzbiopsien dersl&ntsprechend der Anleitung des
Extract-N-Amp" Tissue PCR-Kits isoliert und im Heizblock mittels Polymsea
Kettenreaktion folymerase chain reactiprPCR) unter Verwendung spezifischer Primer
amplifiziert. Mit der PCR konnen selektiv Abschaittder DNA vervielfacht werden. Die
Produkte eines Zyklus fungieren als Ausgangsstdéfie nachsten, was eine exponentielle
Vervielfaltigung moéglich macht. Jeder Zyklus bestahs drei Schritten. Im ersten Schritt
wird die DNA bei 94 °C denaturiert und in zwei Egtgtrange getrennt. Als Nachstes erfolgt
die Primerhybridisierungpfimer annealing, bei der sich die Oligonukleotide bei ihrer
primerspezifischen Temperatur an die EinzelstralegeDNA anlagern. Im letzten Schritt, der
Elongation, werden die neuen Strange mit freienlébtiden durch die DNA-Polymerase
verlangert. Wir benutzten fur die Genotypisierumged ouchdownPCR. Hierbei wurde die
Spezifitat der Primer-Bindung durch zyklusweise Anerung deAnnealingTemperatur mit
1°C pro Zyklus an die zu erwartende Schmelztemperdés Primers erhéht. Die PCR-

Einstellungen und die verwendeten Primer sind m T&bellen 3 und 4 aufgelistet.
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Tabelle 3: PCR-Einstellungen fur die Genotypisierung

PCR-Schritt Temperatur (°C)  Zeit (Min:Sek) Zyklen
Initiale 94 5:00 1
Denaturierung
Denaturierung 94 0:30
Annealingl s. Tabelle 4 0:30 11
Elongation 72 1:00
Denaturierung 94 0:30
Annealing 2 s. Tabelle 4 0:30 24
Elongation 72 1:00
Finale Elongation 72 7:00 1
Lagerung 4 undefiniert
Tabelle 4: Primer flr die Genotypisierung
Mauslinie Primername Primersequenz (5°-3°) AT 1/2 (°C)
Lamin delK32-F CAAAGTGCGTGAGGAGTTCA
Lmna<®? 60—55
Lamin delK32-R TGACAGCATAGGCCCTGTCAC
TG5-1 (s) CCTACAGCTCCTGGGCAACGT
Ub®"®V-GFP 65—60

Ub/G76V/-2 TCGACCAAGCTTCCCCACCAC

AT: AnnealingTemperatur

Die amplifizierte DNA wurde auf ein 1%iges Agaroskdhergestellt mit 1x TAE (Tris-
Acetat-EDTA)-Puffer), das mit Ethidiumbromid verset wurde, aufgetragen.
Ethidiumbromid diente dabei dem spateren Sichtbehera der Banden, da es in die DNA
interkaliert und unter UV-Licht fluoresziert. Alsr&enstandard wurde déene Rule™ 100
bp DNA-Leiter benutzt. Die Detektion der Banden erfelgnithilfe desChemie GenifsBio

ImagingSystems
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2.2.2 Organentnahme

Die Organentnahme wurde von der Behdrde fiur Scozialamilie, Gesundheit und
Verbraucherschutz der Freien und Hansestadt Hamgpeinghmigt (Org 370). Die Méause
wurden unter C@Narkose durch Dekapitation getotet und anschlig@enwogen. Nach einer
medianen Thorakotomie und folgender Durchtrennueg dwerchfells wurde das Herz
entnommen, in 0,9%iger NaCl-Losung gespult, abgk&tret und gewogen. Nach Abtrennung
der Atrien wurde das Ventrikelgewicht bestimmt. Du#entrikel wurden in flissigem

Stickstoff schockgefroren und bis zum Gebrauch-8@i°C gelagert. Zusatzlich wurden fur
die Bestimmung des Lungen-/Kérpergewicht-Quotiergteoh die Lungenfligel entnommen,
gespult und gewogen. Fur die weiteren Experimented@n die gefrorenen Ventrikel mit
einem Stahlmoérser in flussigem Stickstoff zermahlemd drei Portionen (fir RNA-

Isolierung, Proteinanalysen und eine Reservepgrtiois zum Gebrauch bei -80 °C

eingefroren.

2.2.3 RNA-Analysen
2.2.3.1 RNA-Isolierung

Zu 30-80 mg gefrorenem Ventrikelpulver (s. 2.2.2)réen 175 pl Lysepuffer de&3V Total
RNA IsolationKits gegeben und anschliel3end Thssue Lysehomogenisiert. Entsprechend
der Anleitung des Kits wurde die RNA extrahiert udie isolierte RNA dann bei -80 °C

gelagert.

2.2.3.2 Bestimmung der RNA-Konzentration

Die Konzentrationsbestimmungen der isolierten RNAben erfolgten mit dem NanoDrop®-
ND-1000-Spektrophotometer. Die RNA-Konzentrationrdeidurch Absorptionsmessung bei
der Wellenlange 260 nm bestimmt. Eine Absorptiamseit Aysp entspricht 40 pg RNA/ml.

Der Absorptionsquotient AdA2gosollte flr eine reine RNA etwa 1,9 - 2,1 sein.

2.2.3.3 Reverse Transkription

Entsprechend der Anleitung d8aperScript“ Il First-Strand SynthesiSystemdiir RT-PCR
wurden 100 ng RNA mithilfe von Oligo(dT)-Primeiim complementaryDNA (cDNA)
umgeschrieben. Die Oligo(dT)-Primieinden an den Poly-Stretchder mRNA, so dass eine
vorrangige Umschreibung von mRNA erfolgt. Am Ende Reaktion lag die cDNA in 20 pl

Reaktionsgemisch gelést vor.

25



Material und Methoden

2.2.3.4 Quantitative Echtzeit-PCR

Die mRNA-Expressionen wurden mittels quantitatitechtzeit-PCR (RTg-PCR) mit der
durch reverse Transkription entstandenen cDNA maindagMan® ABI Prism® 7900HT
sequence detectidBystem bestimmt. Bei dieser Methode finden Detektiond
Quantifizierung des Amplifikationsprodukts in Echitzstatt. Man kann relative Angaben
Uber die Menge an mMRNA bzw. cDNA eines Gens iereRrobe machen. Eine Mdglichkeit
der Messung besteht darin, fur jedes Gen einedgere Sondep(obg zu konstruieren (s.
Abb. 8), die aus einem Oligonukleotid besteht, dess-Ende mit einem fluoreszierenden
Reporter-Farbstoff (6-Carboxyfluorescein, FAM) miark ist, wahrend das 3'-Ende einen
QuenchetFarbstoff (6-Carboxy-tetramethylrhodamin, TAMRAQgt. Wird die intakte Sonde
durch ultraviolettes Licht angeregt, so wird diedtkeszenz des Reporter-Farbstoffs durch den
Quencheraufgrund seiner rdumlichen Nahe unterdrickt. Wahmer PCR hybridisiert die
Sonde spezifisch mit dem komplementaren Abschrt Blatrizenstranges zwischen dem
Vorwarts- und dem Ruckwartsprimer. In der Extenspirase hydrolysiert die im
Reaktionsansatz enthaltene Polymerase (AmpliTad®ahufgrund ihrer 5-3'-Exonuklease-
Aktivitat die an die Zielsequenz hybridisierte SendDurch die daraus resultierende
Aufhebung der raumlichen Nahe zwischen ReporterQueinchelkommt es nach Anregung
durch ultraviolettes Licht zu einer messbaren Fapenz, die entsprechend der
Akkumulation des PCR-Produkts mit jedem PCR-Zykdmsteigt und in Echtzeit wahrend
des gesamten PCR-Laufs aufgezeichnet werden kanAb{s 8). Durch die statistische
Anlagerung der Sonde und Primer ist die Geschwkadigdes Anstiegs der Fluoreszenz
direkt proportional zur Expression des entspreceen@ens. Zur Quantifizierung kann der
Zeitpunkt wahrend des Laufes bestimmt werden, zun dee Fluoreszenz einen bestimmten
Schwellenwert threshold ubersteigt (Ct-Wert). Da bei jedem Zyklus der P@ihe
Verdoppelung der Zielsequenzen stattfindet, gitprEssion [Gen X] ist proportional zu%-
Wert.

Die andere Mdglichkeit der Quantifizierung ist dMutzung des Fluoreszenzfarbstoffs
SYBR® Green(s. Abb. 8). Dieser Farbstoff interkaliert in gafstrangige DNA, wodurch die
Fluoreszenz des Farbstoffs ansteigt. Diese wirdEmtle der Elongation in jedem Zyklus
gemessen. Nach abgelaufener PCR wird eine Schmme&zianalyse durchgefiihrt. Hierbei
wird die DNA durch kontinuierliche Temperaturerhélgudenaturiert, dadurch SYBRreen

freigesetzt und eine Abnahme der Fluoreszenz registDie doppelstrangige DNA von
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spezifischen PCR-Produkten hat einen hoheren Sepongtt als unspezifisch entstehende
Primerdimere und kann dadurch als solche erkannmtdeme Die HOhe de$eaks der
Schmelzkurve gibt anndhernd Auskunft Gber die Mategeentstandenen PCR-Produkts.

& ; Probe
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Abbildung 8: Quantitative RT-PCR mit spezifischen TagMan®-Sonden (A) oderSYBR® Green(B). Modifizierte
Abbildung der Takara Bio USA Webseite.

Als endogene Kontrollen fir die RTQ-PCRs wurden d8hnaldehyd-3-
phosphatdehydrogenase (GAPDH) oder GalphaS verwenda Variationen in der
Ausgangsmenge der eingesetzten cDNA auszuglei€hrendr und Sondes. Tab. 5). Fur die
guantitative Bestimmung der WT- und mutierten LarmiRRNA wurde die entsprechende
cDNA 1:10 verdunnt und mithilfe des dazugehdrigemBrpaares und der Sonde, aufgelistet
in Tabelle 6, und denhfagMan® Universal PCR Master Mamplifiziert. Tabelle 7 zeigt das
verwendete PCR-Programm.
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Tabelle 5: GAPDH- und GalphaS-Primer und Sonderfir die quantitative RT-PCR

Primer/Sonde Primer/Sonden-Sequenz (5'-3")

GAPDH-F ATGTTCCAGTATGACTCCACTCACG
GAPDH-R GAAGACACCAGTAGACTCCACGACA
GAPDH-Sonde AAGCCCATCACCATCTTCCAGGAGCGAGA
GalphaS-F CAAGGCTCTGTGGGAGGAT

GalphaS-R CGAAGCAGGTCCTGGTCACT
GalphaS-Sonde GCTGATTGACTGTGCCCAGTACTTCCT

Tabelle 6: Primer und Sonden del.mna®**2-Mauslinie fiir die quantitative RT-PCR

Mauslinie Primer/Sonde Primer/SondenSequenz (5'-3")
Lamin delK-F GCCAGCTCTACCCCACTGT
Lamin delK-R CAGACTCAGTGATGCGAAGG
Lmna*?
Lamin WT Sonde TGCAGGAGAAGGAGGACCTGC
Lamin mutantSonde CTGCAGGAGGAGGACCTGCAGG

Tabelle 7: PCR-Programm fur die quantitative RT-PCR unter Benutzung der relativen Quantifizierung und des
TagMan® Universal PCR Master Mix

Schritt Temperatur (°C) Zeit (Min:Sek) Zyklen
Schritt 1 50 02:00 1
Schritt 2 95 10:00 1

95 00:15
Schritt 3 45
60 01:00

Fur die quantitative Bestimmung der mRNA-Konzembratvon Gesamt-Lamin, GFRy-
MHC undp-MHC wurde ebenfalls 1:10 verdiinnte cDNA eingesetrt mithilfe spezifischer
Primer (s. Tab. 8) und deower SYBR® Green PCR Master Mirmplifiziert. Die PCR-

Einstellungen sind in Tabelle 9 zu sehen.

28



Material und Methoden

Tabelle 8: Primer-Sequenzen fiir die quantitative Be&timmung der Gesamt-Lamin, Ub®"®V-GFP, a-MHC und p-
MHC mRNA-Konzentrationen

Name Primer Primer-Sequenz
Lamin delK32-F CTCCTCCCACTCATCCCAGTC
Lamin
Lamin delK32-R AGCCTTTAGGGTGAACTTCG
Ub®"V-GFP-F AGAACGGCATCAAGGTGAAC
Ub®"®V-GFP
Ub®’*V-GEP-R TGCTCAGGTAGTGGTTGTCG
a-MHC-E CTCAAGCTCATGGCTACACTCTTCTC
a-MHC
a-MHC-R AGAGCAGACACTGTTTGGAAGGA
B-MHC-F GACCAGACCCCAGGCAAGGG
-MHC
P B-MHC-R GCCAACTTTCCTGTTGCCCC

Tabelle 9: Das PCR-Programm fir die quantitative RTPCR mittels absoluter Quantifizierung und demPower
SYBR® Green PCR Master Mix

Schritt Temperatur (°C) Zeit (Min:Sek) Zyklen

Schritt 1 95 10:00 1
95 00:15

Schritt 2 { } 45
60 01:00
95 00:15

Schritt 3 60 00:15 1
95 00:15

Die Messungen wurden fir jede Probe in Triplikaumrchgefuhrt. Die Ct-Werte der
endogenen Kontrollen (GAPDH oder GalphaS) wurdenden Ct-Werten der Lamin-Proben
subtrahiert ACt). Der Mittelwert allerACt-Werte der WT-Méause wurde von jedem einzelnen
ACt-Wert subtrahiert, das Ergebnis war daCt-Wert. 2**“! zeigte dann die relative Menge

an mRNA in jeder Probe.

2.2.4 Proteinanalysen
2.2.4.1 Proteinextraktion

Fur die Bestimmung der 20S-Proteasom-Aktivitat veurdu 10-80 mg gefrorenem
Ventrikelpulver (je nach Herzgréf3e) das 5-facheuvedn in Mikrolitern des Lysepuffers (1

Tablettecomplete mini-proteases inhibitor cocktailifgelost in 10 mAqua ad iniectabiliq
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gegeben und anschlie3end fissue lysethomogenisiert. Um Zell- und Kernmembranen zu
zerstoren, wurden die Proben dreimal in flissigdimokStoff schockgefroren und aufgetaut
und anschlieBend fir 30 Minuten (min) bei 4 °C W#R00 rpm Kounds per minute
Umdrehungen pro min) zentrifugiert. Der Uberstandroe in 1,5 ml-Reaktionsgefale
pipettiert und die Proteinkonzentration (s. 2.2.4&stimmt. Auf da$elletwurden 80% des
4-fachen Volumens in Mikrolitern der urspringlichéentrikelpulver-Menge (d.h. bei 40 mg
Ventrikelpulver 128 ul) Lysepuffer (3% SDS, 30 nitNé base pH 8,8, 5 mM EDTA, 30 mM
NaF, 10% Glycerol) gegeben, hiernach tissue lyserhomogenisiert und fir 10 min bei
Raumtemperatur und 13200 rpm zentrifugiert. Diegsate wurden fur Western Blot-

Analysen verwendet.

2.2.4.2 Bestimmung der Proteinkonzentration

Fur die Bestimmung der Proteinkonzentration wurde BradfordMethode benutzt. Der
Farbstoff Coomassi@ Brilliant Blue G-250bildet in saurer Lésung mit kationischen und
hydrophoben Seitenketten von Proteinen Komplexes Blasorptionsmaximum verschiebt
sich hierbei, verbunden mit einer Farbanderung nadreu blau, von 470 nm nach 595 nm.
Die Zunahme der Absorption bei 595 nm ist ein Mafidie Proteinkonzentration der Losung.
Zu 5 pl des Uberstandes der Proteinproben wurdénp@?®,1 M NaOH gegeben. Nach
Zugabe von 200 pl des Farbstoffes und 5 min Inkababei Raumtemperatur wurde die
Absorption bei 595 nm mit einem Spektrophotometegmessen. Subtraktion der
Absorptionswerte einer Leer-Probe (800 pl 0,1 M NaGnd 200 pl Farbstoff) und der
Vergleich mit einer Standardkurve (Immunglobulin &rmoglichten eine relative
Bestimmung der Proteinkonzentration. Die Messungrde/uflr jede Probe doppelt

durchgefuhrt.

2.2.4.3 Western Blot-Analyse

Western Blot bezeichnet die Ubertragung (englotting) von Proteinen auf eine
Tragermembran. Vor dem eigentlichen Bloird ein Proteingemisch mit Hilfe einer Gel-
Elektrophoresetechnik in einer Tragermatrix entsipead seiner Gro3e, Ladung oder anderer
Eigenschaften aufgetrennt. Hierbei wird das zu msothende Proteingemisch in einem
Polyacrylamid-Gel mit optimaler Acrylamid-Konzerticm in Proteinbanden aufgetrennt.
Danach wird ein senkrecht zum Polyacrylamid-Gelo¢etes elektrisches Feld angelegt, und
die Proteine wandern aus dem Gel auf eine Nitrolwsémembran. An der
Membranoberflache bleiben sie aufgrund hydrophdBechselwirkungen haften und kénnen
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mithilfe spezifischer Antikdrper identifiziert weed. Anschlie3end kénnen die Proteinbanden
durch Detektion sichtbar gemacht werden. Es wuddepg Proteinlysat mitAmmli-Puffer
(2% SDS, 10% Glycerol, 10 mNiris base pH 6,8, 100 mM DTT und 0,01% Bromphenol
Blau) versetzt und dann bei 95 °C fur 5 min denaturDas Gemisch wurde auf ein 10%iges
Polyacrylamid-Gel (Sammelgel: 125 mMis base pH 6,8, 5% Acrylamid/Bis (29:1), 0,1%
SDS, 0,1% APS, 0,08% TEMED, Trenngel: 375 mM Tiasdy pH 8,8, 10% Acrylamid/Bis
(29:1), 0,1% SDS, 0,1% APS, 0,03% TEMED) aufgetnaged die Proteine zunachst bei 80
V fur 10 min und anschlieBend bei 150 V fur ca. b@i6 im Mini Protean 3 Elektrophorese-
System in einem Puffer (25 mMris base 192 mM Glycin, 0,1% SDS) mittels
Elektrophorese aufgetrennt. Hierbei wurde d@ecision Plus Protein Standa?d als
Molekulargewichtsmarker benutzt. Im nachsten Schntrden die Proteine bei 300 mA fir
120 min in einem Transfer-Puffer (50 miWtis base 380 mM Glycin, 0,1% SDS, 20%
Methanol) im Mini Trans-Blot cellSystem auf eine Nitrocellulosemembran Ubertragen.
Danach wurde die Membran mit Ponceau S gefarbtlienransferierten Proteine sichtbar zu
machen. Nach dreimaligem Waschen mit einem TBSHfeP(L00 mM Tris base pH 7,5,
150 mM NacCl, 0,1% Tween 20) wurde die Membran inige Milchlésung (Milchpulver
gel6st in TBS-T-Puffer) fur 1 Stunde bei Raumterapar geblockt und dann mit dem ersten
Antikdrper Uber Nacht bei 4 °C inkubiert (s. TalB).INach erneutem dreimaligen Waschen
im TBS-T Puffer wurde fur 1 Stunde mit dem zweiténtikorper inkubiert. Nach einem
letzten Waschdurchgang in  TBS-T-Puffer wurde dienidran entsprechend der Anleitung
des Kits mit SuperSigndl West Durabehandelt, das entstandene chemilumineszierende
Signal mit demChemie GenilfsBio ImagingSystem detektiert und anschlieRend mit der
Gene Tools Softwamguantifiziert.

Tabelle 10: Antikorper (AK) fur die Western Blot-Analysen.Die ersten AK wurden in TBS-T-Puffer geldst, die e
AK in 5%iger Milchlésung.

Protein 1.AK Verdinnung 2.AK Verdinnung
Lamin A/C Anti-Lamin 1:2000 antrabbit 1IgG 1:6000
Ubiquitinierte  Anti-Ubiquitin ~ 1:50000 antiimousegG 1:20000
Proteine

GFP Anti-GFP 1:2000 anti+abbit IgG 1:10000

31



Material und Methoden

2.2.4.4 Bestimmung der 20S-Proteasom-Aktivitaten

Wie schon in der Einleitung beschrieben, beinhaltas 20S-Proteasom 3 Peptidase-
Aktivitaten: Die Chymotrypsin-Trypsin- und Caspas@iliche Aktivitat. Alle Aktivitaten
kbnnen bestimmt werden, indem die durch enzynfais€paltung von fluorogenen

Substraterentstehende Fluoreszenz gemessen wird (s. Abb. 9).

Peptidase des
20S-Proteasoms

Fluorogenes Substrat AS-AS-AS-FR —3  AS-AS-AS + FR/V'

Abbildung 9: Enzymatische Reaktion wahrend der Degadation durch das 20S-ProteasomUm die verschiedenen
Aktivitdten des 20S-Proteasoms zu messen, wurdemoijene Substrate verwendet, bestehend aus Amiedsdten (AS-
AS) und einem Fluoreszenzreporter (FR). Durch ensigotee Spaltung durch eine spezifische Peptidaselevder

Fluoreszenzreporter freigesetzt und somit seinerekzenz messbar.

Die Methode zur Messung der 20S-Proteasom-Aktemtavurde adaptiert nach Ludwig et al.
(2005). 30 pg des Proteinlysats (s. 2.2.4.1) wumdeinem Inkubationspuffer (225 mM Tris-
HCI, pH 8,2, 45 mM KCI, 7,5 mM Mg(CH3CO@%H,0O, 7,5 mM MgC}-6H,0O, 1,1 mM
DTT), der ein ATP-regenerierendes System (6 mM ABPmnM Phosphokreatin, 0,2 U
Phosphokreatinkinase) und ein spezifisches fluoregeSubstrat (s. Tab. 11) enthalt, fur 1
Stunde bei 37 °C im Dunkeln inkubiert.

Tabelle 11: Fluorogene Substrate, die zur Messung d20S-Aktivitat des Proteasoms verwendet wurden.

20S-Aktivitat Fluorogene Substrat Konzentration (uM)
Succinyl-Leucyl-Leucyl-Valyl-
Chymotrypsin-ahnliche Tyrosyl-7-Amino-4- 60
Aktivitat Methylcoumarin (Suc-Leu-Leu-Val-
Tyr-AMC)
_ _ o Benzoyl-Valyl-Glycyl-Arginyl-7-

(Bz-Val-Gly-Arg-AMC)

. .. Benzyloxycarbonyl-Leucyl-Leucyl-
Caspase-ahnliche Aktivitat  G|utamyl-Naphtylamid 200

(Z-Leu-Leu-GluNA)

Die durch die Fluororeszenzreporter 7-Amino-4-Mébymarin (AMC) oder 3-Naphtylamid
(B-NA) enstandene Fluoreszenz wurde TECAN SafiréMikroplattenleser bei einer
Exzitationswellenlange von 380 nm  fur AMC und 3%0n fir R-NA und einer
Emissionswellenlange von 460 nm fur AMC und 450 fim3-NA gemessen. Jede Probe
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wurde in Triplikaten gemessen, und der Mittelwegt dleer-Probe (Inkubationspuffer und

H,0) wurde vom Mittelwert des Triplikats jeder Prchétrahiert.

2.2.5 Echokardiographie

Fiir die transthorakale Echokardiographie wurdeMisnal Sonics Vevo 776Bonograph mit
einer Schallkopffrequenz von 30 MHz benutzt. Einarkése der Mause wurde durch
Inhalation von Isofluran erreicht, zunachst in eirgeschlossenen Kammer mit einer
Konzentration von 3% und wahrend der Ultraschafitsuichung Uber eine Gesichtsmaske
mit einer Konzentration von 1,8-2%. Die Mause wur@eif dem Ricken liegend auf einer
beheizten Platte fixiert, und fir die Uberwachurmey Herzfrequenz mit EKG-Elektroden an
den Extremitaten versehen. Die Brust wurde mit Bathngscreme und einem Wattestdbchen
enthaart. Dann wurde die Maus in Linksseitenlageraght und Kontaktgel auf die Brust
aufgetragen. Im zweidimensionalen ERYModus (EKG-basierte Kilohertz-Visualisierung)
wurden Aufnahmen von der parasternalen kurzen Achsé H6he der mittleren
Papillarmuskeln und von der parasternalen Langsashmeacht (s. Abb. 10). Zusatzlich
wurden die Ventrikeldurchmesser und die Ventrikelddicken im M-Mode (M fliimotion
beurteilt. Hierbei erzeugt der Schallkopf einen zgan Strahl, der mit hoher
Pulsrepititionsfrequenz (1000-5000/s) und daher $eer zeitlicher Auflésung (< 1 ms)
arbeitet. Reflektierende Strukturen dieses eindsimgralen Strahles werden auf dem
Bildschirm entlang der vertikalen Achse dargestditirizontal sieht man die Zeitachse. Es
wurde wéhrend der Untersuchung durch Anpassungalatilen Anasthesie darauf geachtet,
dass sich die Herzfrequenz der Mause weitestgeheptysiologischen Bereich befand. Alle
Untersuchungsdaten wurden digital gespeichert umd Anschluss ausgewertet. Der
linksventrikulare  Durchmesser left ventricular internal diameter LVID), die
Vorderwanddicke gnterior wall thickness AWTh), die Hinterwanddicke ppsterior wall
thicknessPWTh) und die endokardiale (ENDO) und epikard{&®EI) Flache wurden jeweils
in der Enddiastole (d) und -systole (s) bestimmiis Aden gemessenen Werten wurden

verschiedene Parameter (s. Tab. 12) rechnerisditteltm
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Tabelle 12: Rechnerisch ermittelte Parameter der EcHardiographie. 1,05 entspricht der spezifischen Dichte des
Myokards, t steht fur die repréasentative myokasdisVanddicke, gebildet aus dem Mittelwert der lirdavikularen
enddiastolischen Vorder- und Hinterwanddicke.

Parameter Abkirzung Formel Einheit

Linksventrikulare
Verkurzungsfraktion FS [(LVIDd — LVIDs) / LVIDd] x 100 %
(fractional shorteniny

Linksventrikulare Masse 1,05 x [(5/6 x EPId x (LVIDd + t)) —

LVM (5/6 x ENDOd x LVIDd)] ™

Linksventrikilare

FlachenverkirzungsfraktionFAS [(ENDOd — ENDOs) / ENDOd] x 100 %
(fractional area shortening

Linksventrikulares LVEDV 5/6 x LVIDd x ENDOd mnd
enddiastolisches Volumen

Linksventrikulares LVESV  5/6 x LVIDs x ENDOs mh
endsystolisches Volumen

Ejektionsfraktion EF ((LVEDV - LVESV) / LVEDV) x 10 %

Alle Messungen erfolgteaffline mit dem entsprechenden Vevo-Auswertungsprogramen. D

Untersucher war bezuglich des Genotyps verblindet.

Abbildung 10: Echokardiographische Aufnahme einer WFMaus. A: Darstellung der parasternalen kurzen Achse auf
Hohe der Papillarmuskeln, LVPW= Hinterwand des dimkVentrikels, LVID= linksventrikularer Durchmessdl/S=
interventrikuldres SeptumB: Aufnahme der parasternalen Lédngsachse. LV= linkamtrikel, LA= linker Vorhof, AO=
Aorta, RV=rechter Ventrikel.
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2.2.6 Isolation von Kardiomyozyten neugeborener Mase

Kardiomyozyten neugeborener Maused@natal mouse cardiomyocytdCM) wurden aus
mindestens 19 1-4 Tage alten Mausen nach einenwabgelten Protokoll von Laugwitz et
al (2005) isoliert. Die Organentnahme wurde von @&mhorde fiur Soziales, Familie,
Gesundheit und Verbraucherschutz der Freien undésamdt Hamburg genehmigt (Org 366).
Die neonatalen M&ause wurden durch Dekapitationtgetind anschlie3end thorakotomiert.
Die Herzen wurden ziigig entnommen und ifi ‘®ag**-freier Hank’s balanced salt solution
(HBSS), welche auf Eis stand, gewaschen. Anschigfeurden anhdngendes Gewebe und
BlutgefaRe mit mikrochirurgischen Scheren entfedas Herz in 4 Teile geschnitten und
erneut in HBSS gewaschen. Es wurde ein Vorverdati Tmypsin angesetzt. Die
Herzfragmente wurden hierfiir iber Nacht bei 4 °@ B mg/ml Trypsin-HBSS inkubiert.
Nachdem der Ansatz aufgewarmt wurde, folgten fluofddgange eines Verdaus mit 240
U/ml Kollagenase Il in HBSS fur jeweils 9 min beir C. Die Zellen wurden in
vorgekihltem Kulturmedium (DMEM:M199 3:1, 100 U/menicillin-Streptomycin, 1 mM
HEPES, 10% Pferdeserum, 5% FCS, pH 7,4) gesammeltamschlieend bei 600 rpm
zweimal (8 und 5 min) bei Raumtemperatur zentréugi Anschlieend wurden die
Uberstande verworfen und jedBsllet in 37 °C warmen Kulturmedium resuspendiert. Die
Suspensionen wurden in 20-25 ml Kulturmedium vegeirZur ersten Aufreinigung wurde
die gesamte Zellsuspension in eine T75-Zellkulasche pipettiert und fur 75 min bei 37 °C
in einer wasserdampfgesattigten 10%igen »-@@nosphare im Brutschrank inkubiert.
Kardiomyozyten konnten so durch ihre langsamere eftnhg im Vergleich zu Nicht-
Kardiomyozyten (z.B. Fibroblasten) angereichert deer ¢replating. Dieser
Aufreinigungsvorgang wurde nach 75 min wiederhd@ie Suspension mit den nicht-
angehefteten Zellen, also hauptséchlich Kardiomiggywurde in ein neues Reaktionsgefald
transferiert und zweimal bei 320 rpm 5 min bei Reamperatur zentrifugiert. Anschlielend
wurde die Zellzahl in einer Neubauer-Zahlkammermnderdiinnung miKulturmedium und
Anfarbung mit Trypanblau ermittelt. Da Trypanblawr mbgestorbene Zellen anfarbt, konnte
so die Lebendzelldichte bestimmt werden. Die NMCNtden auf eine Laminin-beschichtete
(0,01 mg/ml in 1x PBS) 1@ell-Platte mit einer Dichte von 1@ellen/cnt ausgesat und vor
der weiteren Behandlung bei 37 °C in einer wassepdgesattigten 10%igen GO
Atmosphare fur 4 Tage im Kulturmedium inkubiert.
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2.2.7 Behandlung von Kardiomyozyten neugeborener Mise mit MG262

Zur Inhibition des UPS wurden die NMCM mit dem resiblen Proteasom-Inhibitor MG262
behandelt. Nach 4 Tagen Inkubation im Kulturmedigsn 2.2.6) wurde das Medium
verworfen und die NMCMnit 4 uM MG262 fir 2 Stunden behanddéschlieRend wurden

die Proteine extrahiert und Western Blot-Analysarchgefihrt.

2.2.8 Statistik

Alle Werte sind, sofern nicht anders angegeben, aithmetisches Mittel +/- der
Standardabweichung des Mittelwertes (SEM) dardedbelrechnet aus den Einzelwerten (n).
Die statistische Signifikanz wurde mittels des yagatenStudent’s-t-tesbeim Vergleich
zweier Gruppen ermittelt. Ein p-Wert <0,05 wurdg stiatistisch signifikant bewertet und als

solcher gekennzeichnet.
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3 ERGEBNISSE

3.1 Genotypisierung

3.1.1 Genotypisierung det.mna****-Mauslinie

Die Genotypen der homozygotem{nd*#2%*?) und heterozygoterLmna’**?) Lmna**%-
Mause und der entsprechenden WT-Méause wurden mitongscher DNA aus
Schwanzbiopsien mittels PCR bestimmt. Es wurdem@&riverwendet, die spezifisch fur
Abschnitte in Exon 1 und Intron 1 deminaGens waren. Die PCR-Produkte wurden auf ein
1%iges Agarosegel geladen. Die Proben der WT-Mausewei WT-Allelen zeigten eine
Bande bei 257 bp, die PCR-Produkte Hemd*#2%32 _Mause mit zwei mutierten Allelen
wiesen eine Bande bei 336 bp auf und heterozylgotes’“*>-Mause beide PCR-Fragmente
(s. Abb. 11). Nach Deletion der Cre-Neo-Resistesz&te verblieb eine loxP-Sequenz in der
DNA, was zu einem 79 bp groReren PCR-Fragmentnnhdeno- und heterozygoten Mausen

fuhrte.

N[“’r AK32/AK32 +/AK32 +H+ +/ AK32 AK32 AK32

—_
(o]
i)
[=
@]
13
0
o
(s

Abbildung 11: Genotypisierungs-PCR Beispielhafte Abbildung eines Agarasogels (1%) BRarstellung der PCR-
Produkte. +/+ steht fiir die WT-MausAK32 fir die heterozygote untK32/AK32 fiir die homozygote Maus. MW steht fir
den 100 bp-Leiter.

3.1.2 Genotypisierung der UG"®V-GFP-Mauslinie

Die Genotypen der transgenenUB-GFP-Mause und ihrer korrespondierenden WT-Mé&use
wurden mittels PCR mit genomischer DNA aus Schwepdien ermittelt. Hierflr wurden
Primer benutzt, die spezifisch fur das Transgenemabie PCR-Produkte wurden auf ein
1%iges Agarosegel geladen. Das erwartete 400 bfegiragment wurde nur in den

transgenen UY®-GFP-Mausen amplifiziert. Bei den WT-Mausen zegjth keine Bande
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Abbildung 12: Genotypisierungs-PCR Beispielhafte Abbildung eines Agarasogels (1%) BRarstellung der PCR-
Produkte. +/+ steht fiir die WT-Maus und +/T fiir tiensgene UY®-GFP-Maus. MW steht fiir den 100 bp-Leiter.

3.2 Ergebnisse der Untersuchungen dermna®®#**32_Mause

Das Lmna**2-Mausmodell, entwickelt in Paris, ist ein durch fwogye Rekombination
generiertes Mausmodell. Dismna**4-Mutation, also die Deletion des Lysins an Posifén
im LmnaGen, ist in Exon 1 lokalisiert. Zunéachst werden kaigenden die Ergebnisse der
Untersuchungen an den homozygotemia***2“3%) Mausen vorgestellt.

3.2.1 Allgemeiner Phanotyp det.mna*®?*%32.Mause

Die Lmnd*®?***2.Mause waren bei ihrer Geburt in den meisten Faiieht von ihren WT-
Geschwistern zu unterscheiden. Nur wenige wieskorszu diesem Zeitpunkt eine geringere
Korpergro3e auf. Ab dem 5. Tag war eine starke &ggrung in der Wachstumskurve der
Lmna*®?2K32. mause zu beobachten. An Tag 12 warenLaimma “*?“¥*2-Mause 40% leichter
und Kleiner als die WT-Mause (s. Abb. 13 und 149sKorpergewicht tGberstieg nie 4 g, im
Vergleich dazu wogen die 2 Wochen alten WT-Mauselkchnittlich 6 g. AulRerdem hatten
die Lmna**#*%32.Mause einen kirzeren, gekrimmten Schwanz (s. ABIB) und wirkten
sehr schwach. Die jungdmna*®*?K32.Mause konnten zwar laufen, zeigten hierbei aber
eine deutliche Verzdgerung gegentuber den WT-Mausen.
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Abbildung 13: Darstellung von 12 Tage alten Mauser, links sieht man eine WT-Maus mit 4,5 cm Korpegénrechts
ist eine 3,5 cm langemnd*?2%2 _Maus abgebildetB, oben im Bild dargestellt, eine WT-Maus. Unten siefan eine

Lmna*®?2K32_ Maus mit ihrem kurzen, gekrimmten Schwanz. Abbifglumit freundlicher Genehmigung von der
Arbeitsgruppe Gisele Bonne (Paris).
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Abbildung 14: Statistische Auswertung des Kdrpergeichts von 12-15 Tage alten Mausen, ***p<0,001.

Die Uberlebensdauer demna***2K32.Mause war deutlich geringer als die der WT-Mause.
Nach 15 Tagen war die Halfte demna***2**2.Mause gestorben, an Tag 19 waren alle tot
(s. Abb. 15).
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I —_

& 801
= — +/+(n=22
S 60 - (n=22)
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8 407 — AK32/AK32 (n=21)
2 201
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Alter (Tage)

Abbildung 15: Kaplan-Meier-Kurve der Lmna***-Mauslinie. Die schwarze Kurve steht fiir die WT-Mause, die blau
Kurve fur dieLmna™ *2-Mause und die rote Kurve zeigt das UberleberLdara ?2<%2_Mause.
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3.2.2 Kardialer Phanotyp derLmna®?**2_Mause

Sowohl das Herz- als auch das Ventrikelgewitigart weight HW; ventricle weight VW)
waren bei dehmna**?***2.Mausen mit 21,8+2,7 mg bzw. 17,7+0,7 mg signifikaiedriger
als bei den WT mit 37,7£2,5 mg bzw. 31,7+2,2 mgnditthtlich HW/Kdrpergewicht
(bodyweight BW) und VW/BW wurde kein signifikanter Untersclligwischen den beiden
Gruppen festgestellt (s. Abb. 16).

A Herzgewicht Ventrikelgewicht
45 45
o] —— 40
35 35 —_
30 30
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o 25 o 25
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i 13 13 i 13 13
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7_
B — = i
6 6
5 P —
o 4 o 44
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£ 34 g 34
21 24
14 14
13 13 13 13
o T T 0 T T
WT AK32/AK32 WT AK32/AK32

Abbildung 16: Statistische Auswertung des Herz- und/entrikelgewichts (A), sowie von HW/BW und VW/BW B)
der Lmna®®?K32_Mause im Vergleich zu den WT-Mausen, *** p<0,001.

Die echokardiographischen Untersuchungen wurderwaan Wochen alten WT- (n=10) und
Lmna*®?32.Mausen (n=9) durchgefiihrt. Die Herzfrequenz dennad**?**32.Mause
befand sich annahernd im physiologischen Bereich.zEigte sich eine 20 bzw. 24%

geringere Vorder- bzw. Hinterwanddicke in dennd*?2%%2_Mausen (s. Abb. 17).

Herzfrequenz AWThd PWThd
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wT AK32/AK32 wT AK32/AK32 wT AK32/AK32

Abbildung 17: Statistische Auswertung der Herzfreqenz und der diastolischen (d) Vorder (AWTh)- und
Hinterwanddicke (PWTh) von WT- und Lmna*®#2K32.Mausen,* p<0,05, ** p<0,01.
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Auch die linksventrikulare Masse (LVM) war mit 1&50 mg bei demna**?*2.Mausen
deutlich geringer als bei den korrespondierendenMé&lisen (30,9+2,4 mg), wohingegen
beim LVM zu BW-Verhdltnis kein signifikanter Untefsed zwischen den Gruppen
festgestellt werden konnte (s. Abb. 18).
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Abbildung 18: Statistische Auswertung der linksventikularen Masse (LVM) und LVM/BW, *** p <0,001.

Die echokardiographische Auswertung ergab sowohldié@ FS, FAS als auch fur die EF
keine Unterschiede zwischen demna*®*?***2. und WT-M&usen. Beide Gruppen zeigten
mit einer FS >30%, einer FAS von >45% und einer>bb% eine normale Herzfunktion (s.
Abb. 19).
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Abbildung 19: Statistische Auswertung der linksventikuldren Verkurzungsfraktion (FS), der linksventri kuléren
Flachenverkiirzungsfraktion (FAS) und der Ejektionsfraktion (EF) von WT- und Lmna®®¥2K%2_ Mausen.
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3.2.3 mRNA-Analysen inLmna*®#2%32_Mausen

Die Gesamt-Lamin mRNA-Konzentration wurde in 127Ege alter.mna*#2%%2. ynd WT-
Mausen mittels quantitativer RT-PCR bestimmt. Alsl@gene Kontrolle wurde GalphaS
verwendet, um Variationen in der Ausgangsmengeugesetzten cDNA auszugleichen. Die
MRNA-Konzentration von Gesamt-Lamin unterschiech stevischen den beiden Gruppen
nicht signifikant (s. Abb. 20).

Gesamt-Lamin A/C
MRNA Konzentration

2.5
2.0
1.51 l
2
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0.54
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0.0 T T
WT AK32/AK32

Abbildung 20: Statistische Auswertung der Gesamt-Lmin mRNA-Konzentration von Lmna**®¥2K32. ynd WT-
Mausen.

Um quantitativ die Konzentration von WT-Lamin mRN#& Vergleich zu mutierter Lamin
MRNA bestimmen zu kénnen, wurden spezifische Somhwickelt (s. 2.2.3.4). Die erste
Sonde war komplementéar zu einem Abschnitt der WTARMd lagerte sich somit an diese
an, wohingegen sich die zweite Sonde komplememtéaiesm entsprechenden Abschnitt der
mutierten RNA, in der das Lysin an Position 32 tlete war, anlagerte. Die mRNA-
Konzentrationen wurde mittels RTg-PCR mit spezifest Primern und Sonden bestimmt
Hierfiir wurde mRNA bzw. cDNA aus 12-16 Tage altemna™?***2. und WT-Mausen
(jeweils n=4) verwendet. Abbildung 21 zeigt die Arfikationskurven dieses Versuchs. Man
erkennt deutlich, dass die WT-Lamin mRNA nur vomdéssay der WT-Mausen amplifiziert
wurde, wohingegen in den Proben dennd"***%*2.Mause ausschlieRlich mutierte Lamin
MRNA amplifiziert wurde. Die blauen gespaltenen &, die rechts in der Abbildung 21 zu

sehen sind, entstanden durch unspezifische Bindeakison der Sonde mit der mRNA.
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Abbildung 21: Die mRNA-Amplifikationskurven der Lmna*®?2¢%2. ynd WT-Mé&use. ARn: Quotient der
Emissionsintensitaten des Reporterfarbstoffs unéseReferenzfarbstoffs (ROX). Ct-Wert: die Zyklenzadm, dem die
Reporter-Fluoreszenz erstmals einen bestimmten Sliemuert threshold oberhalb des Ausgangswerts erreicht. Links ist
die Amplifikationskurve von GalphaS zu sehen, in Bliitte die der WT-Lamin mRNA und rechts die der raden Lamin
mRNA. Die blaue Kurven entsprechen der mRNA der Waubk, die griine Kurven stellen die mRNA Hema<S#AK32.
Mause dar.

3.2.4 Proteinanalyse in.mna**#**¥2.Mausen

32AK32_ ynd WT-Mausen entnommen, die

Die Ventrikel wurden aus 12-16 Tage altann
Proteine extrahiert und anschlielend per Westerot Bhalysiert. Hierzu wurde ein
spezifischer Antikorper gegen Lamin A/C benutzte Ru erwartenden Banden zeigten sich
bei 70 kD fur Lamin A und bei 65 kD fur Lamin C @&bb. 22). Die Protein-Konzentrationen
von Lamin A und C waren in dehmna**?¥*2.Mausen um 80% niedriger als in den WT-

Mausen (s. Abb. 23).

WwT AK32/AK32

LaminA
__ I @okD)
g

LaminC
(65 kD)

Ponceau

Abbildung 22: Western Blot mit einem spezifischen Atikérper gegen Lamin A und C. Die Banden zeigten sich bei 70
kD fiir Lamin A und 65 kD fiir Lamin C. Darunter idas zugehoérige Ponceau-Bild zu sehen. M bezeichee®mlr des
GrolRenmarkers.
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A B
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Abbildung 23: Statistische Auswertung der Lamin A Potein-Konzentrationen (A) und der Lamin C Protein-
Konzentrationen (B). Es wurde normalisiert auf Ponceau, *** p<0,001. :Aubitrary unit (willkiirliche Einheit)

3.2.5 Bestimmung der 20S Proteasom-Aktivitaten ihmna*®#2%32_mausen

Die Chymotrypsin-dhnliche Aktivitat wurde in dentagolischen Proteinlysaten 12-16 Tage
alter WT- (n=4) und.mna**?%32_Mause (n=7) bestimmt. Diemna**?*¥*2.Mause zeigten
eine im Trend (p=0,06) niedrigere Chymotrypsin-éi@ Aktivitat als die
korrespondierenden WT-Méause (s. Abb. 24).

Chymotrypsin-ahnliche Aktivitat
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Abbildung 24: Statistische Auswertung der Chymotrygsin-dhnlichen Aktivitat in Lmna*®?2K32. ynd WT-Mausen.
RFU: relative Fluoreszenzeinheitérelative fluorescencanits)

Die Trypsin-ahnliche Aktivitat wurde in 12-16 Tagéten Lmna*®?*¥*2. und WT-Mausen
(jeweils n=4) bestimmt. Die Aktivitdt unterschiettls zwischen beiden Gruppen nicht (s.
Abb. 25).
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Abbildung 25: Statistische Auswertung der Trypsin-amlichen Aktivitat in Lmna®®¥2K32. ynd WT-Mausen.

Die Caspase-ahnliche Aktivitat konnte auch nachrmahgen Versuchen nicht ausgewertet

werden, da sich die Messwerte zum Teil im Negatwich befanden.

3.2.6 Behandlung von Kardiomyozyten neugeborener Mi&se mit MG262

Um festzustellen, ob das Proteasom am Abbau deiement Lamins in demmna324K32
Mausen beteiligt war, wurden Kardiomyozyten neugeber Mause fur 2 Stunden mit 4 uM
MG262 bzw. DMSO als Kontrolle behandelt. Anschlie®evurden die Proteine extrahiert
und Western Blot-Analysen durchgefuhrt, um eine lotig Stabilisierung der Lamin-
Konzentrationen zu erkennen. Es bestatigte sichuie80% niedrigere Lamin A/C Protein-
Konzentration bei dehmna*#2%%2.Mausen im Vergleich zu den korrespondierenden WT-
Mausen (s. 3.2.4). Allerdings zeigte die Behandlumiyg MG262 keinen stabilisierenden
Effekt auf die Lamin A/C Protein-Konzentrationen Abb. 26 und 27).

WT-NMCM AK32/AK32-NMCM
DMSO MG262 DMSO MG262

-r Lamin A
70 kD
o 1 T T T R (ol
Lamin C
- - (65kD)

. Ponceau

Abbildung 26: Western Blot von WT- und Lmna*®?*K2.NMCM mit einem spezifischen Antikdrper gegen LaminA
und C. Die NMCM wurden mitMG262 bzw. DMSO als Kontrolle behandelt. Die Bandeigten sich bei 70 kD fir Lamin
A und 65 kD fur Lamin C.
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Abbildung 27: Statistische Auswertung der Lamin A PRotein-Konzentrationen (A) und Lamin C Protein-
Konzentrationen (B) in WT- und Lmna**¥?2K32_NMCM. Es wurde normalisiert auf Ponceau, *** p<0,00L gegen den
entsprechenden WT.

Da eine Proteasominhibition mit einer Akkumulieruaigiquitinierter Proteine einhergeht,
wurde ein Western Blot mit einem spezifischen Airtder gegen diese durchgefiihrt, um die
Wirkung des MG262 zu bestatigen. Die MG262-Behamgllfiihrte zu einem Anstieg der
ubiquitinierten Proteine um 140% in den WT-NMCM unch 240% in dermna2/AK32.
NMCM (s. Abb. 28 und 29). Unter Normalbedingung&MSO) zeigte sich eine 2,2-fach
hohere Konzentration von ubiquitinierten Proteinen den Lmna**?***2.NMCM im
Vergleich zu den WT-NMCM, was auf ein von vornhargeschwachtes UPS hinweist. Auch
in Lmna’*>NMCM wurden 2-fach héhere Konzentrationen von ubligierten Proteinen
als in den WT-NMCM gefunden, ebenfalls ohne Stailgitung der Lamin Protein-

Konzentration.
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WT AK32/AK32-NMCM

DMSO MG262 DMSO MG262

LbigLitinie-te 2roteine

Ponceau

Abbildung 28: Western Blot von WT- und Lmna*®¥2%22.N\MCM mit einem spezifischen Antikdrper gegen
ubiquitinierte Proteine. Die NMCM wurden mit MG262 bzw. DMSO als Kontrolle behandelt.

Konzentration ubiquitinierter Proteine
*kk

*kk

Abbildung 29: Statistische Auswertung der Konzentréion ubiquitinierter Proteine in WT- und Lmna®<®2/aKs2.

NMCM. Es wurde normalisiert auf Ponceau, ** p<0,01*** p<0,001.
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3.2.7 Zusammenfassung der wichtigsten Ergebnisserdemna®*?**2_Mause

Alle Lmnd*®?2%32_Mause waren kleiner und leichter als die WT-Mause starben
nach spatestens 19 Tagen.

Die Echokardiographie vammna*****32.Mausen zeigte eine normale LV-Funktion.

Die Lamin A/C Protein-Konzentration war in demna**?**2.Mausen 80%
geringer als in den WT-Mausen, wahrend sich dieiha®®C mRNA-Konzentration
zwischen den beiden Gruppen nicht unterschied.

Die Hemmung des Proteasomd mna**#*¥32.Mausen zeigte keinen stabilisierenden
Effekt auf Lamin.

Die Konzentration ubiquitinierter Proteine stiegdienLmna**2%%2.Mausen nach
Hemmung des Proteasoms deutlich starker an alsnimér-Mausen.
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3.3 Ergebnisse der Untersuchungen démna“***2-Mause

3.3.1 Allgemeiner Phanotyp det.mna*”“*.-Mause

Die Lmna™**2-Mause entwickelten sich zunéchst genau wie dieM&Tise. Ab einem Alter
von 300 Tagen (42 Wochen) begannenLdima’™ *2-Mause zu versterben. Mit 380 Tagen
(54 Wochen) waren 50% demna’***>-Mause tot, die Alteste wurde 525 Tage (75 Wochen)
alt (siehe Abb. 30).

120 -
IOO-J " .. . i | WT (n=57)
g 80 * — —a— { WT (n=58)
[(}] al A -
£ 60! 1 -t delK32+ (n=51)
0 —a— ) delK32/+ (n=48)
8 40 -
% i i | (elK32/delK32 (n=28)
[(H]
:g 20 - delK32/delK32 (n=29)
0 ""t T T T T . T T |
0 100 200 300 400 500 600 700 800
Alter (Tage)

Abbildung 30: Kaplan-Meier-Kurve der Lmna®**?-Mauslinie. Die blaue und die tirkisfarbene Kurve zeigen das
Uberleben detmna’*2-Mause. Die rote und die orangefarbene Kurve stétiedie Lmna**?2%%2.Mause, die schwarze
und die graue Kurve fiir die WT-Mause. Abbildung fngundlicher Genehmigung der Arbeitsgruppe vonelgiBonne
(Paris).

Da im Alter von 54 Wochen die Halfte demna’**2-Mause verstorben war, wahlten wir
dieses Alter als einen Zeitpunkt flr unsere Untansangen. Zusatzlich untersuchten wir die
Mause im Alter von 16 und 32 Wochen, um den Zeikpaies Erstauftretens von Symptomen

eingrenzen zu kdnnen.

Bezuglich des Korpergewichts waren zu allen 3 Zgikpen keine signifikanten Unterschiede

zwischenLmna*K32.

und WT-Méausen festzustellen. Allerdings erkanmizn eine Tendenz
zu einem niedrigeren Korpergewicht bei demna *2-Mausen im Alter von 32 und 54

Wochen (s. Abb. 31).
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Korpergewicht (16 Wochen)

Koérpergewicht (32 Wochen)

Korpergewicht (54 Wochen)

50- 50- 50-
—_
40- 01— 401 —_
0{ T — 301 1 301
(=)} (=2} (=)}
201 201 201
10- 101 10
4 4 4 4 4 4
0 r T 0 T T 0 r T
wT +IAK32 wT +/AK32 wT +1AK32

Abbildung 31: Statistische Auswertung des Kérpergeiehts von 16, 32 und 54 Wochen alten WT- untimna*<32-

Mausen.

3.3.2 Kardialer Phanotyp derLmna™*®2-Mause

Bei der graphischen Darstellung von HW und VW zeaigh ein ahnliches Bild wie beim
Kdrpergewicht. Im Alter von 16 Wochen zeigte siairksignifikanter Unterschied des HW
und VW zwischen WT- und.mnd’*®*>-Mausen, im Alter von 32 Wochen gab es eine
Tendenz zu geringeren HW und VW bei damna™**2-Mausen und mit 54 Wochen waren
HW und VW dermna™**2-Mause signifikant niedriger (s. Abb. 32).

A Herzgewicht (16 Wochen) Herzgewicht (32 Wochen) Herzgewicht (54 Wochen)
240 2404 2404 -1
2004 2004 I 2004 *
160 160 160
—_
2 1204 2 1204 2 1204
804 80 804
401 401 404
4 4 4 4 4 4
4] T T 0 T T 0 T T
WT +/AK32 WT +/AK32 WT +/AK32

B Ventrikelgewicht (16 Wochen)

2401

Ventrikelgewicht (32 Wochen)

Ventrikelgewicht (54 Wochen)

2401 2401
200 2001 200 *
1601 —T— T 1601 1601 —T—
—_
2 120 2 1204 2 120
80+ 80- 80+
401 401 401
4 4 4 4 4 4
0] T T 0 T T 0 T T
wT +IAK32 wT +IAK32 wT +IAK32

Abbildung 32: Statistische Auswertung von HW (A) ud VW (B) von 16, 32 und 54 Wochen alten WT- und

Lmna™*%2.Mausen, * p<0,05.

HW/BW und VW/BW unterschieden sich zu keinem dei d&eitpunkte zwischen WT- und

Lmna"*2-Mausen (s. Abb. 33).
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A HW/BW (16 Wochen) HW/BW (32 Wochen) HW/BW (54 Wochen)
77 7 71
64 64 64
— —
54 5 ——— 54
2 4 2 4 2 4
£ 3 £ 3 £ 3
24 24 24
14 14 14
4 4 4
o T o T o T
wT +/AK32 wT +/AK32 wT +/AK32
B VW/BW (16 Wochen) VW/BW (32 Wochen) VW/BW (54 Wochen)
67 67 6
54 5 5 —
4 4 41
2 2 2
S 34 D 3 S 34
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24 2 2
14 1 14
4 4 4
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wT +IAK32 wT +AK32 wT +IAK32

Abbildung 33: Statistische Auswertung von HW/BW (A)und VW/BW (B) von 16, 32 und 54 Wochen alten WT- nd
Lmna"**32-Mausen.

Sowohl die Vorder- als auch die Hinterwanddickegizmi bei denLmna™**2-Mausen im
Verlauf eine Abnahme. Bei den 54 Wochen alten Méusgar sowohl die Vorder- als auch
die Hinterwand dekmnd’**2-M&use 30% diinner als bei den WT-Mausen (s. Abp. 34

A AWThd (16 Wochen) AWThd (32 Wochen) AWThd (54 Wochen)
1.0q 1.0 1.09
0.8 081 —— N 0.8
J—
0.6 0.6 0.6 *x
£ £ £
1S £ 1S
0.4 0.4 0.4
0.21 0.21 0.2
4 8 8
0.0 T 0.0 T 0.0 T
wWT +/AK32 wWT +IAK32 wT +/AK32
B PWThd (16 Wochen) PWThd (32 Wochen) PWThd (54 Wochen)
1.0 1.0 1.09
0.8 0.8 0.8
—
0.6 0.6 0.6 ok
£ £ £
1S £ 1S
0.41 0.41 0.4
0.21 0.2 0.2
4 8 8
0.0 T 0.0 T 0.0 T
wT +AK32 wT +/AK32 wT +/AK32

Abbildung 34: Statistische Auswertung der Vorder- AWThd) und Hinterwanddicke (PWThd) von 16, 32 und 3}
Wochen alten WT- undLmna*2*®2-Mausen, ** p<0,01, *** p<0,001.
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Der linksventrikulare Durchmesser war bei den dénVBochen altermna’***-Mausen
endsystolisch 50% grol3er und enddiastolisch 14%agréls bei den WT-Mausen (s. Abb.
35).

A LVIDs (16 Wochen) LVIDs (32 Wochen) LVIDs (54 Wochen)
5.0 5.0 5.0 i
454 4.54 4.54 —L
4.04 4.04 4.04
3.59 3.5 —T— 3.5
sol T T 304 —= 30| —=

E 251 E 254 E 25
2.04 2.04 2.0
154 1.54 1.5
1.04 1.04 1.0
0.5 4 4 0.5 8 8 0.5 8 9
0.0 T T 0.0 T T 0.0 T T
wT +/AK32 wT +/AK32 wT +/AK32

B LVIDd (16 Wochen) LVIDd (32 Wochen) LVIDd (54 Wochen)
6.0 6.0 6.0
5.54 5.54 5.54 *
5.04 5.04 5.04
454 _—— — 454 = — 454 ——

4.04 4.0 4.0
c 3.54 c 3.54 c 3.54
3.04 3.01 3.01
E 25 E o5 E o5
2.04 2.04 2.04
1.5 1.54 1.54
1.0 1.04 1.04
0.54 4 4 0.5 8 8 0.5 8 9
0.0 T T 0.0 T T 0.0 T T
wT +/AK32 wT +/AK32 wT +/AK32

Abbildung 35: Statistische Auswertung des endsystisthen (A) und enddiastolischen (B) linksventrikuléen
Durchmessers von 16, 32 und 54 Wochen alten WT- utsna*2<*2-Mausen, * p<0,05; *** p>0,001.

Die 16 Wochen altehmna’**2-Mause zeigten eine normale Herzfunktion, bestirdaorch
FS, FAS und EF. Im Alter von 32 Wochen war jedoerefis eine signifikante Abnahme der
FS und FAS um jeweils 20% im Vergleich zu den WTudsgkn zu erkennen. Die 54 Wochen
alten Lmnd’**?-Mause hatten nur noch eine FS von 9,6+2,2% (70%igee als die WT-
Mause), eine FAS von 21,8+44,0% (54% weniger als \§i€-Mause) und eine EF von
29,3%4,2% (45% weniger als die WT-Mause; s. Abh. 36
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Abbildung 36: Statistische Auswertung der FS, FAS md EF von 16, 32 und 54 Wochen alten M&use, *** p<001.

In den echokardiographischen Aufnahmen im M-Moderite man die Dilatation der Herzen
der 54 Wochen alten Méausen und die eingeschranktgeglichkeit der Ventrikelwande
deutlich erkennen (s. Abb. 37).

53



Ergebnisse

Abbildung 37: Beispiele echokardiographischer Aufnamen im M-Mode von 54 Wochen alten Mausen. Azu sehen ist
das Herz einer WT-Maus mit normaler Ventrikelwarttdi Ventrikeldurchmesser und gesunden WandbeweguBg das
Herz einelLmna’®®2 -Maus. Deutlich zu sehen ist die Dilatation desiikels, die ausgediinnten Ventrikelwande und die
eingeschrénkte Beweglichkeit der Wande.

3.3.3 mRNA-Analysen inLmna"”**>-Mausen

Die Gesamt-Lamin mRNA-Konzentration wurde in 16,821 54 Wochen altebmna*<%%-

und WT-Méausen (jeweils n=4) mittels RTg-PCR bestimBei den 16 und 32 Wochen alten
Tieren war kein Konzentrationsunterschied zwisclem Gruppen zu erkennen. Die 54
Wochen altenLmnd’*®>-M&use hatten eine um 50% hohere Gesamt-Lamin mRNA-
Konzentration als die WT-Mause (s. Abb. 38).

Gesamt-Lamin A/IC Gesamt-Lamin A/C Gesamt-Lamin A/IC
mRNA-Konzentration mRNA-Konzentration mRNA-Konzentration
(16 Wochen) (32 Wochen) (54 Wochen)
2.00- 2,00+ 2.00-
*%
1.754 1.754 1.759 —I_
1.504 1.504 1.504
1.254 1.25+ 1.254
2 1.004 2 100 —= 2 1004 ——
0.754 0.754 0.75
0.50 0.50- 0.50
0.25 4 4 0.254 . 4 0.25 4 a
0.00 T T 0.00 0.00 T T
WT +/AK32 : WT o, Akaz WT +IAK32

Abbildung 38: Statistische Auswertung der ventrikubiren Gesamt-Lamin mRNA-Konzentration von 16, 32 undb4
Wochen alten Méausen, **p<0,01.

Die Bestimmung der WT-Lamin mRNA- und der mutierteamin mRNA-Konzentrationen
wurde mittels RTg-PCR und spezifischen Primern S8oddendurchgefuhrt Hierfir wurde
mMRNA bzw. cDNA von 32 Wochen altdrmna™**% und WT-Mausen und 2 Wochen alten
Lmna*®?232.mausen (jeweils n=4) verwendet. Diennd’**>-Mause hatten, wie erwartet,

eine um 50% geringere WT-Lamin mRNA-Konzentratids die WT-Mause (s. Abb. 39).
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Die Lmna’*®2-Mause hatten eine um 60% geringere mutierte LamRNA-Konzentration
als die Lmna*“®?*%2.Mause (s. Abb. 39). Wir hatten auch hier eine 5@&ingere
Konzentration erwartet. Der grof3ere Unterschieddar Konzentration kann durch das
unterschiedliche Alter der verglichenen Mause ebdé sein. DieLmna**?2K2.Mause

starben alle mit spatestens 3 Wochen, so dasd/kegieich mit &lteren Tieren mdglich war.

WT-Lamin A/C mutierte Lamin
mRNA-Konzentration mRNA-Konzentration
(32 Wochen) (32 Wochen)
1.501 1.50-
1.254 1.25-
1.004 l 1.004 ]
2 075 —_ 2 0.75
0.501 0.504 -1
0.25 0.254
4 4 4 4
0.00 T T 0.00 T T
WT +/AK32 AK32/AK32 +/AK32

Abbildung 39: Statistische Auswertung der WT-Lamin und mutierten Lamin mRNA-Konzentrationen von 32
Wochen altenLmna*™*®2-Mausen im Vergleich zu WT-Mausen bzw. 2 Wochen a Lmna***?2%%2_Mausen.

AulRerdem untersuchten wir die mRNA-Konzentratiomen a- und B-MHC (myosin heavy
chain) als Marker des kontraktilen Apparates des HerZersKonzentrationen wurden in 32
und 54 Wochen alten WT- undnna’“*2-Mausen (jeweils n=4) bestimmt. Wahrend im
Alter von 32 Wochen noch kein Unterschied der mRK#zentrationen zwischen den
Gruppen festgestellt wurde, zeigte sich in den 5tNen altermnd’**>-Mausen eine um
45% niedrigeren-MHC- und eine 7-fach erhohfeMHC mRNA-Konzentration als in den
WT-Mausen (s. Abb. 40).
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A a-MHC mRNA-Konzentration a-MHC mRNA-Konzentration
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Abbildung 40: Statistische Auswertung dera- (A) und g-MHC (B) mRNA-Konzentrationen von 32 und 54 Wochen
alten Mausen, * p<0,05, ** p>0,01.

3.3.4 Proteinanalysen in de.mna****2-Mausen

Die Ventrikel wurden aud mna’*<%2

und WT-Mausen (jeweils n=4) entnommen, die
Proteine extrahiert und anschlielend per Westerot Bhalysiert. Hierzu wurde ein
spezifischer Antikérper gegen Lamin A/C benutzte Ru erwartenden Banden zeigten sich
bei 70 kD fur Lamin A und bei 65 kD fiur Lamin C (&bb. 41 A). Es zeigte sich eine um
33% geringere Lamin A Protein-Konzentration in @&hWochen altemna’***-Mausen
als in den WT-Mausen. Im Alter von 54 Wochen urdieied sich die Konzentration zwischen

Lmnat’AK32_

und WT-Mausen hingegen nicht signifikant (s. ABh.B). In Experimenten, die
parallel in Paris von der Arbeitsgruppe von Gidgtenne durchgefiuhrt wurden, bestatigten
sich diese Ergebnisse. Die Lamin C Protein-Konzioin zeigte keinen Unterschied

/AK32_ und WT-Mausen. Dies konnte aber durch einen

zwischen 32 Wochen altebmna’
Auswertungsfehler bedingt sein, da die zwei ausr@nden Banden sehr nah beieinander

liegen (s. Abb. 41).
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Abbildung 41: A, Western Blot mit einem spezifische Antikérper gegen Lamin A und C. Die Banden zeigten sich bei
70 kD fir Lamin A und 65 kD fir Lamin C, M bezeigtrdie Spur des GréRenmarkers. Statistische Ausagder Lamin
A Protein-KonzentratioB) und der Lamin C Protein-Konzentrati¢@) von 32 und 54 Wochen alten M&usen.
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Zusatzlich wurde die Konzentration ubiquitinierBnoteine mittels spezifischer Antikdrper in
den jeweiligen Altersgruppen bestimmt. Sowohl im dé, 32 als auch den 54 Wochen alten
Lmna™*3%.Mausen zeigte sich eine Tendenz zu hoheren Koratimten im Vergleich zu
den WT-Mausen, jedoch ohne signifikanten Untersth® Abb. 42). Interessanterweise
zeigte sich insbesondere eine Zunahme der ubicgrigén Proteine mit niedrigen
Molekulargewichten, wahrend die Konzentration vonrot®inen mit hoheren

Molekulargewichten eher abnahm.
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B Konzentration ubiquitinierter Proteine Konzentration ubiquitinierter Proteine Konzentration ubiquitinierter Proteine
(16 Wochen) (32 Wochen) (54 Wochen)
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1.754 1.754 1.757
1.504 1.50 1.50-
1.254 1.254
| 1.254
2100 —— 2 .
2 100 g 100 2 100 T
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0.504 0.50 0.50
.25 0.254
0.25 4 4 0.25-
0.00 T 0.00 T p 0.00 4
wWT +IAK32 wT +IAK32 : T
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Abbildung 42: A, Western Blot mit einem spezifische Antikdrper gegen ubiquitinierte Proteine. B, statstische
Auswertung der Konzentration ubiquitinierter Protei ne von 16, 32 und 54 Wochen alten Mausen.

3.3.5 Bestimmung der 20S Proteasom-Aktivitat i.mna*™**2-Mausen

Die Chymotrypsin-ahnliche Aktivitat (CT-Aktivitat) wurde in den zytosolischen
Proteinlysaten von 16, 32 und 54 Wochen altemd’*>- und WT-Mausen (jeweils n=4)
bestimmt. Zusétzlich bekamen wir aus Paris Protmem 4Lmna™**>-Mausen, die sich im

Endstadium (46-75 Wochen alt) befanden, und vonbBngo alten WT-Mausen. Die
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Ergebnisse waren in allen Altersgruppen identided.zeigte sich eine Tendenz zu einer
hoheren CT-Aktivitat in dehmna™**2-Mausen, jedoch ohne Signifikanz (s. Abb. 43).

CT-&hnliche Aktivitat CT-&hnliche Aktivitat CT-ahnliche Aktivitat CT-ahnliche Aktivitat
(16 Wochen) (32 Wochen) (54 Wochen) der Méause im Endstadium
1.507 1.507 1.501 1.501
1.25- 1.254 1.5 1.254
1.004 1.004 1.004 1.004
2 075 2 075 2 075 2 075
0.504 0.504 0.504 0.504
0.25 0.25 0.254 0.25
4 4 4 5
0.00 T 0.00 T 0.00 . 0.00 T
wT +/AK32 wT +/AK32 WT +/AK32 wT +/AK32

Abbildung 43: Statistische Auswertung der CT-ahnliben Aktivitaten der 16, 32 und 54 Wochen alten Méwesund der
Mé&use im Endstadium.
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3.3.6 Zusammenfassung der wichtigsten Ergebnisserdemna****2-Mause

Die Lmna’***2-Mause entwickelten sich hinsichtlich GroRe und @bwahnlich wie
die WT-Mause. Im Alter von 54 Wochen waren 50%Idena’**?>-Mause tot.

Ab einem Alter von 32 Wochen nahm die kardiale LivhKtion der Lmna’* >

Mause im Vergleich zu den WT-Méausen ab. Mit 54 Wathkeigten sie eine deutlich
reduzierte kardiale Funktion und eine beginnendat&tion des linken Ventrikels.

Die Lmna™**2-Mause hatten geringere Lamin A/C Protein-Konz¢iumen als die
WT-Mause bei gleichen Lamin A/C mRNA-Konzentrationén den 54 Wochen alten
Lmna"**2.Mausen waren die mRNA-Konzentrationen sogar haterin den WT-
Mausen.

In den Lmnd’***2-Mausen zeigte sich eine Tendenz zu hoheren Koratimten
ubiquitinierter Proteine und hoherer CT-ahnlichektiitat als in den WT-Mausen.
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3.4 Ergebnisse der Untersuchungen ddrmna™™**?xUb®"*V-GFP-Mause

Fir diese Arbeit wurden die GBY-GFP-Mause mitLmnd*®>-Mausen gekreuzt, um in der
entstandenebmnd***xUb®"®V-GFP-Mauslinie die Aktivitat des URS vivo beurteilen zu kénnen (s.
Abb. 44). Bei Beeintrachtigung der Funktion des UPS kommtzaseiner messbaren
Akkumulation des GFP-Reporters. Fiir die Untersugeardeimna**xUb®"®V-GFP-Linie

wurden 24 Wochen alte Mause gewahlt. Es wurden dProlbn Mausen verwendet, die

a+/AK32

heterozygot I(mn ) fur die Lamin-Mutation waren und positiv fir dab®®V-GFP-

Transgen.

N

V| UbS™®| GFP
CMV-IE Chicken pB-actin Grev SV40
enhancer promoter PAsite
Ub|.| GFP Hmmm—
Aflll Xmnl
(Lindsten et al. Nature Biotechnology 2003)

Abbildung 44: Schematische Darstellung der Kreuzungler Lmna®*?-Mauslinie mit der Ub®"®V-GFP-Mauslinie.

3.4.1 Phanotyp deLmna”***xUb®"®-GFP-Mause

Die Lmna™*Ub®"®-GFP-M&use unterschieden sich phanotypisch nicht \d®n
Lmna’*xUb®"®-GFP-M&usen. BW, HW und VW waren bei demna’**?xUb®"®V-GFP-
Mé&usen im Vergleich zu debmna’*xUb®"®V-GFP-Mausen nicht verandert. Ebenso zeigte
sich kein Unterschied zwischen den Gruppen hingthiHW/BW und VW/BW (s. Abb. 45).

a2 UpC"V.-GFP-Méausen, genau wie bei den

Zusammengefasst zeigten sich bei dem
jingeren Lmna™**2-Mause, keine offensichtlichen phantotypischen tiufsiede zu den

WT-Mausen.
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Abbildung 45: Statistische Auswertung des BW, HW ud VW (A) und von HW/BW und VW/BW (B) von 24 Wochen
alten Mausen.

3.4.2 Lamin A/C-Analysen inLmna™32 x Ub®"®V-GFP-Mausen

Die Gesamt-Lamin mRNA-Konzentration wurde in 24 \Wee altenLmna’***>xuUb®"V-
GFP- und Lmnd™*xUb®"®-GFP-Mausen (jeweils n=4) mittels RTq-PCR bestimiie
Lmna"*xUb®"®V-GFP-Mause zeigten eine nahezu signifikante (p30ud6 50% erhohte
Lamin mRNA-Konzentration im Vergleich dumna’*xUb®"®V-GFP-Mausen (s. Abb. 46). Es
zeigte sich somit ein vergleichbares Ergebnis wéé den 54 Wochen altehmna’2¢32-

Mausen.
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Abbildung 46: Statistische Auswertung der Gesamt-Lain A/C mRNA-Konzentration.

Die Proteine wurden mithilfe eines spezifischenikirpers gegen Lamin A/C per Western
Blot analysiert. Die Lamin A/C Protein-Konzentraten unterschieden sich statistisch nicht
zwischenLmna”**>Ub®"®V-GFP- und.mna’*xUb®"®-GFP-Mausen (s. Abb. 47).
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Abbildung 47: A, Western Blot von 24 Wochen alte.mna™*xUb®"®V-GFP- und Lmna"**2xUb®"®V-GFP-Mausen.Es
wurde ein spezifischer Antikdrper gegen Lamin A/Qiltet. Banden zeigten sich bei 70 kD fiir Lamin A WWkD fir
Lamin C. M bezeichnet die Spur des GréRenmarlrStatistische Auswertung der Lamin A/C Protein-Karizationen
Es wurde normalisiert auf Ponceau.
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3.4.3 Untersuchungen des UPS inmna™**?xUb®"®"-GFP-Mausen

Die CT-Aktivitat wurde in den zytosolischen Prolgsaten 24 Wochen alter
Lmna"*>xUb®"®Y-GFP- und Lmna’*xUb®"®"-GFP-Mé&use (jeweils n=4) bestimmt. Hierbei

wurde kein signifikanter Unterschied zwischen deién Gruppen festgestellt (s. Abb. 48).

CT-ahnliche Aktivitat

1.59

-

AU

0.0 T

Abbildung 48 Statistische Auswertung der CT-&hnliclen Aktivitat von 24 Wochen altenLmna**K%2

xUb®7®V-GFP und
Lmna™”*xUb®"%V-GFP-Mausen.

Aulerdem wurde die Konzentration ubiquitinierteoteine mittels Western Blot bestimmt.
Hierfiir wurde ein spezifischer Antikdrper benutztdudie Proben detmna’***2xuUb®76V-
GFP undLmna’*xUb®"®-GFP-Mause (jeweils n=4) analysiert. Dienna’**®? xUp®"®\-
GFP-Mause hatten eine 2,2-fach hohere Konzentratibiguitinierter Proteine als die

Lmna’*xUb®"®V-GFP-Mause (s. Abb. 49). Es zeigte sich somit eintlith starkerer Anstieg
bei denLmna’**2xUb®"®"-GFP- als bei dehmna’***2-Mausen.
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Abbildung 49: A, Western Blot von 24 Wochen alten Musen.Es wurde ein Antikbrper gegen ubiquitinierte Progei
benutzt. B, Statistische Auswertung der Konzentnatibiquitinierter Protein. Es wurde normalisierf Ronceau, ** p<0,01.

Zusétzlich wurde die UB®-GFP Protein-Konzentration per Western Blot analysum die
Situation des UP$ vivo zu beurteilen. Es wurde ein spezifischer Antikdrgegen UG-
GFP benutzt. Die zu erwartende Bande zeigte si¢t8BekD. Die UIF"®-GFP Protein-
Konzentration war in denLmna’*xUb®"®-GFP-M&ausen 60% hoher als in den
Lmna’*xUb®"®V-GFP-Mausen (s. Abb. 50). Um auszuschlieRen, déssEthéhung der
Ub®’®V-GFP-Konzentration schon auf Transkriptionsebengfand, wurde die UH°Y-GFP
MRNA-Konzentration mittels RTg-PCR gemessen. Hierkete sich zwar eine Tendenz zu
einer héheren Konzentration in demnad’**’xUb®"®V-GFP-Mausen im Vergleich zu den

Lmna’*xUb®"®V-GFP-Mausen, erreichte aber keine statistischeifiignz (s. Abb. 50).
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Abbildung 50: A, Western Blot von 24 Wochen alten Musen.Es wurde ein spezifischer Antikorper geger®U-GFP
benutzt. Die Bande zeigte sich bei 37 kD. StatiséisAuswertung der U8®"-GFP Protein-Konzentratio(B) und der
Ub®®".GFP mRNA-KonzentratiofC). Es wurde normalisiert auf Ponceau, * p<0,05.
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3.4.4 Zusammenfassung der wichtigsten Ergebnisserdemna™®2xUb®"®V-GFP-Mause

Die 24 Wochen altebmna’**xUb®"®V-GFP-Mause entwickelten sich dhnlich wie
die Lmna*xUb®"®-GFP-Mause und unterschieden sich hinsichtlich &rafd
Gewicht nicht.

Die Lamin A/C Protein-Konzentrationen unterschiedeich nicht zwischen
Lmnad”**2xUb®"®V-GFP- und.mna’*xUb®"®"-GFP-Mausen, wahrend die Lamin A/C
mRNA-Konzentrationen in dehmna’**>xUb®"®-GFP-Mausen 50% hoher als in
denLmna’xUb®"®V-GFP-Mausen waren.

Die Konzentration ubiquitinierter Proteine war irend Lmna’**>xUb®"¢V-GFP-
Méausen 2,2-fach héher als in demnd’*xUb®"®'-GFP-Mausen. Die CT-Aktivitét
unterschied sich nicht zwischen den beiden Gruppen.

Die Ub®°"%V-GFP Protein-Konzentration war in d&mna ***>xUb®’¢V-GFP-Mausen
60% hoher als in deomna’*xUb®"®V-GFP-Mausen, wahrend hinsichtlich der -
GFP mRNA Konzentration kein signifikanter Unterszhgemessen wurde.
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4 DISKUSSION

Als Laminopathien wird eine heterogene Gruppe vaanKheiten bezeichnet, die durch
Mutationen in den Genen der Lamine und der Lamgoagerten Integralproteine der inneren
Kernmembran hervorgerufen werden. Es gibt Erkragkon die die quergestreifte
Muskulatur, das Fettgewebe, periphere Nerven, Hautd Knochenstrukturen oder
Kombinationen dieser Gewebe betreffen (Worman urmhn@ 2007). Zur Gruppe der
Laminopathien der quergestreiften Muskulatur gerdig 2008 von Quijano-Roy et al.
beschriebend MNA-assoziierte Form der kongenitalen Muskeldystropti€CMD). Das

Lmn&**?>-Mausmodell weist eine von den in L-CMD-Patienteieritifizierten Mutationen

auf, so dass Untersuchungen an dieser Mauslinieeiram besseren Verstandnis der

Pathophysiologie der Laminopathien, insbesonder&-@&VID, beitragen kénnen.

Initiale Experimente an detrmna**2-Mausmodell, die von der Arbeitsgruppe Giséle Bonne
in Paris durchgefihrt wurden, zeigten deutlich ngate Lamin A und C
Proteinkonzentrationen in den homozygoten Maussrimblen WT-Mausen, wahrend sich
die Lamin A und C mRNA-Konzentrationen nicht untdigden. Dies fuhrte zu der
Annahme, dass mutierte Lamine posttranslationahedtlund quantitativ abgebaut werden.
Das UPS ist das Hauptabbausystem fur missgefalieid® mutierte Proteine in der
eukaryotischen Zelle, so dass wir die Hypothesstallten, dass mutiertes Lamin durch das
UPS degradiert wird. Hierflr untersuchten wir zumea die Aktivitaten des UPS in WT-,

gK2AK32_ nd Lmna™**2-Mausen, zum anderen inhibierten wir das UPS, une ei

Lmn
Stabilisierung der Lamin-Proteine zu erreichen, umestimmten die Konzentrationen
polyubiquitinierter Proteine. Nach Hemmung des W& es zu keiner Stabilisierung des
Lamins, so dass wir keine Hinweise auf eine Bepeilg dieses Systems am Lamin-Abbau
haben. Allerdings stellten wir Uberraschend hoh&wazentrationen ubiquitinierter Proteine

gi®2AK32_ nd Lmna’**-Mausen als in den WT-Mausen fest, was auf eine

in denLmn
Schwachung des UPS hindeutet. Zudem zeigte sidenm gekreuzten Reportermausmodell
eine deutliche Akkumulation von GF"-GFPin denLmna™**?x Ub®"®V-GFP-M&usen, was

ebenfalls fur eine Beeintrachtigung des UPS spricht

Die Veranderungen in den Lamin A/C Proteinkonzdingn, gemessen von der o0.g.
Arbeitsgruppe in Paris, wurden zu Beginn dieser effrmur in homozygoten Ma&usen
festgestellt, so dass wir zum einen diese Ergebnieproduzieren, zum anderen die
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Konzentrationen in heterozygoten Mausen verschmdattersklassen messen wollten. Die
Ergebnisse il.mna**?*¥32.Mausen zeigten, wie erwartet, eine deutlich reettizi Lamin
A/C Proteinkonzentration bei gleichen Lamin A/C mRKonzentrationen. In den
Lmna™*2.Mausen stellten wir im Alter von 32 Wochen ebelsfaliedrigere Lamin A/C
Proteinkonzentrationen als in den WT-Mausen beiicgen Lamin A/C mRNA-
Konzentrationen fest. In den 54 Wochen altenna’**>-Mausen wurden hingegen keine
Unterschiede der Lamin A/C Proteinkonzentrationemessen, wahrend die Lamin A/C
MRNA-Konzentrationen héher als in den WT-MausenemabDiese Ergebnisse mit Nachweis
einer Stabilisierung der Lamin A/C Proteinkonzetibrzen im Alter bestatigten sich
zeitgleich in Paris. Im gekreuzten Reportermausihaégte sich ein ahnliches Bild wie bei
den 54 Wochen altehmna™**>-Mausen. Die 24 Wochen altdrmna**xUb®"®V-GFP-
Mause zeigten gleiche Lamin A/C Proteinkonzentregio und hohere Lamin A/C mRNA-
Konzentrationen. Das fuhrte uns zu der Annahmes ahs Erkrankung im gekreuzten

Reportermodell moglicherweise schneller progredveni&uft.

Eine kardiale Beteiligung, insbesondere in FormeeiDCM, ist ein haufiges Phanomen in
Rahmen von Laminopathien. Auch einige der L-CMD idtdén zeigten kardiale
Funktionseinschrankungen, so dass wir die Hypotheséstellten, dass auch die
Lmna*®?K32. ynd Lmna™**-Mause einen kardialen Ph&notypen entwickeln. Die
Lmna™*2.Mause zeigten bei zunachst normaler Herzfunktiom Verlauf tatsachlich
Veranderungen und Funktionseinschrankungen im Semmer beginnenden DCM. In Paris
wurden zudem parallel Mause untersucht, die alterdee in dieser Arbeit untersuchten
Mé&use waren. Diese zeigten sogar das Vollbild élf@k. Die Lmna**#**32.Mause wiesen
allerdings keine kardialen Funktionseinschrankungain Man muss aber erwdhnen, dass sie
einen so schwerwiegenden Phanotyp entwickeltens @dle Mause nach drei Wochen
starben. Man kann mutmal3en, dass sie, wenn siedbieres Alter erreicht hatten, ebenfalls
einen kardialen Phanotyp entwickelt hatten.
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4.1 Lmna*®*¥*%2. ynd Lmna”*“*>-Mause entwickeln einen schwerwiegenden
Phéanotyp

Die Lmna*®?*%%2_Mause entwickelten innerhalb von zwei Wochen eimersgepragten
Phanotyp. Sie waren auffallig kleiner und leichéds die WT-Mause, zeigten postnatale
Skelettmuskelreifungsdefekte, Gangstérungen un@ erastische Reduktion des weil3en
Fettgewebeswhite adipose tissUeNAT; Bertrand et al. eingereicht bEluman Molecular
Genetic3. Diese Charakteristika wurden ebenfalls in L-CNBtienten beschrieben (Quijano-
Roy et al. 2008). Zudem hatten diemnd“*?***2.Mause ein geringeres Herz- und
Ventrikelgewicht im Vergleich zu den WT-M&ausen, getl passend zu ihrem ebenfalls
geringeren Korpergewicht. Dliemna*3?*¥*2.Mause verstarben alle innerhalb von 19 Tagen,
wobei die Todesursache nicht eindeutig geklart eerdonnte. Die Auswertung der
Echokardiographie von zwei Wochen alten Mausenteeigzar eine normale Herzfunktion,
allerdings miusste zum Ausschluss letaler Herzrhystdrungen eine kontinuierliche EKG-
Aufzeichnung bis zum Eintreten des Todes durchgéefilverden. Bei dieser
Untersuchungsmethode ist jedoch die geringe Groge Ldnna**?***2.Mause ein
limitierender Faktor. Es wére auch mdoglich, dass Miuskeldystrophie im Sinne einer
respiratorischen Insuffizienz zum Tode fuhrte. ImahRien der Obduktion einer
Lmna**?“%32_Maus konnten makroskopisch jedoch keine auf digeSarsache hinweisenden
Auffalligkeiten an Herz und Lunge festgestellt wamnd In histologischen Untersuchungen in
Paris wiederum konnten ihmna***2%32.Mausen kardiale Veranderungen in Form einer
geringeren Kardiomyozytengrof3e mit elongierten k&ethen gegeniber den WT-Mausen
gezeigt werden.

Sullivan et al. untersuchten 1999 Lamin-defiziehtuse. DieLmna -Mé&use entwickelten
mit ca. 2-3 Wochen die ersten Symptome. Sie watmnfalls deutlich leichter als die
korrespondierenden WT-Mause, zeigten starke Wagtssterzégerungen und einen steifen
Gang mit gespreizten Hinterbeinen. Dimna -Mause starben in einem Alter von 8 Wochen.
Eine mogliche Erklarung fur das frilhere VersterdenLmna#*32.Mause im Vergleich
zu den Lmna™-Mausen kann ein negativer Einfluss des mutiertemmibs auf seine
Interaktionspartner sein. Einer dieser Interakji@amter ist dassterol regulatory element-
binding protein (SREBP1; Lloyd et al. 2002). SREBP1 ist ein Traiptlonsfaktor, der eine
zentrale Rolle in der Adipogenese, Adipozytenddfezierung und Cholesterolhoméostase
spielt (Kim et al. 1996). In Paris wurde gezeigassl inLmna**?2¥*2.Mausen SREBP1

zusammen mit dem mutierten Lamin in Form von nulkdeaFlecken akkumulierte.
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AulRerdem war die mRNA seiner Zielgene, wie zA8c2 dem Genflr die Acetyl-CoA-
Carboxylase, odePparg, dem Gen fur PPAR herunter reguliert. Diese Untersuchungen
wurden in der Leber durchgefiihrt, da das WAT, wbero erwahnt, drastisch reduziert war.
Es ist aber wahrscheinlich, dass die Funktion vREBP1 auch dort beeintrachtigt ist, was
die geringe Menge an WAT erklaren konnte. In eifdodell mit transgenen Mausen, die
kein WAT besalien (Moitra et al. 1998), starbentcheasgenen Mause zwar friher als die
WT-Méause, aber nach 30 Wochen war die Uberlebensmath groRer als 50%, so dass die
starke Reduktion des WAT in démna****%32.Mausen nicht alleine fiir das frilhe Sterben
im Alter von 2 Wochen verantwortlich sein kann. @zdich wurden in Paris bei den
Lmna*®?32. mausen deutlich verminderte Serumglukosekonzéotrah gemessen. Wir
gehen von einer annéhernd normalen Nahrungsaufnabmela diemna**?**2.Mause in
der Obduktion, genau wie die WT-Mause, mit MilcHigiee Magen hatten und zu Lebzeiten,
so weit beurteilbar, ein normales Trinkverhalterolimchtet wurde. Die Dysfunktion von
SREBP1 scheint eine Rolle in der Entwicklung diekBmpoglykamien zu spielen, die
Auspragung ist aber vermutlich nur in Verbindung amderen durch den negativen Effekt
des mutierten Lamins beeintrachtigten Interaktianggrn hinreichend zu erklaren. Bis jetzt
ist es nicht gelungen, die eindeutige Todesurseehemna**?***2.Mause zu benennen. Wir
gehen davon aus, dass die Storungen im Energwesidibel, kombiniert mit
Skelettmuskeldystrophien und moglicherweise audtemer kardialer Beteiligung ein frihes
Versterben hervorrufen. Die Beeintrachtigung deeriktionspartner durch das mutierte
Lamin scheint verantwortlich dafiir zu sein, dasslanna**¥***2.Mause friher sterben als
die Lmna™-Méause, mit ihrem &hnlichen Phanotyp, so dass reeifxperimente sich auf
andere Interaktionspartner von Lamin und ihre Foenktin Lmnd"*?*%%2_Mausen

konzentrieren bzw. die Dysfunktion von SREBP1 ngehauer beleuchten sollten.

Mindestens drei Erkrankungen aus der Gruppe deliriggathien weisen eine DCM als ein
zentrales Merkmal auf: die autosomal dominante F&DBMD (Bonne et al. 1999), die
LGMD1B (Muchir et al. 2000) und die DCM Typ 1A (Kkat et al. 1999). Mutationen im
LMNA-Gen scheinen fur 6-8% der familidren Kardiomyopathverantwortlich zu sein
(Taylor et al. 2003, Tintelen et al. 2007). Auamna-Mause entwickelten im Alter von 4-6
Wochen eine ausgeprdgte DCM mit linksventrikulaBatatation und Funktionsstérung
(Nikolova et al. 2004). Da di¢mna ™-Mause einen mit unserebmna*3*?***2.Mausen

vergleichbaren Phanotyp aufweisen und sich ahmiiwickeln, kann man annehmen, dass
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die Lmna*®?*K32.Mause, wenn sie ein solches Alter erreichten, ftienan einer DCM
erkranken wirden. In dehmna’-M&ausen wurde eine reduzierte Kontraktilitat eineeln
Kardiomyozyten festgestellt (Nikolova et al. 2008 interessanter Ansatzpunkt fir weitere
Untersuchungen unserebmnd*?***2.Mause waren daher Kontraktionsmessungen in
Kardiomyozyten, um zu sehen, ob dort ebenfalls Eangeinschrankungen vorliegen, zumal
bereits eine verdnderte Struktur dieser Zellen gawsfesen wurde (s. 0.). Auch bei dieser
Methode konnte der friihe Todeszeitpunkt Hema**#2K*2.Mause problematisch sein, da
fur eine Zellisolation ein minimales Alter von 4 \8fken notwendig ist. Allerdings konnte
man ausLmng *?**®2.NMCM kiinstliches HerzmuskelgewebEngineered Heart Tissye

EHT) herstellen, um daran Kontraktionsmessungen duféheen.

Die Lmnd’**2.Mause entwickelten sich zunachst normal. Sie sokéeden sich weder
hinsichtlich ihrer GréR3e noch ihres Korpergewicthts den WT-Mausen. lhr Gangbild und
ihre Bewegungen waren unaufféllig. Ab einem Altenv32 Wochen konnten wir bei den
Lmna’*2.Mausen erste kardiale Auffalligkeiten mit einericht eingeschréankten
linksventrikularen Funktion beobachten ohne Dilatailes linken Ventrikels. Mit 54 Wochen
zeigten dieLmna’**>-Mausen das Bild einer beginnenden DCM mit mildéatitirten
Ventrikeln und einer deutlich eingeschrankten L\qkion (FS von 9,6+2,2%, FAS von
21,8+4,0%, EF von 29,3%4,2%). In Paris wurden ad@ar Mause im Alter tber 54 Wochen
untersucht. Diese Mause zeigten das Vollbild e@M mit hochgradig eingeschréankter LV-
Funktion und deutlicher Dilatation des linken Vékats. Lmnd’”-Mause zeigten bis zu dem
von Nikolova et al. (2004) untersuchten Zeitpunktonv 8 Wochen Kkeine
echokardiographischen Auffalligkeiten. Allerdingedbachteten Nikolova et al. bereits eine
abnorme Sarkomer-Kontraktion und Stoérungen inf*@aansport in derLmna’-Mausen.
Die Ergebnisse von Experimenten nhinna’-Mausen hoheren Alters wurden 2008 von
Wolf et al. vorgestellt: Es wurden echokardiographe Untersuchungen von 10 und 62
Wochen alten Mausen ausgewertet. Wahrend die 10h@voalten Mause eine normale
Herzfunktion aufwiesen und sich nicht von den WTugkn unterschieden, hatten die 62
Wochen alterLmna”-Mause dilatierte Ventrikel und eine stark redusiefS. Sowohl die
echokardiographischen Befunde als auch das Alter, dem diese auftraten, waren
vergleichbar mit denen ddamna’**>-Mause. Allerdings zeigten diemna’”-Mause eine
deutlich langeres Uberleben als timna’***>-Mause. Es verstarben nur zv@nna’-Mause
(im Alter von 52 und 55 Wochen) innerhalb des Usuehungszeitraums (Wolf et al. 2008),
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wohingegen alleLmnd’**>-Mause innerhalb von 72 Wochen verstarben. Chaetlaal.
(2009) untersuchten ebenfallsnna”-Mause und zeigten, dass nach zwei Jahren nur 20%
dieser Mause an einer kardialen Ursache verstaNan.kann also sagen, ddssna’- und
Lmna"*2-Mause einen dhnlichen Zeitpunkt des AuftretensSjenptome zeigten, aber die
Erkrankungen in dehmna™**2-Mausen mit einer deutlich starkeren Progredientauéen.

Eine Erklarung hierfir kann ein dominant-negatizéfekt des mutierten Lamins sein.

Interessanterweise zeigten in anderen MausmodatignMutationen imLmnaGen, die
vergleichbar mit unserethmnd*?-Modell waren, nur die homozygoten und nicht die
heterozygoten Mause einen symptomatischen Phaifatypura et al. 2005, Mounkes et al.
2005). Es scheint so zu sein, dasslimna**’-Modell eine Haploinsuffizienz delsmna
Genprodukts ausreicht, um Veranderungen in Zellwndrzurufen und sogar ein dominant-
negativer Effekt des mutierten Lamins vorliegt, veitd dies in anderen Mausmodellen nicht
der Fall ist. Weitere Experimente sollten die Ustbiede zwischen diesen Mutationen, bei
denen nur die homozygoten Mausen eine DCM entwickeid de.mna*32-Mutation bzw.
der Lmna"-Mutation, bei denen auch die heterozygoten Mauseiner DCM erkranken,
naher beleuchten. Dies kann dazu beitragen, diphysiologischen Mechanismen bei der

Entstehung der DCM im Rahmen einer Laminopathisdrezu verstehen.

Von den L-CMD Patienten erkrankte keiner an ein€@MD (Quijano-Roy et al. 2008).
Allerdings war der &lteste beschriebene Patiengliett 20 Jahre alt. In weitereiollow-up-
Beobachtungen sollte man besonderen Wert auf dgliché Entwicklung einer DCM legen.
Von den 15 untersuchten Patienten wiesen vier kareiale Beteiligung in Form von
Arrhythmien auf, die allerdings nur bei einem Patié& symptomatisch waren. Im Alter von
10 Wochen zeigten 62% demna’-Mause Arrhythmien oder Reizleitungsstérungen imio
von Bradykardien oder Atrioventrikular (AV)-KnotdBlockierungen. Elektrokardio-
graphische Untersuchungen von 62 Wochen dltend”-Mausen belegten eine Persistenz
der Arrhythmien und Reizleitungsstorungen, abendwiProgress im Alter (Wolf et al. 2008).
In einem 7 Jahre alten L-CMD Patienten wurde eblsnéene AV-Blockierung nachgewiesen
(Quijano-Roy et al. 2008). In Paris wurden bishemk& Hinweise auf Arrhythmien oder
Reizleitungsstérungen ibmna’**-Mausen gefunden. Dennoch sollten in Zukunft weiter
Experimente, die ein kontinuierliches EKG-Monita@iiber ein langeres Zeitintervall und
histologische Untersuchungen der Zellen des Raimgssystems beinhalten, durchgefihrt

werden.
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AK32/AK32
a -

4.2 Gravierende Veranderungen auf molekularer Ebenén Lmn und

Lmna***-Mausen

Western Blot-Analysen zeigten eine um 80% gering@arain A und C Protein-Expression in
denLmna*®*?***2.Mausen als in den WT-Mausen. In immunhistochengrdfarbungen von
Lmnd®?2%32_zgllen verschiedener Gewebe, durchgefiihrt in Paails man Akkumulationen
von Lamin A und C in Form von nukledren FleckenNimkleoplasma, anstatt der normalen
Anordnung entlang der inneren Kernmembran. SowehdenLmna’***-Mausen als auch
bei den WT-Mausen zeigte sich in immunhistochen@acharbungen eine Anordnung von
Lamin A und C als nukledre Lamina entlang der ieneKernmembran. Die Intensitat der
Farbung war bei derLmnd’**>-Mausen allerdings geringer. Die 32 Wochen alten
Lmna"*2-Mause wiesen geringere Lamin A und C Proteinkotraéionen als die WT-
Méause auf, wahrend sich mRNA-Konzentrationen vomiboaA und C nicht zwischen
Lmna*324K32. | mnd’*32. und WT-Mausen unterschieden. Aktuell steht kemikorper zur
Verfigung, der im Western Blot spezifisch dg6€32-Lamin detektiert, weshalb man bei der
reduzierten Protein-Expression demna’**-Mause nicht zwischen mutiertem und WT-
Lamin unterscheiden kann. Es scheint aber so zy sliss das WT-Lamin die nukleére
Lamina der.mna’**2-Mause formt und das mutierte Lamin moglicherweaseh abgebaut
wird. In Paris wird derzeit daran gearbeitet, niighvon Massenspektometrie das Verhaltnis

von WT- und mutiertem Lamin bestimmen zu kénnen.

Der N-Terminus von Lamin ist notwendig fur die Dimseerung und die anschlieRende
Anordnung als nukleare Lamina (Strelkov et al. 2003a die AK32-Mutation im N-
Terminus von Lamin lokalisiert ist, konnte dies @&und fur die Akkumulation von Lamin
als Kernflecken in debhmnd**?2%*2.Mausen sein. Zudem zeigten sich in Experimentin, d
in Paris durchgefuhrt wurden, Heterochromatinakkiatenen im Kernzentrum in den
Lmna*®?2K32_Mmausen. Ein Vergleich mit anderen Mausmodeller, Mutationen imLmna
Gen tragen, sieht man, dass ein abnormer Aufbanudéearen Lamina und Stérungen in der
Heterochromatinanordnung ein genereller AspekLdarinopathien zu sein scheinen (s. Tab.
13).
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Tabelle 13: Vergleich verschiedener Mausmodelle mnfhnaMutationen hinsichtlich des Aufbaus der Kernhiilled der

Lamin Proteinkonzentration

Lamin Anordnung des
Mutation Proteln-_ Todeszeitpunkt Kernhillenkomplexes Referenz
konzentration
Lamin als nukleare Flecken
anstelle der nukledren Lamina Bonne et al.
AK32/AK32 reduziert 2-3 Wochen und (nicht
Heterochromatinakkumulationverdéffentlicht)
im Nukleoplasma
- nicht 8 Wochen Lamin nicht vorhanden, Sullivan et al.
vorhanden Heterochromatinausdiinnung  (1999)
L530P/L530P reduziert 4-5 Wochen Herniationen dendranen Mou(glat(a)z)et al
Irregulére
N195K/N135 reduziert 12-16 Wochen Heterochromatinanordnung Mounkes et al.
K ; . (2005)
mit Kontaktverlust zu Lamin
Normale Lamin-Anordnung, Arimura et al
H222P/H222P unveréndert 4-13 Wochen irreguléare '
: (2005)
Heterochromatinanordnung

Die Heterochromatinlokalisation und -architekturndsi wichtige Faktoren in der
Transkriptionsregulation (Felsenfeld 1996, Lomvardaal. 2002). Es ist also denkbar, dass
eine reduzierte Lamin A und C Proteinkonzentratiomd abnorme Anordnungen der
nukleéren Lamina ein  frihes  Versterben bedingen. tsgfechend  der
Genexpressionshypothese (s. 1.2) kdnnen diese d@mgen in einer Pathologie der Zellen

resultieren.

Die nukledre Lamina ist eng assoziiert mit dem NES€.ist wahrscheinlich, dass es eine
direkte Interaktion zwischen Lamin und dem NPC-&rotNupl53, einer peripheren
Komponente des NPC, gibt (Smythe et al. 2000).dnsPsah man in Experimenten Nup153
in denLmna**#2%32_Mausen im Zytoplasma dislokalisiert, imna-Mausen fehlte Nup153
1999),

Hautfibroblasten von FPLD-Patienten zeigte sich Immunfluoreszenzanalysen ein

an einem Pol der nuklearen Membran vollstandig l{@um et al. und in

reduziertes Nup153-Signal (Vigouroux et al. 20(2jes zeigt, dass Lamin essentiell fur

einen regelrechten Aufbau des NPC ist.
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Desmin, ein muskelspezifisches Intermediarfilamanispinnt die Myofibrillen auf Hohe der
Z-Scheibe und verbindet das Zytoskelett mit dentkeh. Nikolova et al. (2004) nehmen an,
dass eine Zerstorung des Desminnetzwerks in Kagdiagten vonLmna-Mausen zu einer
reduzierten Funktion dieser Zellen und damit zueeiRuktionseinschrankung des linken
Ventrikels fiihren kann. Tatsachlich zeigte sicluinna -Kardiomyozyten von zwei Wochen
alten Mausen eine deutliche Desorganisation demibe&ilamente mit Abtrennung der
Filamente von der Kernhtlle. Bemerkenswert istsdasdiesem Alter noch keine kardiale
Funktionseinschrankung ddrmna’™-Mé&use vorlag (s.0.). Unter dem Immunfluoreszenz-
Mikroskop sahen Nikolova et al. einen ungeordneferibau der Z-Scheiben und eine
uneinheitliche Farbung der Myofibrillen mit Bildungon Konglomeraten. Die Desmin
MRNA- und Proteinkonzentrationen unterschieden sicht von denen der WT-Mausen. Ein
ahnliches Bild mit Diskontinuitdten in der Desmim@&dnung konnte man in
Kardiomyozyten vorLmnd***N%KMausen beobachten (Mounkes et al. 2005). Desmin-
Filamente interagieren an den Kernporen mit LamifL&kard und Bloom 1993)n vitro-
Studien deuten darauf hin, dass Lamin A die Bindaffgqnitat zwischen Desmin und Lamin
B erhoht (Georgatos und Blobel 1987). Durch die ira-Defizienz derLmna -Mause
wirde man bereits eine herabgesetzte Bindung zemst¢tamin B und Desmin erwarten.
Zusatzlich konnte mechanischer Stress, hervorgerddéech die Verformung der Kernhiille,
die Muskelkontraktion und die Dilatation des linkgentrikels, die Stérung der Lamin B-
Desmin-Interaktion verstarken und die Integritat gesamten Zelle stéren. Ein interessanter
Ansatzpunkt flr weitere Experimente kdnnte alsm,sden Aufbau des Desmin-Netzwerk

fK32/AK32_ | o4 | mna™®K32.Mausen naher zu

und seine Interaktion mit Lamin B ihmn
untersuchen. Nesprin, ein Protein der inneren Kemhbran, das wichtig fur die
Positionierung des Zellkerns in der Zelle ist (4.) Interagiert mit Lamin A (Gruenbaum et
al. 2005). Eine Storung dieser Bindung kénnte diekifion von Nesprin herabsetzen und die
Integritat der Zelle ebenfalls beeintrachtigen.Die unseren Mausen zu untersuchen, kénnte
zusatzliche interessante Ergebnisse hervorbringentsprechend der Strukturmodell-
Hypothese (s. 1.2) kdnnten eine gestorte Interakéion Desmin bzw. Nesprin und Lamin

S K32/AK32_ +/AK32_

und die reduzierte Funktion dieser Proteine did®tagie deimn undLmna

Mause erklaren.

Ein fetales Expressionsmuster von Genen, die fotelRre des Zytoskeletts kodieren, ist
typisch fur viele Formen der Kardiomyopathie (Schwaet al. 1992, Barrans et al. 2002).

Hierzu gehdren z.B3-MHC und ANF @trial natriuretic factol). In 32 Wochen alten Tieren
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moderater LV-Funktionseinschrénkung war diEMHC mRNA-Expression zwischen

+/AK32_

Lmna +/AK32_

und WT-Mausen unverandert, wahrend sich in delV®éhen altehmna
Mausen mit stark eingeschrankter Funktion und tedeeginnender Dilatation des linken
Ventrikels eine 7-fach erhdhte Expression \/bMHC mRNA zeigte. Hier liegt also eine
Korrelation zwischen dem Grad der kardialen Fumgenschrankung und dgMHC

mMRNA-Konzentration vor.

aAKSZ/AKSZ /AK32

4.3 Das Ubiquitin-Proteasom-System ihmn - und Lmna™"**-Mausen

4.3.1 Es gibt keinen Hinweis flr eine Beteiligunges Ubiquitin-Proteasom-Systems an der
Lamin-Degradation inLmna***#2*32.Mmausen

Die zwei Wochen altehmna**?**2.Mause zeigten eine deutliche niedrigere Lamin A/C
Proteinkonzentration als die WT-Mause, wahrend sidle Lamin A/C mRNA-
Konzentrationen nicht unterschieden. Dies fuhrte zim der Annahme, dass Lamin A und C
der Lmna*®*?**2.Mause in einem posttranslationalen Prozess degtadierden. Fir den
Proteinabbau in der eukaryotischen Zelle sind tsdghiich zwei Systeme verantwortlich:
Das Ubiquitin-Proteasom-System und die Autophagigein Lysosomen. Das UPS degradiert
zytosolische, nukleare und myofibrillare Protei@@-90% der intrazellularen Proteine werden
durch das UPS abgebaut, insbesondere Proteinemaitgeringen Halbwertzeit (Zheng et al.
2009). Lamin A hat eine Halbwertzeit von 36 Stundew Lamin C von 31 Stunden (nach
Abschluss dieser Arbeit in unserer Arbeitsgruppstibent). Das UPS kdnnte also in den
Vorgang der Lamin A/C Degradation involviert seul3erdem ist das UPS regulatorisch an
der Zellproliferation, Stressadaptation und demlt@el beteiligt (Mearini et al. 2008).
Dysregulationen des UPS sind bei vielen Erkrankangewie z.B. bei
Autoimmunerkrankungen (Wang et Maldonado 2006),rodegenerativen Erkrankungen
(Bedford et al. 2008) oder bei degenerativen Muskehnkungen (Attaix et al. 2005)
bekannt. Auch bei kardialen Erkrankungen, wie DCtérohypertropher Kardiomyopathie
(HCM), wurden Veranderungen des UPS nachgewiesedlifiore et al. 2010, Schlossarek et
al. 2011). Wir haben die Aktivitaten des UPS mifthivon fluorogenen Substraten, die
spezifisch gespalten werden, gemessen. Die Altivitivaren in detmna %32 Mausen
tendenziell erniedrigt, jedoch ohne Signifikanz waiteren Experimenten wurden neonatale
Mauskardiomyozyten (NMCM) isoliert und die Konzeatton polyubiquitinierter Proteine
bestimmt. Sie zeigte sich ibmna**#**2.NMCM erhoht im Vergleich zu WT-NMCM.

Diese Konzentrationserhohung und die tendenzielkdrigte CT-Aktivitat sprechen, anders
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als erwartet, eher fur eine Schwéchung des UPSumkkerung ubiquitinierter Proteine ist
aber ein haufiges Phanomen bei Erkrankungen, Bieder DCM (Weekes et al. 2003, Birks
et al. 2008, Meatrini et al. 2008), und nicht zwdaagfg mit einer Beeintrachtigung des UPS
verbunden. Im Gegenteil, erh6hte Konzentrationeiguitinierter Proteine sind sogar in
vielen Fallen mit einer erhéhten proteosomalen Alidi assoziiert (Birks et al. 2008, Mearini
et al. 2008, Powell et al. 2008). Die Gleichgews&oihzentration ubiquitinierter Proteine
resultiert jedoch aus zahlreichen Faktoren undt ziéydegradative Kapazitat des Proteasoms

nicht direktin vivoan.

Zur Uberprifung einer moglichen Beteiligung des UR®en Vorgang der Lamin A und C
Degradation beLmna**?***2.Mausen, haben witmna**?***2. und WT-NMCM mit dem
Proteasom-Inhibitor MG262 behandelt, der reversileeIlCT- und Caspase-ahnliche Aktivitat
des UPS hemmt. Bei einer Beteiligung der CT-Akéivam Lamin A und C Abbau hatten wir
eine Stabilisierung der Lamin A/C Protein-Konzetitna erwartet. Es zeigte sich unter
Behandlung mit MG262 jedoch kein stabilisierend#eld auf die Lamin A und C Protein-
Konzentration, so dass wir schlussfolgen, dassCdie und Caspase-ahnliche Aktivitat des
UPS nicht an der Lamin A und C Degradation betedigsein scheinen. Um auszuschliel3en,
dass die Trypsin-Aktivitat hieran beteiligt ist,ll® man diese in weiteren Experimenten mit
einem spezifischen Inhibitor hemmen und den Effekt die Lamin A und C Protein-
Konzentration beobachten. Nach Abschluss dieseeiAsburden in unserer Arbeitsgruppe
die Halbwertszeiten von Lamin A und C bestimmt, mié 36 bzw. 31 Stunden deutlich hdher
als erwartet waren. Die Behandlung des UPS mit MGP@ben wir fur 2 Stunden
durchgefuhrt, so dass man in Kenntnis der Halbwdremzweifeln muss, dass es maoglich ist,
in dieser kurzen Zeitspanne einen stabilisierenB&ekt zu erreichen. Das Experiment
musste fur eine eindeutige Aussage mit deutlicgdéer Behandlungszeit wiederholt werden.
Wir konnen also lediglich sagen, dass es zu dieZeitpunkt keinen Hinweis auf eine
Beteiligung des UPS an der Lamin A/C Degradatidm. gi

In weiteren Untersuchungen sollten andere protsclye Systeme, wie z.B. die Lysosomen,
hinsichtlich einer Beteiligung am Lamin A und C Ashblberpruft werden. Hierfir kénnte
man NMCM mit dem Lysosomen-Inhibitor Bafilomycinh@ndeln und den Effekt auf die
Lamin A und C Protein-Konzentration Uberprifen. Kesr ware auch, dass kein
posttranslationaler Prozess, sondern vielmehr reidezierte Translationseffizienz der Grund

fir die niedrige Protein-Konzentration démna**?***2.Mause bei gleicher mRNA-
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Konzentration im Vergleich zu den WT-Mausen iste®ru Uberprifen, ware ebenfalls ein

interessanter Ansatzpunkt fir weiterfihrende Expenite.

4.3.2 Das Ubiquitin-Proteasom-System ist ihmna™*“*2- und Lmna*"***2xUb®"®V-GFP-
Mausen geschwacht

Bei denLmnd’**2-Mausen stellten wir im Alter von 16 und 32 Wochglaiche Lamin A
und C mRNA-Konzentrationen wie bei den WT-Mausest,fevdahrend die 54 Wochen alten
Lmna’**2-Mause signifikant erhdhte mRNA-Konzentrationen véaéen. Die Protein-
Konzentration war in den 16 und 32 Wochen altema’**’-Mausen niedriger als in den
WT-Mausen, wahrend die 54 Wochen altanna™**2-Mause keinen Unterschied zeigten.
Tabelle 14 gibt eine schematische Ubersicht deriha®iC mRNA-Konzentrationen, der
Lamin A/C Protein-Konzentrationen, der CT-Aktiveat und der Konzentration
ubiquitinierter Proteine.

Tabelle 14:Veréanderungen der Lamin A/C mRNA- und Protein-Kemtzationen, der UPS-Aktivitdten und der
ubiquitinierten Proteine ihmna™**2-Mausen im Vergleich zu WT-Mausen

Alter derLmna ™32

Mause

16 Wochen 32 Wochen 54 Wochen

Lamin A/C mRNA- _ _
Konzentration - - T

Lamin A/C Protein- _
Konzentration l l

CT-Aktivitat 1 1 1

Ubiquitinierte
Proteine T T T

Zusammenfassend kann man sagen, dass die 54 Waltkehmna’***%-Mause, die bereits
einen ausgepragten Phanotyp mit einer Dilatatiod deutlichen Dysfunktion des linken
Ventrikels zeigten, erhbhte mRNA- und stabilisielPtein-Konzentrationen von Lamin A

und C aufwiesen.

Erklarend hierfiir konnten zwei Mechanismen seins #PS konnte bei debmna’ 32

Mausen am Vorgang der Lamin A und C Degradatioriligt sein und bei diesen alteren
Mausen in eine Art Sattigungszustand geraten, ss das mutierte Lamin A und C nicht
mehr effizient abgebaut werden kann. Zusatzlichnk&rbei diesen Mausen, die sich im

Endstadium ihrer Erkrankung befinden, kompensatbridie Transkription erhéht sein, so
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dass mehr Lamin A und C entstehen, wobei dann dad.&hin in Form der nuklearen
Lamina fur eine erhohte Stabilitat der Zelle samgtl die Progression des Funktionsverlustes
der Kardiomyozyten verlangsamen kénnte.

Um zu tberpriifen, ob das UPS bei denna’“*>-Mausen verandert ist, bestimmten wir die
CT-Aktivitat. Sie war in allen drei Altersgruppen iden Lmna™**>-Mausen tendenziell
erhoht im Vergleich zu den WT-Méausen (s. Tab. Brikas et al. (2005) zeigten, dass ein
trunkiertes kardiales Myosin-bindendes Protein G1yBP-C) sowohl durch das UPS
abgebaut wird, als auch seine Funktion beeintrgichis ware auch bei unseremna’*3%
Mausen denkbar, dass das UPS das mutierte LamimdACudegradiert und dieser Vorgang
im Laufe der Zeit die Funktion des UPS herabsetas die Stabilisierung der Lamin A und C
Protein-Konzentrationen bei den 54 Wochen altema’**>-Mausen erklaren konnte. Die
Konzentration ubiquitinierter Proteine zeigte sicldenLmna™**%-Mausen im Vergleich zu
den WT-Mausen ebenfalls tendenziell erhéht (s. Tdh. Bei dermna’™ *2-Mausen zeigte
sich somit eine erhdhte CT-Aktivitat in Kombinationit einer erhdhten Konzentration
ubiquitinierter Proteine. Wie oben beschriebendiss ein haufig beobachtetes Phanomen.
Man sollte jedoch bedenken, dass die Substratdiiddie Aktivitatsmessung des Proteasoms
verwendet werden, sehr klein sind und Ubiquitinhhéngig abgebaut werden, weshalb auch
die Aktivitatsmessung nicht die vivo-Situation des UPS darstellt.

Lindsten et al. stellten 2003 ein Reportermausnaae) das die Beurteilung des URSvivo
erlaubt. Diese Mause exprimieren ein GFP-markieResteasomsubstrat (s. 2.1.8.2). Bei
einer Beeintrachtigung der UPS-Funktion kommt eximer messbaren Akkumulation des
GFP-Reporters. Wir kreuzten diese Ubiquitin-GFP-@&&pmauslinie mit unserémna3-
Mauslinie und untersuchten 24 Wochen alte Mause hdierozygot fur diaK32-Mutation
waren und das Ubiquitin-GFP-Transgen in sich trudeteressanterweise zeigte sich bei den
24 Wochen altemnd’*®?xUb®"®V-GFP-Mausen hinsichtlich der Lamin A und C mRNA-
und Proteinkonzentration ein &hnliches Bild wie blein 54 Wochen altehmna’*®%
Mausen: Die mRNA-Konzentration war tendenziell hoaks in den WT-Mausen, wahrend
die Proteinkonzentration keinen Unterschied zwiachennd’**>xUb®"®V-GFP- und WT-
Mausen zeigte. AulBerdem stellten wir eine tenddnzehohte CT-Aktivitat und eine

signifikant erh6hte Konzentration ubiquitinierteokine fest (s. Tab. 15).
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Tabelle 15: Verédnderungen der Lamin A/C mRNA- und Protein-Konmzionen, UPS-Aktivitdten und ubiquitinierten
Proteine inLmna™ *2xUb®"®".GFP-Mé&usen im Vergleich zu WT-Mausen

Lamin A/C mRNA-Konzentration 1

Lamin A/C Protein-Konzentration =

CT-Aktivitat 1

Ubiquitinierte Proteine i

Zudem beobachteten wir iiberraschenderweise eimkestskkumulation des UH®'-GFP
Proteins, was flr eine Beeintrachtigung des UPBIEpIES ware moglich, dass die Kreuzung
mit der transgenen Mauslinie die Progression dérakung delmna’ *2-Mause derart
beschleunigt, dass sich die 24 Wochen altema*“*’xUb®"®V-GFP-Mause bereits in einem
vergleichbaren Zustand wie die 54 Wochen altema’**2-Mause befinden. Leider haben
wir bei diesen Méausen die kardiale Funktion echdkaraphisch nicht evaluiert, so dass wir
hinsichtlich des Vorliegens einer DCM bei diesenuskn keine Aussage treffen konnen. Es
ist aber sicher, dass das UPS in Hemad’****>xUb®"®V-GFP-Mausen beeintrachtigt ist. Wenn
man davon ausgeht, dass sich die 24 Wochen altamséviachon im Endstadium ihrer
Erkrankung befinden, kénnte man auch hier die g@mrannte Erklarung anwenden, dass das
mutierte Lamin durch das UPS abgebaut wird, abeh @eine Funktion beeintrachtigt, was
die Akkumulation des GFP begriinden wirde. In werteExperimenten sollte man sich auf
die Evaluation der gekreuzter.mna™***>xUb®’®V.-GFP-Mause konzentrieren. Die
Untersuchung der kardialen Funktion dieser Mausel odeszeitpunkt und die Untersuchung
des UPS inklusive der Behandlung mit dem Proteasdmnbitor MG262 in Aalteren
Lmna*xUb®"®-GFP-Mausen sind interessante Ansatzpunkte flreveeiExperimente.
Zudem konnte die Evaluation des UPS in gekreuzténddn, die homozygot fir diek32-
Mutation sind, neue Erkenntnisse bringen und enidgilaren, ob bei def.mna*3?/AK32

Mausen das UPS verandert ist.
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4.4 Schlussfolgerung

Zusammenfassend kann man sagen, dass der schwamdéeBhanotyp der Mause, die eine
AK32-Mutation tragen, durch einen dominant-negatikzéiekt des mutierten Proteins bedingt
zu sein scheint. Es gibt einige Hinweise daraufssdalas mutierte Lamin seine
Interaktionspartner negativ beeinflusst. Es blaiber offen, welche gestorte Interaktion die
tragende pathophysiologische Rolle spielt und dielgéltige Klarung bedarf weiterer
Experimente. Zudem erscheint die Tatsache, dasma’“**-Mause an einer DCM
erkranken, besonders, da heterozygote Mause wvengbrier Mausmodelle keinen
pathologischen Phanotyp aufwiesen. Es bleibt zteklawas diese Mutation von scheinbar
vergleichbaren Mutationen hinsichtlich der Pathgiblpgie unterscheidet. Wir haben bisher
keinen Hinweis darauf, dass das UPS am Vorgand.a®ain A/C Degradation beteiligt ist.
Allerdings muss man diese Ergebnisse kritisch bbtem, da sich nach Abschluss dieser
Arbeit zeigte, dass Lamin eine deutlich langerebialtzeit als angenommen aufweist. Es
ware also moglich, dass das UPS nicht lange gentudem Proteasom-Inhibitor behandelt
wurde. Interessanterweise konnten wir zeigen, dassUPS in den heterozygoten Mausen

und in den gekreuzten Reporterméusen beeintracsitigt

4.5 Ausblick

Das Lmna*®*?-Mausmodell scheint ein gutes Modell zu sein, um Eathophysiologie der
Laminopathien, insbesondere der L-CMD, eingehermeruntersuchen, da die Mause
phanotypisch die charakteristischen Merkmale eiaeninopathie, wie z.B. die Entwicklung
einer DCM und Verédnderung des weilRen FettgewehigerzeErgebnisse unter Anwendung
dieses Mausmodells weisen darauf hin, dass maRdenten mit L-CMD in Zukunft ein
besonderes Augenmerk auf die Entwicklung einer D@&gen sollte. Wir konnten die
Todesursache dermna**?“%*2.Mause leider nicht feststellen, einige Punkte @dals
ursachlich ausschlieBen. In Zukunft kénnen Expemiee die sich mit metabolischen
Storungen beschaftigen und insbesondere die SREBRRtion ndher beleuchten, weitere
Erkenntnisse bringen. Zudem sollte weiter an deterdktionen von Lamin und seinen
Partnern geforscht werden, um bessere Aussageicttlith des offensichtlichen, dominant-
negativen Effekts des mutierten Lamins treffen zurien. Auf3erdem wird momentan an
einer Quantifizierung des Verhaltnisses von mugrarund WT-Protein in den heterozygoten

Mausen mittels Massenspektrometrie gearbeitet, wialtige Erkentnisse hinsichtlich des

82



Diskussion

molekularen Phanotypes bringen wird. Zudem soltten Experimente mit Hemmung des
UPS mit langeren Behandlungszeiten wiederholt werdm eine definitive Aussage Uber die

Beteiligung des UPS an der Lamin Degradation trefftau kbnnen. Die genauere

Untersuchung der gekreuztemna***>xUb®"®V-GFP-Mauslinie sollte ebenfalls ein zentraler

Punkt weiterer Experimente sein, da wir

F+IAK32,

nachgewies@mben, dass das UPS in
Lmna ™ *?xUb®"®V-GFP-Mausen geschwacht ist.
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Zusammenfassung

5 ZUSAMMENFASSUNG
Laminopathien sind eine heterogene Gruppe von Kraitén, die durch Mutationen in den
Genen der Lamine und Lamin-assoziierter Proteimgongerufen werden. Obwohl Lamin
ubiquitar vorkommt, sind nur bestimmte Gewebe, eveequergestreifte Muskulatur oder das
Fettgewebe, betroffen. Eine kardiale Beteiligungishin Form einer DCM, ist haufig.
Quijano-Roy et al. beschrieben 2008 digMNA-assoziierte Form der kongenitalen
Muskeldystrophie, L-CMD. Das in Paris entwickdlimna**-Mausmodell weist eine der in
L-CMD-Patienten identifizierten Mutationen auf. Er€Experimente mit den homozygoten
Mausen dieser Mauslinie ergaben deutlich niedriggarain A/C Protein-Konzentrationen als
in den WT-Mausen bei gleichen mRNA-Konzentrationeres fuhrte zu der Annahme, dass
mutierte Lamine posttranslational schnell und guaint abgebaut werden. Das UPS ist das
Hauptabbausystem fur missgefaltete und mutiertéeP® in der eukaryotischen Zelle, so
dass wir die Hypothese aufstellten, dass mutieresin durch das UPS degradiert wird. Wir
analysierten die Lamin A/C mRNA- und Protein-Konizationen in heterozygoten Mausen
verschiedenen Alters und erfassten den kardialei@pp der homo- und heterozygoten
Mause mittels Echokardiographie. Die homozygoteruddazeigten phanotypisch ahnliche
Charaktistika wie L-CMD-Patienten. Sie starbenzretner echokardiographisch erfassten
normalen kardialen Funktion innerhalb von drei Warthwir konnten keine Hinweise finden,
dass das UPS in homozygoten Méusen an der Degradabn Lamin A/C beteiligt ist.
Jedoch war die nach Abschluss dieser Arbeit bestinttalbwertszeit von Lamin langer als
erwartet, weshalb das UPS eventuell nicht langeugemit dem Proteasom-Inhibitor
behandelt wurde. Es bleibt somit offen, weshalbhdimozygoten Mause so frih versterben
und welches proteolytische System fir den schneWdsbau des mutierten Lamins
verantwortlich ist. Die heterozygoten Mause entwltdn ab einem Alter von 8 Monaten eine
DCM und verstarben daraufhin innerhalb kurzer Zeddie Lamin A/C Protein-
Konzentrationen waren bei den heterozygoten Mausaal reduziert, wahrend bei alteren
Mausen mit bereits beginnender DCM im Vergleich \WI-Méausen kein Unterschied
gemessen wurde. Wir konnten zeigen, dass das UR&erozygoten Mausen geschwacht ist.
Besonders deutlich wurde dies in den mit einem BeBertermausmodell gekreuzten
Mausen. Die Evaluation des gekreuzten Modells esalit zukinftigen Experimenten ein
zentraler Punkt sein. Zudem weisen die echokardmigschen Ergebnisse der heterozygoten
Mause darauf hin, dass bei Patienten mit L-CMD onKolluntersuchungen ein besonderes
Augenmerk auf die Entwicklung einer DCM gelegt weardsollte.

84



Abklrzungsverzeichnis

6 ABKURZUNGSVERZEICHNIS

i

°C

%

Abb
AD

AK
AMC
ANF
AR

AT

AU
AWTh
B-NA
BAC
BW
cDNA
cm
CMT2
CMV
cMyBP-C
CT-Aktivitat
d

DCM
EDMD

EF

Mikroliter

Grad Celsius

Prozent

Abbildung

autosomal-dominant

Antikorper
7-Amino-4-Methylcoumarin

atrialer natriuretischer Faktor
autosomal-rezessiv
AnnealingTemperatur

Arbitrary unit (willktrliche Einheit)
Vorderwanddicke

B-Naphtylamid

bacterial artificial chromosome
Korpergewicht

komplementare Desoxyribonukleinsaure
Zentimeter
Charcot-Marie-Tooth-Krankheit Typ 2
Cytomegalievirus

kardiales Myosin-bindendes Protein C
Chymotrypsin-ahnliche Aktivitat
enddiastolisch

dilatative Kardiomyopathie
Emery-Dreifuss-Muskeldystrophie

Ejektionsfraktion
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EKG Elektrokardiogramm

ENDO endokardiale Flache

EPI epikardiale Flache

ER Endoplasmatisches Retikulum

ERK extracellular signal-regulate&inase

ES embryonale Stammzellen

FAS linksventrikulare Flachenverkirzungsfraktion
FR Fluoreszenzreporter

FS linksventrikulare Verkirzungsfraktion

g Gramm

GFP grun fluoreszierendes Protein

HCM hypertrophe Kardiomyopathie

HSV-TK Herpes simplex Virus-Thymidinkinase

HW Herzgewicht

JNK c-Jun N-terminale Kinase

K32 Lysin 32

K48 Lysin 48

kD Kilodalton

LAP1 Lamin-assoziiertes Polypeptid

L-CMD LMNA-assoziierte kongenitale Muskeldystrophie
LGMD1B Gliedergurtel-Muskeldystrophie Typ1B

LV linker Ventrikel

LVEDV linksventrikulares enddiastolisches Volumen
LVESV linksventrikulares endsystolisches Volumen
LVID linksventrikulare Durchmesser

LVM linksventrikulare Masse
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MAPK
mg
MHC
min

ml
MLC
MRNA
NLS
nm
NMCM
NPC
PCR
PPARy
PWTh
Rb
RFU
rpm
RT
RTg-PCR
SEM
SREBP1
UPS
VW
WAT
WT

XL

Mitogenaktivierte Proteinkinase
Milligramm

Myosin heavy chain

Minuten

Milliliter

Myosin light chain
messengeRibonukleinsaure
Kernlokalisationssignal

Nanometer

Neonatale Mauskardiomyozyten
Kernporenkomplex
Polymerase-Kettenreaktion
peroxisome proliferator-activated receptor
Hinterwanddicke
Retinoblastomprotein

Relative Fluoreszenzeinheiten
Umdrehungen pro Minute

Reverse Transkription

Quantitative Echtzeit-PCR
Standardabweichung des Mittelwerts
sterol regulatory element-bindirgroteinl
Ubiquitin-Proteasom-System
Ventrikelgewicht
weil3es Fettgewebe

Wildtyp

X-chromosomal
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