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3 Einleitung

Herzkreislauferkrankungen gehdéren neben Malignomen zu den haufigsten Ursachen fir
Morbiditdt und Mortalitat weltweit. Betrachtet man die Mortalitat der kardiovaskularen Erkran-
kungen, sind diese mit bis zu 30% aller Todesfalle die fihrende Todesursache (WHO 2013).
Vor allem in den Industrienationen sind etwa 70 bis 80% aller Todesfalle bei Uber den 75-
Jahrigen auf kardiovaskulare Erkrankungen zurickzufuhren (Lloyd-Jones, Adams et al.
2010). Diese sind hauptsachlich Hypertonie, koronare Herzkrankheit, Herzinsuffizienz oder
Herzinfarkt, deren zugrundeliegende Erkrankung in der Regel die Arteriosklerose ist. Doch
neben diesen, vor allem im Alter auftretenden Erkrankungen gibt es weitere kardiovaskulare
Erkrankungen, die auch junge Menschen betreffen. Zu diesen zahlen die Kardiomyopathien
(KMP).

3.1 Klassifikation der Kardiomyopathien

Urspringlich wurden nach Bridgen und Goodwin alle subakuten oder chronisch verlaufenden
Herzmuskelerkrankungen unklarer Genese zu den Kardiomyopathien gezahlt. Doch schon
bald erwies sich diese Einteilung als unzureichend und man fihrte neben der Einteilung der
Lprimaren’, rein das Herz betreffenden Kardiomyopathien, die ,sekundaren” Kardiomyopa-
thien ein. Zu diesen gehdren die Erkrankungen, bei denen das Herz im Rahmen eines sys-
temischen Erkrankungsprozess oder einzelner Organerkrankungen im Verlauf mitbetroffen
ist, auch wenn der Zusammenhang zwischen der Grunderkrankung und der Herzerkrankung
noch nicht vollstdndig geklart ist (Maron, Towbin et al. 2006). Laut WHO-Report von 1995
werden die vier Untergruppen der Kardiomyopathien eingeteilt in die Hypertrophe Kardiomy-
opathie (HCM), die Dilatative (DCM), die Restriktive und die Arrhythmogene Rechtsventriku-
lare Kardiomyopathie (Richardson, McKenna et al. 1996).

Neben der Einteilung nach der Atiologie der Herzmuskelerkrankung kénnen die Kardiomyo-
pathien auch nach Hamodynamik und Morphologie eingeteilt werden. Gegenstand dieser
Arbeit ist die HCM, bei der neben der muskularen Stenose der ventrikularen Ausflussbahnen
der verdickte, nicht-dilatierte linke Ventrikel mit hyperdynamischer Kammer aufféllt, ohne
dass dieser auf andere kardiale oder systemische Erkrankungen zurlickzufihren ist
(Remmele, Buss et al. 1999, Marian 2010).

12



Einleitung

3.2 Epidemiologie und Klinik der Hypertrophen Kardiomyopathie
Die Hypertrophe Kardiomyopathie (HCM) ist eine der haufigsten genetisch bedingten kardi-

ovaskularen Erkrankungen. Epidemiologische Studien haben gezeigt, dass die Pravalenz
der HCM auf ungefahr 1:500 der jungen Erwachsene geschatzt wird (Maron, Gardin et al.
1995). Am haufigsten werden junge Erwachsene symptomatisch, die Erkrankung kann je-
doch in jedem Alter auftreten. Manner und Frauen erkranken in etwa gleich haufig, Frauen
erkranken meist friher. Grundsatzlich betrifft diese Erkrankung alle Altersgruppen. Eine be-
sondere Bedeutung wird der HCM bei Sauglingen und Kleinkindern zugeschrieben, da hier
die meisten Todesfalle innerhalb des ersten Lebensjahres auftreten und das Risiko eines
plétzlichen Herztodes umso groRer ist, je friher die Symptome auftreten (Remmele, Buss et
al. 1999).

Der klinische Schweregrad der Erkrankung ist variabel, sowohl beim Vergleich verschiedener
Familien miteinander als auch beim Vergleich betroffener Patienten einer Familie unterei-
nander. Die Klinik der Patienten ist heterogen: Mehr als die Halfte der Patienten zeigt keine
oder nur sehr leichte kardiovaskuldre Symptome wie Brustschmerz oder Dyspnoe. Dyspnoe
ist das bei bis zu 90% der Patienten filhrende Symptom, das vor allem die Konsequenz dias-
tolischer Dysfunktion ist. Des weiteren kénnen jedoch auch pektanginése Beschwerden,
Palpitationen, ventrikulare Arrhythmien bis hin zu ventrikuldren Tachykardien mit Schwindel,
Prasynkopen und Synkopen, sowie Symptome der Herzinsuffizienz bei Patienten allen Alters
auftreten (Erdmann 2011). Elektrokardiographisch sind tiefe Q-Wellen in den Ableitungen II,
I, aVF und Vg, tiefe S-Wellen in den rechten prakordialen Ableitungen, ST-Strecken-
Veranderungen, sowie linksventrikuldare Hypertrophie nachweisbar. Geflirchtet ist vor allem
der plétzliche Herztod. Dieser kann potentiell bei allen Patienten auftreten, ist jedoch gehauft
bei Jugendlichen und jungen Erwachsenen zu finden. Oft ist der pl6tzliche Herztod die erste
klinische Manifestation. Die HCM ist deshalb auch mit bis zu 50% der Falle die haufigste
Ursache fur den plétzlichen Herztod junger Menschen und Athleten (Braunwald et al. 2001).
Die Inzidenz des plétzlichen Herztodes wird auf ungefahr 1% pro Jahr bei Erwachsenen mit
HCM geschéatzt, und auf 2-4% bei Kindern und Jugendlichen (Elliott und McKenna 2004).
10-15% aller HCM-Patienten entwickeln im Verlauf der Erkrankung eine dilatative Kardio-
myopathie. Trotz allem ist fur die meisten Patienten die HCM eine relativ benigne Erkran-

kung; die geschatzte jahrliche Mortalitatsrate liegt bei 0,7% (Cannan, Reeder et al. 1995).
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3.3 Makroskopie und Histologie der HCM

Makroskopisch fallt bei der HCM primar das Herzgewicht mit einem Dreifachen des Norma-
len auf, bezogen auf Alter, Geschlecht und KorpergroRe. Die Angaben schwanken dabei
zwischen 350 und 1250 g. Als auffalligste makroskopische Veranderung imponiert die Hyper-
trophie des interventrikularen Septums, gelegentlich auch die Verdickung der Kammerwande
bei eher kleinem Ventrikellumen (Abb. 1) Die asymmetrische Septumhypertrophie kommt in
bis zu 95% aller Falle vor. Haufig ist diese im gesamten trabekuldren Septum zu finden, oft
auch in den subvalvularen, mittleren oder apikalen Anteilen und nur selten in den mittleren
ventrikularen linken Ventrikelwanden oder im Apex des Herzens. Des weiteren sind subaor-
tale Obstruktionen des linken Ausflusstrakts zu finden, die auf Ventralverlagerungen der Pa-

pillarmuskeln und Mitralsegel, sowie auf Verdnderungen der Mitralklappen in Form von Ver-

langerung der Sehnenfaden und Anlegen der Mitralsegel an den Septumwulst zuriickzufih-
ren sind (Doerr, Seifert et al. 2000).

Histologisch betrachtet imponiert die HCM durch
drei Phanomene: Faserhypertrophien, Muskelfa-
serfehlverlaufe und interstitielle Fibrose. Die
Muskelfaserhypertrophie ist unregelmalig aus-
gebildet, die Zellen sind mit Durchmessern von
bis zu 40 um oft stark vergréRRert, die Kerne der
Myozyten sind atypisch geformt, hyperchroma-
tisch und haben haufig einen aufgehellten peri-
nuklearen Hof, der auf eine Degeneration hin-

weist. Kennzeichnend fir eine HCM ist auller-

Ers e v /i N \ & 4

dem der Muskelfaserfehlverlauf. Abnorme,

Abb. 1: Makroskopischer und mikroskopischer R .
. . . stumpfwinklige Verzweigungen der Myozyten
Vergleich eines normalen Herzens (links) und

eines mit hypertropher Kardiomyopathie ©der Muskelfasern dominieren das mikroskopi-
(rechts). Deutlich werden beim Herz mit Hyper- sche Bild. Dieser Muskelfaserfehlverlauf ist vor

tropher Kardiomyopathie vor allem die interventri- gllem im mittleren Septumanteil und im linken

kulare Septumhypertrophie und das verkleinerte . . . . .
P yp P Ventrikel nachweisbar. Dieser Fehlverlauf ist flr

Ventrikellumen. Abbildungen angepasst von der ) )
die HCM jedoch nicht pathognomonisch, sondern

Webseite der Mayokliniken (www.mayoclinic.org)
und Geisterfer-Lowrance et al. 1990. auch in Herzen mit angeborenen Herzfehlern

oder erworbenen Herzerkrankungen bekannt.
Fur die Diagnose einer HCM ist nach Experimenten von Maron und Roberts et al. in trans-
versal geschnittenen Gewebeproben eine Desorganisation des Gewebes von uber 5% mit
einer Sensitivitat von 90% notwendig (Maron, Sato et al. 1979). Zusammenfassend kann
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man sagen, dass nicht allein das Vorliegen eines Faserfehlverlaufs, sondern dessen Aus-
malf} fur eine HCM charakteristisch ist. Zur Entstehung der Faserfehlverlaufe gibt es noch
keine allgemein anerkannte Entstehungsursache. Es wird angenommen, dass diese eine
lokale Stérung im Kontraktionsablauf ist. Neben den hypertrophierten Muskelzellen und den
Faserfehlverlaufen ist auRerdem Fibrose beschrieben. Diese ist vor allem zu den plexiformen
Fibrosetypen zu zahlen, die bei der HCM besonders im Septumbereich signifikant starker
ausgepragt ist. Das Auftreten ist eng mit dem Faserfehlverlauf assoziiert, da vor allem in die-
sen Regionen die Fibrose am ausgedehntesten zu finden ist. Auch die Ursache der Fibrose
ist noch nicht geklart: Man nimmt an, dass die Degeneration der hypertrophierten Muskelzel-
len mit anschlieBender Replacement-Fibrose nicht der alleinige Grund sein kann, da eine
Korrelation der Fibrose mit der Septum- bzw. Wanddicke nicht besteht. Man vermutet eine
gesteigerte Kollagensynthese mit Fibrosebildung aufgrund lokal gestdrter Kontraktionsablau-
fe im Myokard. Des weiteren findet man bei Patienten mit Ausflusstraktobstruktion gehauft
lokale Zirkulationsstérungen mit fleckférmigen Fibrosen um das Narbengewebe (Doerr,
Seifert et al. 2000).

Bei vielen Patienten liegen klinische, hdmodynamische, elektrokardiografische oder morpho-
logische Hinweise auf eine Myokardischamie vor. Diese Hinweise lassen sich mit einer Ab-
nahme der kleinen Arteriolen pro Myokardflache, sowie auch ihrer Volumendichte erklaren,
was insbesondere auf den Septumbereich zutrifft. Diese intramyokardialen, dysplastischen
Arterien mit verbreiterter Media, teils intakter, teils aufgesplitterter Lamina elastica interna
und externa sind jedoch nicht spezifisch fur die HCM, sondern auch bei anderen Erkrankun-
gen beschrieben. Auffallig ist, dass das Vorkommen fleckformiger Fibrose mit dem Auftreten
dysplastischer Arterien assoziiert ist, so dass hier die Annahme eines pathogenetischen Zu-
sammenhangs der intramyokardialen GefaRRdysplasien fir die Minderperfusion des Herzens
gestitzt wird (Doerr, Seifert et al. 2000).

Elektronenmikroskopisch erkennt man vor allem Veranderungen der Zellkontakte, sowie der
Zellorganellen der Myozyten selbst. In den Faserfehlverlaufen sind deutlich abnorme Anord-
nungen der Myozyten und atypische Zellverzweigungen mit seitlicher Nexusbildung zu er-
kennen. Die Myofibrillen zeigen unterschiedliche Breiten, unterschiedliche Verlaufsrichtun-
gen und abnorme Uberkreuzungen. Betroffenes Zytoskelett-Bestandteil ist vor allem das
Desmin, das physiologischerweise flr die Ausrichtung der Myofilamente und die Koordinati-
on ihrer Kontraktion zustandig ist. In gesunden Herzen ist dieses netzférmig um die Z-

Streifen, die Glanzstreifen und Myofibrillen angeordnet und verbindet Z-Streifen untereinan-
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der, sowie diese mit der Kernmembran und anderen Zellorganellen. Selektive Veranderun-
gen der Desminfilamente sind ausschlief3lich in den verdnderten Faserziigen nachweisbar.

Glanzstreifen und Z-Streifen sind weniger deutlich anfarbbar (Doerr, Seifert et al. 2000).

3.4 Klinische Pathophysiologie der HCM

Die Herzaktion bei Patienten mit HCM ist in der Systole sowie in der Diastole gestoért. Die
Systole der HCM ist gekennzeichnet durch eine gesteigerte Kontraktion und eine dadurch
resultierende normale bis erhdhte Ejektionsfraktion. Etwa 25% der Personen mit HCM zei-
gen zusatzlich eine intrakavitare Obstruktion im Ausflusstrakt in Ruhe (daher der altere Be-
griff der Hypertrophen Obstruktiven Kardiomyopathie, HOCM), die sich unter Provokation
verstarken kann (Maron, Olivotto et al. 2003, Elliott, Gimeno et al. 2006, Maron, Olivotto et
al. 2006). Im Verlaufe der Erkrankung verschlechtert sich die Kontraktionskraft haufig. Man
nimmt an, dass die Ursache daflr die zunehmende Fibrose ist, die als Folge der Myokardi-
schamie aufgrund der dysplastischen Arterien auftritt. Es entwickelt sich eine Wandverdin-
nung, eine verminderte Ejektionsfraktion und somit ein erhdéhtes enddiastolisches Volumen,
das zu einer Ventrikeldilatation fuhren kann. Fur die HCM ist eine frihe, rasche Ejektions-
phase ohne Obstruktion charakteristisch, in der bis zu 60% des Volumens ausgetrieben wer-
den. Unterhalb der Aortenklappe kommt es dann zu einer Obstruktion durch die Vorwarts-
bewegung der Mitralsegel mit Anlegung an den Septumwulst. Durch diese Obstruktion an-
dert sich der Blutfluss; die Leerungsphase wird langsamer, der linke Ventrikel muss nun ge-
gen die Obstruktion bei gleichzeitiger Druckerhéhung in der Kammer und Druckabfall hinter
der Obstruktion anpumpen. Es kommt in der spaten Systole zu einer Regurgitation der Mit-
ralsegel und ein Teil des Schlagvolumens verladsst den linken Ventrikel ortho- oder retrograd
nach Eintritt der Obstruktion.

Wahrend der Diastole kommt es zu einer erschwerten Fillung der linken Herzkammer, da
durch das hypertrophierte Septum der Ventrikel stark eingeengt ist und die Kammerwande
vermindert dehnbar sind. Dies flhrt zu einer linksventrikularen enddiastolischen Druckerho-
hung bei verringertem enddiastolischen Volumen. Im Zuge dessen kommt es zu einer ge-
stérten Relaxation des Ventrikels, die die frihdiastolische Fullungsphase verlangert und die
Druckabnahme im linken Vorhof verzégert. Auch hier resultiert eine systolische Belastung
des Vorhofs, so dass dieser nun mit hohem Druck in den Ventrikel pumpen muss. Da das
enddiastolische Volumen bereits in Ruhe um bis zu 30% verringert ist, muss der Ventrikel
einen starkeren systolischen Druck aufbauen, um ein gentigendes Schlagvolumen aufbrin-
gen zu kénnen. Unter Belastung bedeutet dies, dass das erforderte Herzzeitvolumen nicht
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Uber das Schlagvolumen, sondern nur Uber die Herzfrequenz erhdht werden kann (Doerr,
Seifert et al. 2000). Siehe hierzu auch die folgende Abbildung.

v Dehnbarkeit des linken Ventrikels

/ i AN

[TMuskelmasse] [ vVolumen ] [’]\Myokardsteiﬁgkeit]

Hypertrophe
Kardiomyopathie

TKontraktions- »L Koronar-/ LV- Biochemische Mitralinsuff.
widerstand Fillung Prozesse LV-Asymmetrie

\L diastolische Relaxation des linken Ventrikels

Abb. 2: Der Pathomechanismus der HCM. Verminderte Dehnbarkeit des LV durch vermehrte Muskelmasse,
verringertes Volumen und pathologische Myokardsteifigkeit. Verminderte diastolische Relaxation des linken
Ventrikels durch erhdhten Kontraktionswiderstand, verminderte Koronar- und linksventrikuldre Fillung. Haufig
begleitend Mitralinsuffizienz, linksventrikuldaren Asymmetrie und biochemische Prozesse. Grafik adaptiert nach
Doerr, Seifert et al., 2000.

3.5 Molekulare Pathophysiologie der HCM

Die HCM zeigt einen Uberwiegend autosomal-dominanten Vererbungsmodus. Die Penetranz
ist bei jungen Menschen inkomplett, mit zunehmendem Alter der Patienten erreicht sie je-
doch nahezu 100%. Etwa die Halfte aller Patienten mit HCM haben erkrankte Verwandte
ersten Grades, so dass es sich um die erbliche Form der HCM handelt. Zusatzlich wurde
bislang ein einzelner autosomal-rezessiver Erbgang nachgewiesen (Maron und Bonow
1987). Bei der anderen Halfte der Patienten handelt es sich um so genannte ,sporadische®
de-novo-Mutationen. Dabei spielen spontane Neumutationen, rezessive Erbgange und nicht-
genetische Ursachen wahrscheinlich eine Rolle (Alcalai, Seidman et. al, 2008). Des weiteren
wurden von Forissier et al. Falle beschrieben, in denen Patienten Trager von zur HCM fih-
renden Mutationen waren, die somatischen Zellen der Eltern beim Screening keine, die
Keimzellen der Mutter jedoch eben jene Mutationen aufwiesen. Wahrscheinlich sind solche

Keimbahn-Mosaike fir einige Falle der HCM verantwortlich (Forissier, Richard et al. 2000).
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Der HCM liegen Einzelmutationen in Genen zugrunde, die haufig fur verschiedene kontrakti-
le Proteine des kardialen Sarkomers kodieren. Deswegen wird die HCM auch als Krankheit
des Sarkomers klassifiziert. Die Suche nach Mutationen, die zur HCM fihren, lauft nun
schon seit Uber zwei Jahrzehnten, denn 1989 wurde der erste Genlokus identifiziert, der fur
die HCM verantwortlich ist (Jarcho et al. 1989, Seidman und Seidman 2001). Bis heute sind
mehr als 470 verschiedene Mutationen auf mindestens 10 Genen gefunden (Schlossarek,
Mearini et al. 2011, Friedrich und Carrier 2012).

Etwa 82% der zur HCM fuhrenden Mutationen betreffen die Gene MYH7 und MYBPCS3, die
fur die B-Myosin-schwere-Kette (MYH7), beziehungsweise das Myosin-bindende Protein C
(MYBPC3) kodieren (Richardson, McKenna et al. 1996). Die meisten Mutationen in
MYBPC3, ein groRes sarkomerisches Protein mit spezifischen Myosin-, Titin- und Aktin-
Bindungseigenschaften, fuhren zur Unterbrechung des Leserasters, nachfolgend zu verkirz-
ten Proteinen und einer resultierenden HCM (Carrier 2007). Die wesentlich seltener mutier-
ten Gene kodieren das Troponin T sowie Troponin |, das a-Tropomyosin, regulatorische und
essentielle Myosin-leichte-Ketten sowie Titin, a-Aktin, die a-Myosin-schwere-Ketten und Pro-
teine der LIM-Familie (Maron, McKenna et al. 2003, Marian 2010).

Protein Gen Anzahl der Mutationen
B-Myosin heavy chain MYH7 218
Cardiac myosin-binding protein cMyBPC 185
Cardiac Troponin T TNNT2 36
Cardiac Troponin | TNNI3 30
a-Tropomyosin TPM1 12
Regulatory myosin light chain MYL2 10
Cardiac a-Actin ACTC1 7
Essential myosin light chain MYL3 5
a-Aktinin 2 ACTN2 4
Four-and-a-half-LIM-protein 1 FHL1 3
Muscle LIM protein CSRP3 3
Muscle RING-finger protein 1 TRIM63 3
Myozenin 2 (Calsarcin 1) MYOZ2 2
Nexilin NEXN 2
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Telethonin TCAP 2
Titin TTN 2
Vinculin VCL 2
a-Myosin heavy chain MYH6 1
Obscurin OBSCN 1
Cardiac Troponin C TNNC1 1

Tabelle 1: Bekannte Mutationen in Genen der sarkomerischen Proteine, die zur Hypertrophen Kardiomyo-
pathie fiihren. Angegeben sind Gen, Protein, sowie Anzahl der bekannten Mutationen (Schlossarek, Mearini et
al. 2011).

Es ist zu diskutieren, inwiefern Genmutationen zu solch tiefgreifenden Veranderungen des
Myokards und zu funktionellen Konsequenzen fihren kénnen. Die deutliche Klinik von HCM-
Patienten mit heterozygoter Mutation Iasst vermuten, dass das mutierte Allel dominant ist
und eine Haploinsuffizienz vorliegt. Dieses ist beispielsweise fiur HCM-Patienten mit Mutatio-
nen im MYBPC3-Gen nachgewiesen (Marston, Carrier et al. 2011). Die Frage, warum die
Mutation sich dominant durchsetzt, 1asst sich durch zwei mdgliche Hypothesen erklaren.
Entweder fuhrt die Mutation einerseits dazu, dass das entsprechende Protein oder die mu-
tierte cDNA instabil ist oder nicht gebildet und andererseits dazu, dass ein fehlerhaftes Pro-
dukt entsteht, das rasch abgebaut wird. In beiden Fallen ware das mutierte Gen ein funktio-
nelles Nullallel (Vosberg 1998, Marston, Carrier et al. 2011). Da jedoch in einzelnen be-
schriebenen Fallen Mutationen in MYH7, welches fir die -Myosin-schweren-Kette kodiert,
asymptomatisch waren, ist nicht sicher, ob diese Nullallel-Hypothese auf die HCM anwend-
bar ist (Nishi, Kimura et al. 1995). Eine alternative Erklarung zur Entstehung der HCM ist die
sogenannte dominant-negative Wirkung. Diese beschreibt das Phanomen, dass die Anwe-
senheit mutierter Proteine im Zusammenspiel mit anderen Proteinstrukturen zu Fehlfunktio-
nen des ganzen Proteinkomplexes fuhren kénnte. Diese Erklarung lasst sich mit Experimen-
ten bestarken, die gezeigt haben, dass sowohl mutierte Myosin-Filamente, als auch mutierte
Troponin T-Proteine veranderte Eigenschaften bezlglich der Kontraktilitat und Motilitat auf-

weisen (Vosberg 1998).

Obwohl nun eine Vielzahl von HCM-hervorrufenden Mutationen in verschiedenen Genen
beschrieben ist, sind nur etwa bei zwei Dritteln der HCM-Patienten bekannte Mutationen
nachzuweisen (Marian 2010). Deshalb ist anzunehmen, dass andere Gen-Mutationen exis-
tieren missen, die es zu identifizieren gilt. Diese Idee ist die Grundlage der vorliegenden

Doktorarbeit: die Entdeckung neuer HCM-Krankheitsgene. Deshalb untersuchten wir das
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Genom von Patienten mit diagnostizierter HCM, welche in vorangegangenen Untersuchun-
gen keine Mutationen in den bekannten Genen MYH7, MYBPC3, TNNT2, TNNI3 oder MYL2
gezeigt hatten. 2012 erfolgte dann in selber Kohorte die Suche nach Mutationen im Genom
von FHL1 als Krankheitsgen zur Entwicklung der isolieten HCM durch Friedrich et al. Es
zeigte sich, dass mutierte FHL1-Proteine als ,poison peptides” zu Hypertrophie, diastolischer
Dysfunktion und gesteigerter Kontraktilitdt fihren. In vorliegender Arbeit konzentrierten wir
uns anschlieflend auf das Screening des FHL2-Gens. Die Annahme, dass Mutationen im
FHL2-Gen eine bedeutende Rolle in der Pathophysiologie der HCM spielen kénnten, ist nicht
unbegrindet. Zum einen ist bekannt, dass Mutationen in FHL2 mit der Entwicklung einer
DCM assoziiert sind, zum anderen spielen FHL2-Proteine im Herzen eine wichtige Rolle, da
sie mit wichtigen Strukturproteinen des Herzmuskels, mit metabolischen Enzymen, sowie
diversen Transkriptionsfaktoren interagieren und ihnen somit eine pathogene Rolle denkbar

zuzuschreiben ware (Lange, Auerbach et al. 2002, Matsumoto, Hayashi et al. 2005).

3.6 Muskel-LIM-Proteine

Das FHL2-Protein gehdrt zu den LIM-Proteinen. Diese cysteinreichen Proteine beinhalten
alle eine oder mehrere LIM-Domaéanen, die aus zwei tandemartig wiederholten Zink-Fingern
bestehen und als Protein-Protein-Interaktionsdomanen funktionieren. Die Anzahl dieser Do-
manen in den LIM-Proteinen wird zur Subklassifikation benutzt. Drei Subgruppen werden
unterschieden: die LIM-homeodomaine Proteine, die wichtig fur die Entwicklung neuronaler,
endokriner und skelettaler Strukturen in Wirbeltieren sind, spezifisch funktionelle LIM-
Proteine, sowie die LIM-only Proteine (LMO), die in der Entwicklung der Skelettmuskulatur
und der Strukturerhaltung des Myokards eine wichtige Rolle spielen. Eine spezifische Sub-
klasse der LMO-Proteine ist die Familie der FHL2-Proteine, die viereinhalb LIM-Domanen
enthalten. In dieser Familie sind bislang FHL1, FHL2, FHL3, FHL4 sowie ACT und ARAS55 im
Menschen bekannt, die alle zell- und gewebespezifisch exprimiert werden und Regulatoren

der Transkription und Signaltransduktion sind (Kong, Shelton et al. 2001).

Name Expressionsmuster Funktion

Skelettmuskulatur,
FHL1 Myogenese
Fokaladhasion

FHL2 Myokard, Downregulation | Kardiogenese, Koaktivator des Androgenrezep-
im Rhabdomyosarkom tors

FHL3 Skelettmuskulatur Myogenese
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FHL4 Hoden Spermatogenese

Aktivierung der Transkription durch CREM und
ACT Hoden

CREB
ARA55 Prostata Koaktivator des Androgenrezeptors

Tabelle 2: Auflistung der Familie der four-and-a-half-LIM-Proteine. Angabe von Name, Expression und Funk-
tion (Kong, Shelton et al. 2001).

3.7 FHL2 und seine Interaktionspartner

Das four-and-a-half-LIM-Protein 2 (FHL2), das wohl bislang am meisten untersuchte der
FHL-Proteine, spielt neben der Rolle als Regulator der Genexpression, der Zytoarchitektur,
der Zelladhasion und Signaltransduktion zusatzlich eine entscheidende Schllisselrolle in der
spezifischen Differenzierung und der Regulation des Herzwachstums. FHLZ2 liegt auf Chro-
mosom 2q12—q14 und besitzt acht Exons, von denen die ersten drei nicht-kodierend sind.
Das Gen wird in ein Transkript von 1,5 kb transkribiert und in ein Protein von 279 Aminosau-
ren translatiert. Das Protein ist etwa 32 kDa schwer und besitzt einen isoelektrischen Punkt

von ca. 7,2.

FHL2-Gen 14 =#—2#3— [l 536 m7 8
A':'G T(ISA

Abb. 3: Schemadarstellung FHL2. Exons sind nummeriert. Kodierende Regionen sind als schwarze, nichtkodie-
rende Regionen sind als graue Kéastchen dargestellt. ATG markiert das Startcodon der Translation, TGA das

Stopcodon.

FHL2 wird vor allem im Herzen, aber auch in geringen Anteilen in anderen Organen wie zum
Beispiel in der Skelettmuskulatur, Plazenta und Ovar exprimiert. In Milz, Thymus, Haut und
in den peripheren Leukozyten ist keine Expression festzustellen (Kong, Shelton et al. 2001).
In Immunfluoreszenz-Versuchen zum Nachweis der Lokalisation fand sich kein Nachweis flr
FHL2 im Zytoplasma oder im Nukleus der Myozyten, sondern ausschlief3lich im Sarkomer.
Hier zeigte sich eine deutliche Querstreifung des Sarkomers, FHL2 bindet hier zum einen
deutlich an der I-Bande und zum anderen abgeschwachter an der M-Bande des Sarkomers
(Granzier et al 2009).
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Abb. 4: Aufbau des Sarkomers und Interaktion der Hauptbestandteile. Neben Aktin und Myosin spielt auch
das Strukturprotein Titin eine wichtige Rolle im Zusammenspiel der M- und Z-Scheibe. Frei adaptiert aus Physio-

logie, Klinke, Pape, Kurtz, Silbernagl, Thieme.

a-Aktinin FHL2 Ubereinandergelegt

Abb. 5: Immunfluoreszenz an adulten Kardiomyozyten von WT-Méausen. Linkes Bild IF mit a-Aktinin-
Primarantikdrpern und Sekundarantikorper Alexa488, mittleres Bild mit FHL2-Antikérpern und Sekundarantikorper
Cy3, sowie rechts beide ibereinandergelegt. Es zeigt sich eine deutliche Ko-Lokalisation beider Proteine. Nicht-

publizierte Daten der AG Carrier.

Die Bedeutung von FHL2 als Marker kardiogener Zellen wurde unter anderem von der Ar-
beitsgruppe um Kong et al. gezeigt. In Northern Blots zeigte sich eine FHL2-Expression
schon ab dem 7. Embryonaltag, die auch im Verlauf der Herzentwicklung nachweisbar war.
Durch In-situ-Hybridisierung (ISH) transversal geschnittener adulter kardialer Ventrikel mit
markierten antisense FHL2-Sonden zeigte sich deutlich die Anwesenheit von FHL2 in freien
Ventrikelwdnden und besonders ausgepragt im Ventrikelseptum. Des weiteren war FHL2 in
bestimmten embryonalen Entwicklungsstadien in undifferenzierten Zellen anderer Gewebe,
sowie auch in adulten Geweben zu finden, doch war die Expression hier minimal im Ver-

gleich zum starken kardialen Signal (Kong, Shelton et al. 2001).
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Analysen in homozygoten Fhi2-knock-out-Mausen (KO) durch die Arbeitsgruppe um Chu et
al. zeigten, dass der homozygote KO von FhI2 weder zu einem nachweisbaren kardialen
Phanotyp fihrte, noch zu einer Uberschiellienden hypertrophen kardialen Reaktion auf akute
Druckbelastung. Dies legt die Vermutung nahe, dass FHL2 fir die normale Herzentwicklung
und Herzfunktion nicht notwendig ist (Chu, Bardwell et al. 2000). In weiteren Mausmodellen
mit Fhi2-Wildtyp-(Fhi2**), heterozygoten (Fhi2*""), sowie homozygoten Nullmausen (Fh/2”)
zeigten sich auch hier keine Unterschiede der embryonalen Herzentwicklung oder auf histo-
logischer Ebene. Intraperitoneale Isoprenalin-Applikationen (28 mg/ml per 25 g Kdérperge-
wicht per Minipumpe) zeigten in Fh/2”-Mausen gesteigerte Hypertrophiezeichen auf diesen
chronischen adrenergen Stress. Es ergab sich ein signifikant héheres Herzge-
wicht/Korpergewicht-Verhaltnis der Fhi2"-Mause gegeniiber den Fhi2**-Mausen. Die Tatsa-
che, dass FhI2 vor allem in der Embryonalentwicklung und hier besonders ausgepragt im
Ventrikelseptum nachzuweisen ist, sowie auch die massive Hypertrophie-Reaktion auf chro-
nischen Stress machen deutlich, dass FHL2 moglicherweise eine ausschlaggebende Rolle in

der Herzphysiologie spielen kénnte (Kong, Shelton et al. 2001).

Betrachtet man die verschiedenen bekannten FHL2-Interaktionspartner, wird deutlich, dass
FHL2 eine multifunktionelle Rolle einnimmt. Mehr als 50 verschiedene Interaktionspartner
aus verschiedenen Funktionsklassen sind bekannt. Diese sind beispielsweise Integrin-
Rezeptoren, grofRe Strukturproteine wie a-Aktinin, Aktin und Titin, Transkriptionsfaktoren wie
die Androgenrezeptoren oder ACT, der Aktivator von cAMP-responsive element modulator
(CREM), ein wichtiges Protein der Spermatogenese-Regulation und SRF, der serum respon-
se factor, der als Transkriptionsfaktor eine regulierende Rolle in der Genexpression fir Zell-
wachstum und -Differenzierung einnimmt. Zusatzlich zeigen sich weitere wichtige Interaktio-
nen mit Splicingfaktoren oder Enzymen wie ERK2, die Adenylylzyklase, die Kreatinkinase

und die Phosphofruktokinase (Johannessen, Moller et al. 2006).

In Bezug auf die Zytoarchitektur und die Zelladh&sion interagiert FHL2 mit mehreren unter-
schiedlichen Interaktionspartnern. Samson et al. untersuchten beispielsweise die Interaktion
von FHL2 mit verschiedenen Integrin-Rezeptoren, die an der Zell-Adhasionsseite der Peri-
pherie von Z-Scheiben sitzen. Diese sind sowohl fir die Verbindung der Zellen mit der extra-
zellularen Matrix, als auch fir die Signaltransduktion der Zellen untereinander bedeutend.
Obwohl in Experimenten mit FHL2-Uberexpression keine Veranderung der Zelldurchlassig-
keit oder des Zellverbandes feststellbar war, wurde davon ausgegangen, dass FHL2 eine

Rolle in der Stabilisierung der Myozyten spiele (Samson, Smyth et al. 2004). Park et al. un-
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tersuchten, ob die Abwesenheit von FHL2, das an die a- und B-Untereinheiten der Integrin-
MolekUlle der extrazellularen Matrix bindet, die Organisation dieser beeintrachtigt. In mesen-
chymalen Stammzellen, die entweder aus FhI2-WT- oder Fh/2-KO Mausen stammten, zeigte
sich, dass die KO-Zellen im Gegensatz zu den WT-Zellen kaum in der Lage waren, ein ext-
razelluldres Netzwerk aufzubauen. Durch Zugabe von Retroviren, die fur myc-getaggtes hu-
manes FHL2 kodierten, konnte durch resultierende Expression von rekombinantem FHL2-
Proteinen die fehlerhafte Matrix in den KO-Zellen zum Teil wiederhergestellt werden (Park,
Will et al. 2008).

Die Arbeitsgruppe um Renger konzentrierte sich auf die Interaktion von FHL2 mit 3-Catenin.
3-Catenin funktioniert als zytoplasmatisches Ankerprotein, das an E-Cadherine gebunden ist
und im Komplex mit B-Catenin Uber Adharens-Verbindungen den Kontakt zum Zytoskelett
herstellt. Des weiteren besitzt 3-Catenin Funktionen in der transkriptionellen Aktivierung von
Zielgenen und spielt eine wichtige Rolle in der embryonalen Herzentwicklung (Renger et al.
2013). Studien von Baurand et al. zeigten, dass die Herunterregulierung von 3-Catenin zur
milden Form einer kardialen Hypertrophie des adulten Herzens flhrt (Baurand, Zelarayan et
al. 2007). Renger et al. zeigten zusatzlich, dass FHL2 mit R-Catenin interagiert und R-
Catenin-abhangige Transkription in kardialen Zellen verstarkt. Renger et al. konnten zeigen,
dass FHL2-Uberexpression die nukleare Translokation von B-Catenin hochreguliert und dies
ebenfalls daflir spricht, dass FHL2 zellspezifische Ko-Aktivatoren und Ko-Inhibitoren rekru-
tiert, um die R-Catenin-gesteuerte Transkription kardialer Zellen zu beeinflussen (Renger et
al., 2013).

Purcell et al. entdeckten die Interaktion von FHL2 mit der MAP-Kinase ERK2. Diese Kinase
ist fir einen der drei grolen MAP-Kinase-Wege zustandig, deren Aktivatoren vor allem die
beiden Kinasen MEK1 und MEK sind. Der MEK1/2-ERK1/2-Kinaseweg gilt als wichtiger Sig-
nalweg fur das hypertrophe kardiale Wachstum. Die Potenz der Transkription von ERK2 und
dadurch auch das Genprodukt selbst sind durch FHL2 vermindert, wodurch FHL2 als Inhi-
bitor der MEK1/2-ERK1/2-Kinasewege wirkt. Diese Tatsache lasst vermuten, dass FHL2 in
gesunden Herzen einer kardialen Hypertrophie entgegenwirken kénnte und dass diese Funk-
tion durch Mutationen im FHL2-Gen verlorengehen kénnte, was wiederum die wichtige Rolle

von FHL2 in der Herzphysiologie betont (Purcell, Darwis et al. 2004).

Okamoto, Li et al. untersuchten den Effekt von ROCK, Rho-associated coiled-coil containing

kinases, im Hinblick auf die Interaktion mit FHL2 als ,Hypertrophie-Hemmer®. Diese
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Proteinkinasen werden durch Angiotensin ll-aktiviertes RhoA, ein kleines GTPase-Protein
der Ras homolog gene family, member A, aktiviert und regulieren die downstream-Effekte
von RhoA auf das Aktin-Zytoskelett. Durch pharmakologische Inhibition von ROCK zeigte
sich, dass diese bei der Pathogenese von verschiedenen kardiovaskularen Krankheiten wie
zerebraler und koronaren Vasospasmen, als auch arterieller Hypertension oder kardialer
Hypertrophie eine regulative Aufgabe einnehmen. In ROCK2-defizienten Mausen zeigten
Okamoto et al. eine Fh/2-Hochregulation mit konsekutiver Hemmung von SRF und ERK,
sowie eine verminderte kardiale Hypertrophie-Entwicklung als Antwort auf Angiotensin IlI-
und TAC-Stimulation. Die ,transverse aortic constriction“ (TAC) ist eine haufig genutzte Me-
thode, um eine Druck-induzierte kardiale Hypertrophie und Herzinsuffizienz hervorzurufen.
Der Knockdown von Fhi2 in ROCKZ2-defizienten Mausen konnte diesen antihypertrophen

Effekt interessanterweise aufheben.

Die Arbeitsgruppe um Hojajev et al. evaluierte den Einfluss von FHL2 auf Calcineurin-
Signalwege. Dass der Calcineurin-NFAT-Pfad bei R-adrenerger, Isoprenalin-induzierter Hy-
pertrophie aktiviert ist (Saito et al, 2000) und sich der Weg mittels Calcineurin-Inhibition suffi-
zient blockieren lasst (Wilkins, Molkentin et al., 2004), ist bekannt. Hojajev et al. behandelten
FhI2-WT- und Fhi2-KO-Mause mit Isoprenalin und analysierten diverse NFAT-Zielgene. Die
Isoprenalin-Stimulation von Fhi2-WT-M&usen zeigte eine Verdopplung der Fhi2-Proteine wie
auch gleichsam erhdhte Fh/2-Transkripte im Vergleich zur Kontrollgruppe, die mit Kochsalz
stimuliert worden war. In Fhi2-KO-Mausen zeigte sich nach Isoprenalin-Stimulation fir 7 Ta-
ge ein signifikanter Anstieg des Quotienten aus Herz-/Kérpergewicht im Vergleich zu den
WT-Mausen, in den Kontrollgruppen zeigte sich keine Veranderung. Im Vergleich der basa-
len mRNA-Level von BNP und Rcan1.4, zwei bekannten Zielgenen des Calcineurin-NFAT-
Pfades, zeigte sich in Fh/2-KO-Mausen ein signifikanter Anstieg der Genexpression beider
Gene nach Isoprenalin-Stimulation im Vergleich zum WT. Des weiteren zeigte sich, dass der
Knockdown von Fhi2 zu einer vermehrten Calcineurin-induzierten Aktivierung bestimmter
Promoter von NFAT-Zielgenen fiihrt und eine Uberexpression von Fhl2 diese Aktivierung
verhindern kann. So kann man davon ausgehen, dass FHLZ2 den Calcineurin-Pfad inhibieren
und somit, zumindest teilweise, hypertrophes Wachstum blockieren kann. Auch dieses Er-
gebnis spricht fur eine FHL2-Beteiligung an der Regulation von hypertrophen Signalkaska-
den (Hojayev et al. 2009).

Den Einfluss von FHL2 auf fokale Adhasionsstrukturen, die fir die Verbindung von Proteinen

der extrazellularen Matrix (EZM) mit Integrinen notwendig sind, untersuchte die Gruppe um
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Park et al. In FHL2-KO-Zellen zeigte sich verglichen mit FHL2-WT-Zellen, dass ERK1- und
ERK2-Phosphorylierungen und Aktivierung der ERK-Kinasen vermehrt zu messen waren,
welche einerseits durch Wachstumsfaktoren und andererseits Integrin-vermittelt sind. Eine
Re-Expression von FHLZ2 in FHL2-KO-Zellen verhinderte diese Integrin-vermittelte Phospho-
rylierung, genauso wie die verstarkte Kinase-Aktivitat selbst. Die Integrin-vermittelte ERK-
Aktivierung wird durch die Phosphorylierung der Fokalen Adhasionskinase (FAK) katalysiert,
deren Aktivierung selbst durch Bindungen von Integrin-Molekilen mit Matrix-Proteinen initi-
iert wird. Gabriel et al. konnten feststellen, dass FHL2 mit fokalen Adhasionskinasen (FAK)
Komplexe bildet und so interagiert (Gabriel, Mildenberger et al. 2004). Die Tatsache, dass
fokale Adhasionen auch in der Abwesenheit von FHL2 gebildet werden, spricht laut Park
daflr, dass FHL2 nicht hauptsachlich an der Rekrutierung der FAKs flr Integrin-Bindungen
verantwortlich ist. Zusammenfassend zeigt sich der Einfluss von FHL2 auf die Integrin-
vermittelte ERK-Aktivierung und dass der KO zu veranderten Integrin-/FAK-Signalwegen
fuhrt. Weiterfuhrend zeigten sich in Immunfluoreszenz-Farbungen in FHL2-KO-Zellen Beein-
trachtigungen der fokalen Adhasionsmuster und des Aufbaus der extrazellularen Matrix
(Park, Will et al. 2008).

Sun et al. untersuchten FHL2 im Zusammenspiel mit der Kinase Sphingosin, deren Produkt
Sphingosin-1-Phosphat als intrazelluldrer ,second messenger” wichtige Aufgaben in biologi-
schen Prozessen wie der Regulation des Zellwachstums, -proliferation und -apoptose, sowie
der Calcium-Homdostase tUbernimmt. Es zeigte sich, dass die Uberexpression der zwei ver-
schiedenen Isoformen der Kinase, SK71 und SK2, entweder zu vermehrtem Zelliberleben
und Verhinderung der Apoptose (SK17) oder, im Gegensatz dazu, zu unterdriicktem Zell-
wachstum und verstarkter Apoptose (SK2) filhrte. Diese Phanomene flhrten zu der Annah-
me, dass die Kinase als interner Sensor fungieren kann, der Uber das Schicksal einer Zelle
entscheidet. In verschiedenen Versuchen stellte sich heraus, dass FHL2 und SK1 im Zyto-
plasma ko-lokalisiert sind, und FHL2 hemmende Eigenschaften gegenuber der SK-1 besitzt,

und so SK1-vermittelte anti-apoptotische Effekte verhindert (Sun, Yan et al. 2006).

Die Arbeitsgruppe um Robert et al. zeigte weiterfihrend, dass das SK-Produkt Aminophos-
pholipid Sphingosin-1-Phosphat (S1P) in neonatalen Ratten-Kardiomyozyten ein potenter
Stimulator der kardialen Hypertrophie ist und zugleich zur Aktivierung der ERK1 und 2 bei-
tragt, welche, wie oben beschrieben vermehrt in Fh/2-KO-Zellen zu beobachten waren
(Robert, Tsui et al. 2001).

26



Einleitung

3.8 FHL2 und Titin

FHL2 als Interaktionspartner des elastischen Riesenfilaments Titin, das gréf3te und eine der
wichtigsten Proteine des Sarkomers, das flr dessen Zusammenhalt und mechanische Ei-
genschaften zustandig ist, wurde durch mehrere Arbeitsgruppen untersucht. Titin ist nach
Aktin und Myosin der dritte Bestandteil des Sarkomers. Es ist etwa 3,6 MDa schwer und

spannt als Polypeptid von der Z-Scheibe zur M-Bande (Abb. 4).

Die Region der |I-Bande ist dehnbar und besteht aus tandemartig angeordneten Immunglobu-
lin-dhnlichen proximalen und distalen Segmenten sowie den unregelmallig angeordneten
N2B-Regionen und den PEVK-Elementen. Diese beiden Regionen funktionieren als federn-
de Elemente. Das C-terminale Ende des Titins ist nicht dehnbar und sitzt in der A-Bande des
Titins. Dieser Teil besteht aus sich wiederholenden Regionen und ist vor allem fir die An-
ordnung der dicken Filamente notwendig. Das COOH-Ende sitzt integriert in der M-Scheibe
des Sarkomers und besitzt Kinase-Domanen. Wie in den Z-Scheiben, wo sich Titin-
Filamente der gegenlberliegenden Sarkomere Uberlappen, Uberlappen sich auch Titin-
Filamente der gegenlberliegenden Sarkomere in der M-Bande, mit denen sie durch typische
Proteine der M-Bande verbunden sind. So entsteht ein zusammenhangendes Protein ent-
lang der Myofibrillen, das vor allem fir die passive Spannung, die durch die dehnbare Regi-
on in der I-Bande des Titins entsteht, zustandig ist. Durch Spleil’en entstehen verschiedene
Isoformen des Titins. Drei kardiale Isoformen sind bekannt: N2B, N2BA und FCT. Sie besit-
zen aufgrund von unterschiedlichen Elementen unterschiedlich elastische Eigenschaften, so
ist N2BA ist im Vergleich mit N2B wesentlich dehnbarer. Im linken Ventrikel beispielsweise
zeigt sich eine Ko-Expression von N2B und N2BA, wobei das Verhaltnis von N2BA zu N2B
im linken Ventrikel bei ungefahr 0,6 liegt, wdhrend im Atrium fast ausschlief3lich N2BA ex-
primiert wird. Die N2B-Regionen kdnnen zuséatzlich zu ihren elastischen Eigenschaften die
Signalwege der kardialen Hypertrophie beeinflussen, wéhrend die PEVK-Regionen eher als

molekulare Bremser dieser dienen (LeWinter and Granzier 2010).

Es wurde postuliert, dass die Interaktion zwischen Titin, FHL2 und verschiedenen Enzymen
der Sicherstellung einer hohen Konzentration an metabolischen Enzymen dient, die fur den
Energiebedarf der Herzaktion bendtigt werden. Diese Enzyme, die Muskel-Isoform der Krea-
tinkinase (MM-CK), die Adenylylzyklase und die Phosphofruktokinase, sollen direkt an FHL2-
Proteine binden. FHL2 wiederum soll als Adaptorprotein an zwei Seiten des Titins, zum ei-
nen an der N2B-Region, einer herzspezifischen Insertion der I-Bande, und zum anderen ab-
geschwachter an der is2-Region der M-Bande des Titins binden. Diese Annahme wurde mit
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Antikérper-Versuchen gegen FHL2 und verschiedene Epitope des Titins unterstitzt, wo sich
deutlich eine Querstreifung des Sarkomers zeigte (Lange, Auerbach et al. 2002). Bovill et al.
untersuchten die Veranderung der Lokalisation der FHL2-Proteine in insuffizienten Herzen
im Vergleich zu normalen Herzen. In insuffizienten Herzen zeigten sich hohe FHL2-
Akkumulationen im Golgi-Apparat und stark verminderte Lokalisation in den Z-Banden, die
Bindung von FHL2 mit der Adenylylzyklase, der Muskel-spezifischen Kreatinkinase und der
Phosphofruktokinase 2 blieb jedoch erhalten (Bovill, Westaby et al. 2009).

Radke zeigte in N2B-KO-Mausen, dass der KO der herzspezifischen N2B-Region zu Veran-
derungen der Sarkomerstruktur, insbesondere zu einer erhdhten passiven Spannung durch
kompensatorische Dehnung der PEVK-Regionen fiihrte. Dies wirde ein verklrztes Sarko-
mer im entspannten Zustand, langerfristig eine reduzierte HerzgréRe, sowie eine verminderte
diastolische Funktion mit steifem Ventrikel bedeuten. So sei die N2B-Region zwar flur die
kardiale Entwicklung und Sarkomerogenese verzichtbar, fur die trophischen und elastischen
Eigenschaften jedoch unerldsslich. Vor allem das reduzierte Herzwachstum, assoziiert mit
einem geringeren Fhl2-Protein-Level bei unverandertem Fh/2-mRNA-Level und gleichzeiti-
gem Anstieg des Hypertrophie-Markers ANP fuhrte zur ldee, die potenziellen, regulatori-
schen Weg der Titin-FHL2-Interaktionen in einigen Mutationen tiefgreifender zu untersuchen
(Radke, Peng et al. 2007). Die PEVK-Region macht zusammen mit der N2B-Region die
dehnbare Region des Titins aus und liegt in der I-Bande des Sarkomers. Auch in PEVK-KO-
Mausen zeigte sich eine diastolische Dysfunktion, sowie linksventrikulare Steife, die mit er-
héhten Pulsfrequenzen ausgeglichen wurde. Des weiteren wurden auch systolisch erhéhte
linksventrikuldre Volumina mit 1&ngerfristig beginnender linksventrikularer Hypertrophie und
einer Erhéhung des Herz-/Kérpergewicht-Verhaltnis um etwa 10% festgestellt. Die N2B-
Elemente in den PEVK-KO zeigten sich aufgrund der Eliminierung der elastischen PEVK-
Region starker gedehnt, so dass sich eine erhdhte passive Spannung in den verbleibenden
Elementen zeigte und in einer daraus folgenden diastolischen Dysfunktion resultierte. Auffal-
lig war hier, dass die Sarkomerlange im entspannten Zustand, im Gegensatz zu den N2B-
KO-Mausen, nicht verandert war. Die Fh/1+2-mRNA-Level zeigten eine etwa 10%ige Erho-
hung, wahrend die Proteinlevel um mehr als das Doppelte erhéht waren (Granzier, Radke et
al. 2009).

In Studien von Matsumoto et al. zeigte sich, dass Mutationen in den Titin-N2B Regionen sich
auf die Bindungsaffinitdt von FHL2 an Titin auswirkten. Die HCM-assoziierte Titin-Mutation

Ser3799Tyr beispielsweise fihrte zu einer gesteigerten FHL2-Bindung an Titin, wahrend die
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DCM-assoziierte Mutation GIn4052Ter zu einem verminderten Bindungsverhalten flhrte
(Matsumoto, Hayashi et al. 2005).

3.9 Zielsetzung und Bedeutung dieser Arbeit

Zusammenfassend kann man sagen, dass bis heute keine Mutationen im FHL2-Gen in Be-
zug auf die HCM bekannt sind, dieses Protein jedoch ein wichtiger Interaktionspartner von
groflen Strukturproteine wie a-Aktinin, Aktin und Titin, von Rezeptoren wie beispielsweise
dem Integrin-Rezeptor, von Transkriptionsfaktoren wie den Androgen-Rezeptoren, ACT oder
SRF, Spleil3faktoren oder metabolischen Enzyme im Herzen ist. Wie oben aufgeflhrt, gibt es
deutliche Hinweise, dass FHL2-Mutationen mit der Entwicklung einer HCM assoziiert sein
kénnten. Deshalb soll Gegenstand der vorliegenden Promotionsarbeit die Evaluation und die

Relevanz einzelner FHL2-Punktmutationen sein. Die Ziele lassen sich wie folgt zusammen-

fassen:

l. Klonierung von humaner FHL2-WT-cDNA in einen Flag-markierten Expressions-
vektor und einen GST-markierten bakteriellen Expressionsvektor.

Il. PCR-geflhrte Mutagenese des humanen FHL2-WT-Plasmids zur Produktion von
in HCM-Patienten identifizierten FHL2-cDNA-Mutationen.

. Evaluation der korrekten Expression und Lokalisation der FHL2-Varianten in
Mauskardiomyozyten.

V. Evaluation des Einflusses der FHL2-Varianten im 3D-Modell des kinstlichen

Herzgewebes.

V. Herstellung rekombinanter FHL2-Proteine in WT-Form und der FHL2-Mutanten in
E.coli sowie nachfolgende Analyse mittels Coomassie und Western-Blots.

VI. Durchfihrung von Titin-Bindungsanalysen der rekombinanten Proteine durch
Prof. Dr. Wolfgang Linke vom Institut fir Physiologie der Ruhr-Universitat Bo-

chum.
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4 Material und Methoden

4.1 Screening

Zu Beginn meiner Arbeit war die Sequenzanalyse freundlicherweise bereits von S. Reisch-
mann und Dr. Felix Friedrich aus dem Institut fir Experimentelle Pharmakologie des Univer-
sitatsklinikums Hamburg-Eppendorf durchgefihrt worden. 30 ng der genomischen DNA von
peripheren Lymphozyten von 121 Patienten mit nachgewiesener, familiarer hypertropher
Kardiomyopathie (FHC) in den funf kodierenden Regionen des FHL2 waren mittels PCR auf
Mutationen untersucht worden. Die Sequenzen wurden mittels Codon Code Aligner Soft-

ware® analysiert, die Referenz-Sequenz wurde aus NCBI, NG_008844.2, genommen.

In der genomischen DNA war zuvor in oben genannten Genen MYH7, MYBPC3, TNNT2,
TNNI3 und MYL2 keine Mutation gefunden worden. Diese Indexpatienten wurden aus insge-
samt 299 Indexfallen einer Herzinsuffizienz-Kohorte, der Eurogene Heart Failure Kohorte,
rekrutiert. Die Patienten wurden zuvor neben der Anamneseerhebung und kdrperlichen Un-
tersuchung mittels EKG und Echokardiografie diagnostiziert. Kriterium der Echokardiografie
fur eine HCM war eine linksventrikulare Wanddicke von Uber 15 mm bzw. tUber 0,13 mm in
Verwandten. Als Kontrollen dienten 262 gesunde Personen. Alle Patientenproben wurden im
einvernehmlichen Wissen der Spender und mit der Zustimmung der zustandigen Ethikkom-

mission enthommen.

Fur das Screening des FHL2-Genoms wurden Primer in 5‘3‘-Richtung bendtigt, die in den
unten genannten Exons des Genoms binden und in Sequenzierungen mdgliche single nu-
cleotide polymorphisms (SNPs) bzw. Mutationen aufdecken. Alle in dieser Arbeit verwende-
ten Primer wurden mithilfe der Primer3-Software (http://bioinfo.ut.ee/primer3-0.4.0) gestaltet
und von der Firma Eurofins MWG Operon in Ebersberg, Deutschland vollstandig syntheti-

siert. Zur Sequenzierung wurden die Proben zur Analyse an selbige Firma verschickt.

Exon Vorwarts (5‘—3°) Riickwarts (5‘—3°)

Exon 4 | CCGCCCTAGCTAATGAAAAA CTTGTGGGCAGAGATCACATT
Exon 5 | CAGCAAGAGAAAAGCAGCCTA GGGCTGATGCAGGAGATGTA
Exon 6 | TGCCTAAAATGTACACGTGTTGT | TTTGAAAGAAGGATGGACACC
Exon 7 | CACTGGAATGAAAGCGTGTG CACTGGCCATATGGTTGTGA
Exon 8 | CGCACTTATCCCATCGTTTT GCCTAGGGCGAGTTTTCTCT
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Tabelle 3: Auflistung der benutzten Primer beim Screening nach Mutationen im FHL2. Angegeben sind die

Basenpaare in 5'3'-Richtung, wie auch das Ziel-Exon des jeweiligen Primers.

4.2 Zur Arbeit der Plasmid-Konstruktion
4.2.1 Amplifikation der FHL2-cDNA

Als Ausgangsmaterial fur alle weiteren Klonierungsschritte fir die Mutagenese der AAVG6-
Viren wie auch der rekombinanten Proteine musste die cDNA von FHL2 amplifiziert werden.
Dieses geschah mittels PCR an humaner, kardialer DNA eines gesunden Spenderherzens.
Fur die Produktion der AAV6-Viren wurden mit den unten genannten Primern neben der
FHL2-Sequenz die Schnittstellen flr die Restriktionsenzyme von BamHI und BsaBl einge-
fugt. Des weiteren wurden eine CACC-Sequenz, eine Kozak-Sequenz zur Translations-
Initiierung sowie zwei Flag-Tags vor die Sequenz des eigentlichen FHL2 zur spateren Detek-
tion mittels Western Blots eingebaut (Abb. 6 A).

Auch fir die Herstellung der rekombinanten FHL2-Proteine musste als Ausgangsmaterial fur
alle weiteren Schritte zunachst die cDNA von FHL2 amplifiziert werden. Mittels Linker-PCR
mit den unten genannten Primern wurden vor bzw. hinter die Sequenz des WT-FHL2 die
Schnittstellen fur die Restriktionsenzyme BamHI| und Smal ins cDNA-Fragment eingeflgt.
Auflerdem wurde auch in diesem Konstrukt eine CACC-Sequenz vor die Sequenz des ei-
gentlichen FHLZ2 eingeflgt (Abb. 6 B).

Flag Ta
A g lag
Kozak
BamHI (6) hFHL2 (BsaBI (907)
hFHL2 BamHI BsaBI
Kozak 911 bp
B
BamHI (6)
CACC\\ hFHL2 Smal (856)

\

hFHL2 BamHI Smal
860 bp

Abb. 6: hFHL2 cDNA fiir die Produktion rekombinanter Proteine (A) und fiir die AAV6-Produktion (B) mit
Schnittstellen der jeweiligen Restriktionsenzyme. Aus humaner, kardialer cDNA eines gesunden Spenderher-
zens wurde mittels Linker-PCR mit den Primern 5’-CACC-BamHI-ATG und 3'-Smal die hFHL2-cDNA mit den
BamHI- und Smal-Schnittstellen bzw. mit den Primern 5-CACC-BamHI-Kozak-ATG-Flag2 und 3’- BsaBI-FHL2
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die hFHL2-cDNA mit den BsaBl- und BamHI-Schnittstellen amplifiziert. hFHL2: humanes FHL2, BamHI, Smal,

BamHI und BsaBl: Schnittstellen der Restriktionsenzyme, Flag-Tag: Flag-Sequenz, Kozak: Kozak-Sequenz.

42.2 PCR

Die Polymerase-Kettenreaktion (polymerase chain reaction, ,PCR®) dient der exponentiellen
Amplifikation kirzerer DNA-Abschnitte in vitro. Diese Reaktion verlauft in mehreren, sich
zyklisch wiederholenden Schritten. Die PCR vervielfaltigt dabei einen DNA-Abschnitt, der
zwischen den sogenannten Primern der Reaktion liegt. Diese sind zwei kurze, komplementa-
re Oligonukleotide, die an beiden Enden des zu vervielféltigenden Abschnittes der Sequenz
liegen. Diesen Schritten, die die Denaturierung, das Annealing und die Elongation beinhal-

ten, geht ein langerer Denaturierungsschritt voraus.

Die hier angewendeten PCR wurden als Linker-PCR durchgefihrt, denn neben den zur
DNA-Matrize homologen Sequenzen enthielten die Primer zuséatzlich noch matrizenfremde
Motive. Diese Motive sind die Erkennungssequenzen fir bestimmte Restriktionsendonuklea-
sen, die normalerweise in der DNA nicht schneiden, fur anschlieRende Restriktionen jedoch
gebraucht werden. Im Laufe der Arbeit kamen verschiedene Enzyme, Primer und Reaktions-

ansatze zum Einsatz, die im Folgenden kurz dargestellt werden sollen.

Oligoname Sequenz (5‘—>3°) Tm

BamHI-hFHL2 CACCGGATCCGCATGACTGAGCGCTTTGAC 56 °C

BsaBI-hFHL2 CGATTATGATCTCAGATGTCTTTCCCACAGTC 58 °C

Smal-hFHL2 GCCCGGGTCAGATGTCTTTCCCACAG 55°C
CACCGGATCCGCCACCATGGATTATAAAGATCAT-

BamHI-Flag2-hFHL2 | GACATCGATTACAAGGATGACGATGACAAGACT- 54 °C
GAGCGCTTTGACTGC

Tabelle 4: Liste der fiir die Linker-PCR benétigten Primer: Angabe der Sequenz in 53‘-Richtung sowie der

Schmelztemperatur.

Reagenzien Menge
5x Puffer 4 pl
2,5 mM dNTPs 1,6 pl
5-CACC-BamHI-Kozak-ATG-Flag2 0,4 pl
3'BsaBI-FHL2 0,4 ul
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PrimeStar Polymerase 0,2 ul

Humane kardiale cDNA 1l

aufgefullt mit Aqua ad iniectabilia 20 pl Endvolumen
Endvolumen 20 pl

Tabelle 5: Reaktionsansatz der Touchdown-PCR. PCR mit 5-CACC-BamHI-Kozak-ATG-Flag2- und 3’'BsaBlI-
FHL2-Primern flr das fir die Virenproduktion bendtigte cDNA-Konstrukt.

Reagenzien Menge

5x Phusion GC Puffer 10 pl

10 mM dNTPs 1 ul
5-CACC-BamHI-ATG 2,5 ul
3'Smal-hFHL2 2,5 ul

Phusion Hotstar Polymerase 0,5 ul

Humane kardiale cDNA 2,5 ul

aufgefullt mit Aqua ad iniectabilia 50 pl Endvolumen
Endvolumen 50 pl

Tabelle 6: Reaktionsansatz der Touchdown-PCR. PCR mit 5'-CACC-BamHI-ATG und 3'Smal-hFHL2-Primern

fur das fur die Proteinherstellung bendtigte cDNA-Konstrukt.

Temperatur Zeit Zyklen
94 °C 5 min
94 °C 30s
60 °C 30s
11 Zyklen
72 °C 70s
94 °C 30s
55 °C 30s
24 Zyklen
72 °C 70s
72 °C 15s
4°C o0

Tabelle 7: Konditionen der Touchdown-PCR: PCR mit 5'-CACC-BamHI-Kozak-ATG-Flag2- und 3'BsaBI-FHL2-
Primern fir das fur die Virenproduktion benétigte cDNA-Konstrukt, sowie PCR mit 5-CACC-BamHI-ATG und
3'Smal-hFHL2-Primern fir das flr die Proteinherstellung bendtigte cDNA-Konstrukt.

1 ul des PCR-Produkts wurden mit 4 pl Ladepuffer versehen und das PCR-Ergebnis mittels

Gel-Elektrophorese kontrolliert.
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4.2.3 Agarose-Gelelektrophorese

Molekile mit einer Nettoladung wandern im elektrischen Feld. Die Geschwindigkeit ist dabei
abhangig von Feldstarke, Nettoladung sowie dem Reibungskoeffizienten. Moleklle unter-
schiedlicher Grofle wandern unterschiedlich schnell durch ein Gel. Mit Hilfe der Gel-
Elektrophorese ist eine Auftrennung der DNA-Fragmente ihrer Grof3e nach maoglich ist. Die
DNA kann durch hinzugefugtes Ethidiumbromid sichtbar gemacht werden. Als Tragermedi-
um wird Agarose verwendet, in dieser Arbeit fanden ausschlieBlich 1%ige TAE-Gele Ver-

wendung.

Der Gelschlitten wurde in einen Rahmen eingespannt und ein Kamm mit der gewinschten
Anzahl an Taschen eingehangt. Um ein 1% TAE-Agarose-Gel herzustellen, wurden je nach
Grolke des gebrauchten Gels, z.B. 50 ml 1% TAE-Puffer und 0,5 g Agarose in der Mikrowelle
aufgekocht und anschlielend auf Zimmertemperatur abgekuhlt, mit 4 ul/100 ml Ethidium-
bromid versehen und in den Schlitten gegossen. Nach Ausharten des Gels wurde der Schilit-
ten aus dem Rahmen ausgespannt, in die mit 1x TAE-Puffer gefullte Gelkammer gelegt und
der Kamm aus dem Gel entfernt. Es wurden 20 ul der Proben in die Taschen des Agarose-
gels pipettiert. Als Grélkenstandard wurden je nach Bedarf eine 100 bp-Leiter oder eine 1 kb-
Leiter parallel Gber das Gel aufgetrennt. Nach dem Laden wurde eine Spannungsquelle an-
geschlossen und die Proben flir ca. 1 h bei 80-200 V (je nach Grélie der Kammer und der
Fragmente) aufgetrennt. Die passenden Fragmente wurden im Anschluss aus dem Gel ge-

schnitten und die DNA extrahiert.

4.2.4 DNA-Gelextraktion

Das Prinzip der DNA—-Extraktion aus Agarosegelen beruht auf der unterschiedlichen Bin-
dungsfahigkeit von DNA-Fragmenten bei variablen pH- und Salzkonzentrationen. Die Zuga-
be eines Bindungspuffers mit hoher Salzkonzentration und einem niedrigen pH-Wert zu ei-
nem DNA-enthaltenden Agarose-Gelfragment flhrt zur Verflissigung des Agarosegels und
Bindung der DNA an die Silica-Membran einer Tragersaule. Der Bindungspuffer enthalt ei-
nen pH-Wert-Indikator, der Uber seine gelbe Farbung optimale Bindungsbedingungen an-
zeigt. Die dann folgenden Waschschritte dienen der Reinigung der DNA von Kontaminatio-
nen wie z.B. Agarose, Salzen, Enzymen und Oligonukleotiden. Die Elution der gebundenen

DNA erfolgt mit destilliertem Wasser.

Die DNA-Extraktion aus Agarosegelen wurde mit Hilfe des Q/Aquick Gel Extraction-Kits nach
Herstellerangaben durchgeflhrt. Das Gewicht der DNA-Probe wurde ermittelt und zu dem
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bestimmten Gelgewicht das Dreifache dieses Gewichtes an QG-Puffer gegeben. Danach
wurde die Probe fiir 10 min bei 50 °C und 550 rpm im Thermoblock schuttelinkubiert. Nach-
dem sich das Gel durch die Inkubation vollstandig gelést hatte, wurde die Probe vortex-
gemischt. Dann wurde zum Ansatz ein Gelvolumen Isopropanol hinzugefligt. Die Lésung
wurde anschlieBend erneut vortex-gemischt, 750 pl davon auf die QIAquick-Spin-Saule pi-
pettiert und bei 13000 rpm und Raumtemperatur fir 1 min zentrifugiert. Nach Verwerfen des
Zentrifugats wurde mit dem Rest der Lésung analog verfahren. In einem néachsten Schritt
wurden 500 ul QG-Puffer auf die Saule gegeben und diese bei 13000 rpm und Raumtempe-
ratur fur 1 min zentrifugiert. Das Zentrifugat wurde verworfen und 750 pl PE-Puffer auf die
Saule gegeben. Nach dreiminutiger Inkubation bei Raumtemperatur wurde die S&ule bei
13000 rpm und Raumtemperatur fur 1 min zentrifugiert, das Zentrifugat verworfen und im
Anschluss eine erneute Zentrifugation flir 30 s bei 13000 rpm und Raumtemperatur durchge-
fuhrt. Die Saule wurde in ein steriles 1,5 ml-Reaktionsgefal® Gberfihrt und 30 pl Aqua ad
iniectabilia direkt auf die Membran der Saule pipettiert. Eine abschliellende Zentrifugation
zur Elution der DNA aus der Saule wurde fir 1 min bei Raumtemperatur durchgefihrt. Der
DNA-Gehalt konnte anschlieBend mittels Nano Drop-Messung ermittelt werden. Im An-
schluss an die Gelextraktion wurden die cDNA-Fragmente in den Arbeitsvektor pEF5-TOPO

von Invitrogen kloniert (Abb. 7).

4.2.5 Vektor pEF5/FRT/V5-D-TOPO

Der Vektor pEF5/FRT/V5-D-TOPO diente wahrend der Klonierungsschritte als Arbeitsvektor.
Dieser Vektor ist Bestandteil des pEF5/FRT/V5 Directional TOPO Expression Kit von Invitro-
gen und dient der direktionalen Klonierung eines blunt-end PCR-Produkts in den 5,8 kb gro-
Ren Expression-Vektor (Abb. 7). Im Folgenden wird der Vektor der zur Vereinfachung pEF5-
TOPO genannt.
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Abb. 7: Der Transport-Vektor pEF5-TOPO. Abbildung aus der Anleitung pEF5-TOPO Expression Kit der Firma

Invitrogen.
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Fur die folgenden Klonierungen der PCR-Produkte in den TOPO-Vektor wurde ein Verhaltnis
des 0,5 bis 2 fachen des PCR-Produkts zum Vektor vorgeschlagen. Wir benutzten bei unse-
ren Klonierungen jeweils ein 1:1-Verhaltnis. Der Vektor konnte nach erfolgreicher Klonierung

anschlieRend in TOP 10 E.coli transformiert werden.

4.2.5.1 TOP 10-E.coli und BL 21-E.coli

Bei den verwendeten TOP 10-Zellen handelt es sich um einen kommerziell erhaltlichen
E.coli-Stamm, der sich durch seine Uberexpression des Lac-Repressor-Gens fiir Blue-White-
Screening auszeichnet. Es wurden TOP 10-Zellen (F-mcrA D(mrr-hsdRMS-mcrBC)
F80lacZDM15 DlacX74 recA1 araD139 D(ara-leu)7697 galU galK rpsL (StrR) endA1 nupG)
der Firma Invitrogen verwendet. Diese Bakterien wurden in chemisch kompetenter Form (fur
Hitzeschock-Transformation geeignet) verwendet. Aufgrund des groflen Bedarfes an TOP
10-Zellen wurden diese nach einem eigenen Protokoll vermehrt, Abschnitt hierfiir 4.2.6. Bei
den im weiteren Verlaufe auch verwendeten Protease-defizienten BL 21-Zellen handelt es
sich ebenso um einen kommerziell erhaltlichen E.coli-Stamm, der vor allem fir die Expressi-
on rekombinanter Proteine bendtigt wird. Es wurden BL 21-Zellen (E.coli B F-, ompT, hsdS
(rB-, mB-), gal, dcm. der Firma GE Healthcare verwendet, die aufgrund des groRes Bedarfs

nach eigenem Protokoll vermehrt wurden, siehe hierflr das folgende Kapitel.

4.2.6 Herstellung chemisch-kompetenter TOP 10 E.coli

Die bendtigten TOP 10 E.coli stellten wir fur die eigene Produktion selbst her. Hierflir wurde
zunachst eine LB-Agarplatte mit Top 10-Zellen tber Nacht im Inkubator bei 37°C angeimpft.
Am Folgetag wurden zwei Kolonien gepickt, in jeweils 5 ml LB-Medium angeimpft und bei 37
°C Uber Nacht schuttelinkubiert. Am darauffolgenden Tag wurden 5 ml der entstandenen
Suspension in einen autoklavierten Erlenmeyer-Kolben mit 200 ml LB-Medium Gberfihrt und
dieser bis zu einer ODsoo (optische Dichte bei 600 nm Lichtwellenldnge) von 0,4 erneut unter
gleichen Bedingungen schuttelinkubiert und anschlielend fir einige Minuten auf Eis gestellt.
Diese Suspension wurde in passende, sterile ZentrifugengeféaRe gegeben, fir 10 min bei
4000 rpm bei 4 °C zentrifugiert, der Uberstand verworfen und die entstandenen Pellets an-
schlieRend in 60 ml kaltem TFBI auf Eis vollstandig resuspendiert. Nach anschlieender ein-
stiindiger Lagerung der Suspension auf Eis wurden die Kulturen ein weiteres Mal flr 10 min,
4000 rpm und 4 °C zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen und das Pellet anschlie-
end in 8 ml TFBII auf Eis resuspendiert. Zuletzt wurden je 200 pl Aliquots in 1,5 ml Reakti-
onsgefale Uberflhrt, in flissigem Stickstoff gefroren und bei -80 °C gelagert.
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4.2.7 Transformation chemisch kompetenter E.coli-Bakterien TOP 10/BL 21
Diese Methode dient dem Einbringen von Fremd-DNA in Bakterienzellen. Die Plasmidldsung
wurde zunachst leicht geschittelt und auf Eis vorgekuhlt. Die chemisch kompetenten Bakte-
rien, hier TOP 10, wurden von -80 °C Lagerungstemperatur auf Eis aufgetaut. In das 1,5 ml
Aliquot-Reaktionsgefall mit 20 pl der Bakteriensuspension wurde 1 ul der Plasmidlésung
gegeben. Der Reaktionsansatz wurde durch vorsichtiges Auf- und Abpipettieren gemischt
und anschlieBend fiir 30 min auf Eis inkubiert. Der folgende Hitzeschock wurde durch Uber-
fuhren des Reaktionsgefalies in einen auf 42 °C vorgeheizten Thermoblock fir 30 s durchge-
fuhrt. Nach Zugabe von 200 yl SOC-Medium (super optimal broth; SOB with catabolite re-
pression) bei 37 °C wurde das Reaktionsgemisch fiir 60 min bei 37 °C und 300 rpm schut-
telinkubiert und anschlieBend auf antibiotikahaltigen, auf Raumtemperatur vorgewarmten
Agarplatten ausplattiert. Dabei wurden je 50 pl und 200 pl des Reaktionsgemisches auf einer
Agarplatte mittels einer aus einer Pasteurpipette geformten dreieckférmigen Plattierése ver-
teilt und die Agarplatten bei 37 °C Uber Nacht inkubiert.

4.2.8 Vereinzelung von Bakterienklonen und Fliissigungskultur

Um moglichst groRe Menge an rekombinanten Plasmiden zu erhalten, wurden nach Trans-
formation und Inkubation Uber Nacht monoklonale Bakterienkulturen von den beimpften
Agarplatten gepickt und eine Ubernacht-Flussigkultur angelegt. Nach einer Inkubationszeit
von etwa 12 Stunden wurden die Agarplatten dem Brutschrank enthommen. Um ausschlief3-
lich monoklonale Kolonien zu erhalten, wurden nur solche Kolonien weiterverwendet (,ge-
pickt®), die klar begrenzt waren, eine runde Form aufwiesen und an keine anderen Kolonien
auf der Platte Anschluss hatten. Mit einer sterilen Pipettenspitze wurden die Kolonien vor-
sichtig von der Platte abgetragen. Fir jede neue Kolonie wurde eine neue Pipettenspitze
verwendet. Zur Vermehrung der Bakterien wurden Ubernacht-Flissigkulturen angelegt. Hier-
fur wurde jeweils eine gepickte Kolonie in 3 ml LB-Medium flr eine Minipraparation gegeben.
Des weiteren wurden die Ubernacht-Kulturen mit 50 ul Ampicillin pro 100 ml LB-Medium ver-
setzt. Die so angelegten Kulturen wurden in sterilen 10 ml Snapcap-Behaltern fur mindes-
tens 12 Stunden bei 37 °C und 100 rpm inkubiert und anschlieRend entweder in der Minipra-
paration verwendet oder 0,5 ml der Ubernacht-Kultur nach 12 h in einen 2 | Kolben mit 300
ml LB-Medium und Ampicillin gegeben und bei gleichen Konditionen fir einen gréf3eren An-

satz (Maxi-Praparation) inkubiert.
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4.2.9 Plasmidisolation mittels Minipraparation

Zur Herstellung von Minipraparation wurde das NucleoSpin Plasmid Kit von Marcherey-
Nagel genutzt. Um die Bakterienzellen zu ernten und kultivieren, wurden 2 ml der gesattigten
E.coli-Kultur im LB-Medium der Ubernachtkultur in ein 2 ml Reaktionsgefal gegeben und fiir
30 s bei 11000 g zentrifugiert. Der Uberstand wurde entfernt. Zur Zell-Lyse wurden 250
Puffer A1 in die Reaktionsgeféa3e gegeben. Die Zellen wurden durch Vortexen komplett re-
suspendiert. Anschliellend wurden 250 ul Puffer A2 hinzugegeben. Die Reaktionsgefalie
wurden vorsichtig 8 Mal invertiert und flr 5 min bei Raumtemperatur inkubiert, bis das Lysat
klar erschien. Nun wurden 300 pl Puffer A3 dazugegeben und wieder vorsichtig 8 Mal inver-
tiert. Zur Klarung des Lysats wurde 5 min bei 11000 g und Raumtemperatur zentrifugiert. Zur
Bindung der DNA wurden 750 pl des Uberstandes auf die NucleoSpin Plasmid-Saule gege-
ben und fur 1 min bei 11000 g und Raumtemperatur zentrifugiert und im Anschluss der
Durchfluss verworfen. 600 ul Puffer A4 wurden auf die Saule gegeben und wieder das Reak-
tionsgefald fir 1 min bei 11000 g und Raumtemperatur zentrifugiert. Anschlielend wurde die
Saule in ein leeres 2 ml Reaktionsgefald gesetzt und zur Trocknung der Silica-Membran fir 2
min bei 11000 g und Raumtemperatur zentrifugiert. Zur Elution der DNA wurde die Nucleo-
Spin Plasmid-Saule in ein 1,5 ml Reaktionsgefal® gesetzt und mit 50 pl Aqua ad iniectabilia
versetzt. Die Inkubation erfolgte bei Raumtemperatur mit anschlieRender Zentrifugation fur 1
min bei 11000 g und Raumtemperatur. Nach erfolgreicher Transformation wurde zur Kontrol-

le ein Restriktionsverdau mit anschlieRender Kontrollsequenzierung durchgefihrt.

4.2.10 Plasmidisolation mittels Maxi-Praparationen

Die Plasmidisolation mittels Maxi-Praparation wurde mithilfe des NucleoBond Xtra Plasmid
Purification Kit von Marcherey-Nagel durchgefihrt. Die 300 ml der Ubernachtkultur der
Transformation, siehe Kapitel 4.2.7, wurden durch Zentrifugation bei 4500 rpm fir 10 min bei
4 °C zentrifugiert und anschlieRend der Uberstand abgegossen, um die Bakterienzellen zu
ernten. Zur Re-Suspension wurden 12 ml Puffer RES + RNase gegeben und solange auf-
und abpipettiert bis die Suspension vollstandig flissig war. Zur Zell-Lyse wurden 12 ml Puffer
LYS zur Suspension gegeben, 5 mal vorsichtig invertiert und bei Raumtemperatur 5 min in-
kubiert. In der Zwischenzeit wurden die Filter der Nucleo Bond Xtra-Saule equilibriert. Zur
Neutralisation wurden 12 ml Puffer NEU zur Suspension gegeben und anschlieRend sofort
durch 15-maliges Invertieren gemixt. Die homogene Suspension wurde nach dreimaligem
Mixen auf die Filter der Nucleo Bond Xtra Saule gegeben und dort gelassen, bis sie den Fil-
ter mittels Gravitationskraft durchflossen hatte. Die Saule und der Filter wurden mit 12 ml des

Puffer EQU gewaschen, indem diese wieder auf die Uberstehenden Rander der Saule gege-
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ben wurden. Anschlieend wurde der Filter vorsichtig aus der Sdule gezogen und verworfen.
Nun wurden 25 ml WASH Puffer in die Saule gegeben, um die Sdule nochmals zu waschen.
Zur Elution der DNA aus der Membran wurden 15 ml ELU Puffer in die Saule gegeben und
das Eluat in einem 50 ml Zentrifugengefal® aufgefangen. Zu diesem wurden zum Prazipitie-
ren 10,5 ml Isopropanol gegeben und anschlieRend gevortext. Die Suspension wurde da-
raufhin far 60 min bei 5000 rpm und 4 °C zentrifugiert. Zum Waschen und Trocknen der DNA
wurde der Uberstand vorsichtig abpipettiert, verworfen und die Zentrifugation fir 15 min,
5000 rpm und Raumtemperatur wiederholt. Zum Ermitteln des DNA-Gehalts wurde der Nano
Drop benutzt. Im Anschluss an die Maxipraparation wurde ein Kontrollverdau zur Verifizie-
rung der gewlnschten pEF5-TOPO-Flag2-FHL2-WT Sequenz durchgefihrt.

4.2.11 Restriktionsverdau mit Restriktionsendonukleasen

Restriktionsendonukleasen sind prokaryotische Enzyme, die spezifische Sequenzen einer
DNA-Doppelhelix, die nur wenige Basenpaare (bp) lang sind, erkennen und in beiden Stran-
gen der Helix an ebenfalls spezifischen Stellen den DNA-Strang hydrolytisch spalten. Bei
den Schnittstellen von Restriktionsendonukleasen Typ Il handelt es sich zumeist um Palind-
rome, die innerhalb der Erkennungssequenz des Enzyms liegen. Restriktionsendonukleasen
werden dazu genutzt, DNA-Molekile in spezifische Fragmente zu zerteilen und zugleich
spezifische Enden (liberlappende ,sticky ends®, oder solche ohne Stranglberhang, stumpfe-,
also ,blunt ends®) zu erzeugen, um verschiedene DNA-Fragmente anschlieend durch Liga-

tion miteinander verbinden zu kénnen.
Samtliche DNA-Spaltungen mit Restriktionsendonukleasen wurden nach Angaben der En-
zymhersteller durchgefiihrt. Die Hauptbezugsquelle fir Restriktionsendonukleasen waren die

FastDigest Enzyme von Fermentas.

4.2.12 FastDigest Enzyme

Name Sequenz 5'—3¢ Temperatur
FastDigest BamHI GGATCC und CCTAGG 37 °C
FastDigest BsaBI GATNNNNATC und CTANNNNTAG 65 °C
FastDigest EcoRl GAATTC und CTTAAG 37 °C
FastDigest Notl GCGGCCGC und CGCCGGCG 37 °C
FastDigest Smal CCCGGG und GGGCCC 37 °C
FastDigest Xbal TCTAGA und AGATCT 37 °C
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Tabelle 8: In dieser Arbeit verwendete FastDigest Enzyme der Firma Fermentas. Angegeben sind Name,

Sequenz und die benétigte Temperatur. Fir alle Enzyme wurde der 10x FastDigest Green Buffer verwendet.

Im Folgenden aufgelistet sind der Ansatz und die Bedingung flr die oben beschriebenen
Kontrollverdaue pEF5-TOPO-hFHL2-Flag2-WT mit BamHI und BsaBl und pEF5-TOPO-

FHL2-WT mit BamHI und Smal.

Reagenzien Menge

FastDigest BamHI 1 ul

FastDigest BsaBI 1 ul

10x Green Buffer 2 ul

pEF5-TOPO-hFHL2-Flag2-WT 200 ng

aufgefillt mit Aqua ad iniectabilia auf 20 ul

Endvolumen 20 pl

Bedingungen 5 min bei 37 °C ohne BsaBl|,
dann 5 min bei 65 °C mit BsaBI

Tabelle 9: Ansatz des Kontrollverdaus pEF5-TOPO-hFHL2-Flag2-WT mit BamHI und BsaBI.

Reagenzien Menge
FastDigest BamHI 1 ul
FastDigest Smal 1 ul

10x Green Buffer 2 ul
pEF5-TOPO-FHL2-WT 200 ng
aufgefillt mit Aqua ad iniectabilia auf 20 ul
Endvolumen 20 pl
Bedingungen 5 min bei 37 °C

Tabelle 10: Ansatz des Kontrollverdaus von pEF5-TOPO-FHL2-WT mit BamHI und Smal.
Nach erfolgreicher Kontrollrestriktion erfolgte nach Gel-Elektrophorese beider cDNA-

Sequenzen und Extraktion aus dem Gel eine Kontrollsequenzierung mit den Primern T7 als

Vorwarts- und BGH als Rickwartsprimer.
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4.2.13 Sequenzierungen

Samtliche verwendeten Primersequenzen wurden mit Hilfe des Online-Programms Primer3
(Steve Rozen/sourceforge.net) erstellt. Die Synthese der Primer erfolgte durch Eurofins
MWG Operon, Ebersberg, Deutschland. Fir jede zu sequenzierende Probe wurden DNA-

Konzentrationen von ungefahr 750 ng total bendtigt.

Primername Sequenz (5° -> 3°)
T7 Forward TAATACGACTCACTATAGGG
BGH Reward TAGAAGGCACAGTCGAGG

Tabelle 11: Wahrend der Klonierungsschritte verwendeten Sequenzierungsprimer. Angegeben sind Name

und Sequenz in 5‘3‘-Richtung.

Nach Bestéatigung der richtigen Sequenzen wurden Mini- oder Maxipraparationen der Plas-
mide angefertigt. Daflr wurden die Plasmide wie in Abschnitt 4.2.7 beschrieben in TOP 10

E.coli transformiert um im Anschluss Maxi- oder Minipraparationen durchzufihren.

4.2.14 Mutagenese-PCR

Nun konnten mit dem QuickChange Il XL site-directed Mutagenesis Kit von Stratagene die
einzelnen Mutationen eingebaut werden. Fir dieses wurden bestimmte Primer bendtigt, die
die gewinschte Mutation enthielten. Diese wurden ebenfalls mithilfe der Internetsoftware
Primer3, sowie nach den Richtlinien des Protokolls erstellt. Um Mutationen in DNA-Strange
einzubauen, wurden zwei Kits von Stratagene benutzt: das Quick Change site-directed mu-
tagenesis Kit fir die Mutagenese von ¢.512C>T, p.Thr.171Met in den Vektor pEF5-TOPO-
Flag2-FHL2, und das Quick Change site-directed mutagenesis Kit XL derselben Firma fur die
beiden anderen Mutationen ¢.530G>A, p.Arg177GIn und ¢.559G>T, p.Val187Leu in densel-
ben Vektor pEF5-TOPO-Flag2-FHL?2, sowie jeweils aller drei Mutationen in das pEF5-TOPO-

FHL2-Konstrukt fur die Herstellung der rekombinanten Proteine.

Oligoname Sequenz (5° -> 39) Tm
FHL2 ¢c.512C>T,

GCCCATCACCATGGGAGGGGTCACTTAC 77 °C
vorwarts
FHL2 ¢c.512C<T,

GTAAGTGACCCCTCCCATGGTGATGGGC 77 °C
rickwarts
FHL2 c.530G>A, GGAGGGGTCACTTACCAGGAGCAGCCCTGGC 71°C
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vorwarts

FHL2 c.530G>A,

rickwarts

GCCAGGGCTGCTCCTGGTAAGTGACCCCCTCC 72,1 °C

FHL2 c.559G>T,

vorwarts

GGCACAAGGAGTGCTTCTTGTGCACCGCCTGCAG | 70,4 °C

FHL2 c.559G>T,

rickwarts

CTGCAGGCGGTGCACAAGAAGCACTCCTTGTGCC | 70,4 °C

Tabelle 12: Liste der in den Mutagenese-PCRs benutzten Primer. Angegeben sind Name, Sequenz, sowie die

Schmelztemperatur (Tm).

Reagenzien Menge

10x Reaktions-Puffer 5 ul
pEF5-TOPO-Flag2-FHL2-WT 5,3 ng; 10,6 ng; 26,5 ng
dNTP Mix 1 ul

Primer Mut ¢.512¢c>T, forward 125 ng

Primer Mut ¢.512¢c>T, reverse 125 ng

PfuTurbo Polymerase (2,5 U/ ul) 1l

aufgefillt mit Aqua ad iniectabilia 50 pl Endvolumen
Endvolumen 50 pl

Tabelle 13: Reaktionsansatz der Mutagenese-PCR fiir c.512C>T in pEF5-TOPO Flag2-FHL2.

Temperatur Zeit Zyklen
95 °C 30s
95 °C 30s
60 °C 1 min

12 Zyklen
68 °C 8 min
37 °C 10 min

Tabelle 14: Konditionen der Mutagenese-PCR fiir ¢.512C>T (p.Thr.171Met) in pEF5-TOPO Flag2-FHL2.

Reagenzien Menge

10x Reaktions-Puffer 5 ul
pEF5-TOPO-Flag2-FHL2-WT 5,3 ng; 10,6 ng; 26,5 ng
dNTP Mix 1 ul

Primer Mut ¢.530G>A bzw.c.559G>T, forward 125 ng
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Primer Mut ¢.530G>A bzw.c.559G>T, reverse 125 ng

Quick Solution 3 ul

PfuTurbo Polymerase (2,5 U/ pl) 1l

aufgefullt mit Aqua ad iniectabilia 50 pl Endvolumen
Endvolumen 50 ul

Tabelle 15: Reaktionsanséatze der Mutagenese-PCR fiir die Mutationen ¢.530G>A und ¢.559G>T in pEF5-
TOPO-Flag2-FHL2.

Temperatur Zeit Zyklen
95 °C 1 min
95 °C 50 s
60 °C 50 s
18 Zyklen
68 °C 6,5 min
68 °C 7 min
37 °C 10 min

Tabelle 16: Konditionen der Reaktionsansitze der Mutagenese-PCR fiir die Mutationen ¢.530G>A und
¢.559G>T in pEF5-TOPO-Flag2-FHL2.

Reagenzien Menge

10x Reaktions-Puffer 5 ul
pEF5-TOPO-FHL2-WT 10 ng; 34 ng
dNTP Mix (10 mM) 1 ul

Primer forward (jeweils) 125 ng

Primer reverse (jeweils) 125 ng

Quick Solution 3 ul

PfuTurbo Polymerase (2,5 U/ ul) 1l

aufgefullt mit Aqua ad iniectabilia 50 pl Endvolumen
Endvolumen 50 pl

Tabelle 17: Reaktionsansitze der Mutagenese-PCR fiir jeweils ¢.512C>T, ¢.530G>A, und ¢.559G>T in
PEF5-TOPO-FHL2.

Temperatur Zeit Zyklen
95 °C 1 min
95 °C 50 s
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60 °C 50 s 18 Zyklen
68 °C 6,5 min

68 °C 7 min

37 °C 10 min

Tabelle 18: Konditionen der Reaktionsansétze der Mutagenese-PCR fiir jeweils ¢.512C>T, ¢.530G>A und
¢.559G>T in pEF5-TOPO-FHL2.

Anschlielend wurden die Reaktionsansatze fur 2 min auf Eis gestellt, um auf 37 °C abzukuh-
len. Fur den Verdau der amplifizierten Produkte wurden jeweils 1 pyl Dpnl Restriktionsenzym
(10 U/ pl) des Kits zu jeder Amplifikationsreaktion gegeben. Zum Mischen wurde vorsichtig
auf- und abpipettiert, 1 min in der Mikrozentrifuge zentrifugiert und anschliel3end bei 37 °C
fur 1 Stunde inkubiert, um die nicht-mutierte dsDNA zu verdauen. Um im Anschluss die mu-
tierten DNA-Strange in TOP 10 E.coli zu transformieren wurde mit 1 pyl des PCR-Produkts

eine Transformation durchgefiihrt, siehe hierfir Abschnitt 4.2.7.

Im Anschluss an die Mutagenese-PCRs wurden die Plasmide erneut in TOP 10 Zellen trans-
formiert und anschlielend Minipraparationen angefertigt, siehe 4.2.9. Kontrollverdaue zeig-

ten die erwarteten Fragmente auf der richtigen Hohe.

Reagenzien Menge
FastDigest BamHI 2,5 ul
FastDigest EcoRV 2,5 ul

10x Fast Digest Puffer 5ul
pEF5-TOPO-Flag2-FHL2-WT/Mut 2,5 ug

aufgefullt mit Aqua ad iniectabilia auf 50 pl
Endvolumen 50 pl
Bedingungen 30 min bei 37 °C

Tabelle 19: Restriktionsverdau von pEF5-TOPO-Flag2-FHL2-c.512C>T, ¢.530G>A und c.559G>T.

Reagenzien Menge
FastDigest BamHI 1l
FastDigest Notl 1l
10x Green Puffer 2 ul
pEF5-TOPO-FHL2-WT/Mut 200 ng
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aufgefillt mit Aqua ad iniectabilia  auf 20 pl

Endvolumen 20 pl

Bedingungen 5 min bei 37 °

Tabelle 20: Kontrollverdau von pEF5-TOPO-FHL2-c.512C>T, -¢.530G>A und -c.559G>T.

AnschlieBende Sequenzierungen mit den bekannten Sequenzierungs-Primern T7 und BGH
bestatigten die richtigen Sequenzen. Nun konnte die Ligation in die anschlieRend bendtigten

Vektoren durchgeflihrt werden.

4.2.15 Vektor dsAAV-CMVenh-MLC260-EGFP

Fur die Herstellung der AAV6 war es nétig, die gewlnschten FHL2-Sequenzen in den
dsAAV-CMVenh-MLC260-Vektor zu klonieren. Diese Kombination aus AAV und dem CMV-
verstarkten Myosin-Leichtketten Promotor (CMV-MLC1.5kb) fuhrt zu einer hohen Transduk-
tions-Effizienz im Herzen. Der Vektor dsAAV-CMVenh-MLC260-EGFP wurde uns freundli-
cherweise von Dr. Oliver Muller aus Heidelberg zur Verfigung gestellt.

51TR CMVenhancer

. _MLC260
K|

) |
{~—BGlobin IgG

~~_ CMV-MLC260 for

V| Bam Hi(1171)
dsAAV-CMVenh-MLC260-EGFP | |
| L_EGFP
6088 bp N

1 (1922
. Xba ( )

" ¢ SV40 PolyA
CMV-MLC260 rev
31TR
Abb. 8: Der Vektor dsAAV-CMVenh-MLC260-EGFP. Mit Hilfe von Restriktionsendonukleasen wird EGFP aus-
geschnitten und der Vektor linearisiert. 5'ITR: inverse terminale Repetitionen am 5° Ende; CMVenhancer: Verstar-
ker des CMV-Promoters; MLC260: Regulator der Transkription; CMV-MLC260 for: Sequenz fir Vorwarts-
Sequenzierungsprimer; EGFP: enhanced green flourescent protein; BamHI und Xbal: Schnittstellen fiir Restrikti-

onsenzyme.

Durch Verdau des Vektors mittels der Restriktionsendonukleasen BamHI und Xbal konnte
das EGFP entfernt und der linearisierte Vektor aus dem Gel extrahiert werden. Auch die In-
serts Flag2-hFHL2-WT, sowie Flag2-hFHL2-c.512C>T, -¢.530G>A, und -¢c.559G>T konnten
aus dem Vektor pEF5-TOPO-Flag2-hFHL2 nach Restriktionsverdau geschnitten und aus
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dem Gel extrahiert werden. Fir die Ligation wurden das linearisierte dsAAV6-CMV-MLC260-
Fragment sowie die jeweiligen Inserts mithilfe einer T4-Ligase zusammengeflgt. Diese Liga-
tionen geschahen mit zwei unterschiedlichen Verhaltnissen (1:3 und 1:5) von Vektor zu In-

sert, um optimale Ligationsansatze zu erhalten.

Reagenzien Menge
FastDigest BamHI 2,5 ul
FastDigest Xbal 2,5 ul

10x Fast Digest Puffer 5ul
pEF5-TOPO-Flag2-FHL2-WT/Mut 2,5 ug

aufgefillt mit Aqua ad iniectabilia auf 50 pl
Endvolumen 50 pl
Bedingungen 30 min bei 37 °C
Tabelle 21: Restriktionsverdau von pEF5-TOPO-Flag2-FHL2-WT/Mut.
Reagenzien Menge
FastDigest BamHI 2,5 ul
FastDigest Xbal 2,5 ul

10x Fast Digest Puffer 5ul
pdsAAV-CMVenh-MLC260-EGFP 3 g

Alkalische Phosphatase 3 ul

aufgefullt mit Aqua ad iniectabilia auf 50 pl
Endvolumen 50 pl
Bedingungen 30 min bei 37 °C

Tabelle 22: Restriktionsverdau von pdsAAV-CMV-MLC260-EGFP.

4.2.16 Ligation von DNA-Fragmenten

Unter einer Ligation versteht man das Verknipfen von DNA-Fragmenten mit zumeist Gber-
lappenden Enden. Diese wird zumeist mit Hilfe des Enzyms DNA-Ligase durchgefihrt. Ver-
wendet wurde hier die T4-DNA-Ligase, ein EC 6.5.1.1-Enzym des Bakteriophagen T4. Die-
ses ist in der Lage, in DNA-Einzelstrangbrichen als auch zwischen Fragmenten mit kurzen,
komplementaren Uberlappenden Enden die Ausbildung kovalenter Phosphodiester-Bricken
zu katalysieren. Die zu ligierenden Fragmente werden mit 3 bis 5-fach molarem Uberschuss

vom Insert mit 50 ng linearisiertem Vektor ligiert.
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Das Vektor-Insert-Verhaltnis errechnete sich nach folgender Formel:

Vektor (ng) x Grofde des Insert (kb) Insert
Vektor (kb) x Vektor

= Insert (ng)

Reagenzien Menge

26,7 ng (3/; -Verhaltnis)
Insert Flag2-FHL2-WT/Mut
44,5 ng (°/, -Verhaltnis)

AAV6-CMVenh-MLC260 50 ng

10x Ligase-Puffer 2yl

T4-Ligase 1l

aufgefullt mit Aqua ad iniectabilia 20 pl Endvolumen
Endvolumen 20 pl
Bedingungen 90 min, 22 °C

Tabelle 23: Ligationsansatz des linearisierten AAV6-CMVenh-MLC260 mit verdautem Flag2-FHL2-WT/Mut.

Nach erfolgreicher Kontrollrestriktion und Sequenzierung mit den Primern T7F und BGH
wurden die fur die AAV6-Produktion in Heidelberg bendtigten Vektoren AAV6-CMVenh-
MLC260-Flag2-hFHL2-WT, sowie die drei Mutanten auf Trockeneis zu Dr. Oliver Muller nach
Heidelberg geschickt.

4.2.17 Vektor pGex-5x-1

Auch flr die Produktion der rekombinanten Proteine des FHL2 in WT-Form wie auch der drei
Mutanten wurde ein spezieller Vektor bendtigt. Dieses ist der Vektor pGex-5x-1 mit einer
integrierten GST-Sequenz und einer Faktor Xa Cleavage site, die fur die Produktion der re-
kombinanten Proteine unerlasslich ist, um das zuvor produzierte GST-FHL2-Fusionsprotein
spater wieder zu trennen (pGEX-5X-1 GST Expression Vector, GE Healthcare). Wie auch
bei den oben genannten Klonierungen fir die Virenherstellung wurde zunachst das hFHL2-
WT in den Arbeitsvektor pEF5-Topo-Vektor kloniert, die drei Mutationen hFHL2-¢.512C>T, -
¢.530G>A und -c.559G>T mit Hilfe des Mutagenese Kits eingeflgt und anschlieRend die
Inserts durch Restriktionsverdau aus dem TOPO-Vektor geschnitten, durch Gel-
Elektrophorese getrennt und aus dem Gel eluiert. AnschlieBend wurde eine Ligation des

Vektors pGex-5x-1 mit den jeweiligen Inserts durchgefiihrt. Auch diese Ligationen gescha-
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hen mit zwei unterschiedlichen Verhaltnissen (1:3 und 1:5) von Vektor zu Insert, um optimale

Ligationsansatze zu erhalten.

Reagenzien Menge

27,9 ng (3/; -Verhaltnis)
Insert FHL2-WT/Mut
46,5 ng (°/, -Verhaltnis)

pGex-5x-1 50 ng

10x Ligase-Puffer 2 ul

T4-Ligase 1l

aufgefillt mit Aqua ad iniectabilia 20 pl Endvolumen
Endvolumen 20 ul
Bedingungen 90 min, 22 °C

Tabelle 24: Ligationsansatz des linearisierten Vektors pGex-5x-1 mit verdautem Insert FHL2-WT/Mut.

Nach Kontrollverdau, sowie anschlieender erfolgreicher Sequenzierung mit den Primern T7

und BGH konnte die Produktion der rekombinanten Proteine begonnen werden.

4.3 Zur Arbeit mit rekombinanten Proteinen

4.3.1 Herstellung rekombinanter Proteine
Die Herstellung der rekombinanten WT- und mutierten FHL2-Proteine wurde nach dem Pro-
tokoll ,GST-Fusion-Protein-Aufreinigung mit Hilfe der Glutathion Sepharose 4B (GE

Healthcare) und Faktor Xa“ vollzogen (GE Healthcare).

Zur Expression wurden aus der Minipraparation der gewlinschten Plasmide, die in BL 21-
E.coli-Zellen hochgezogen wurden, eine Flissigungskultur in 30 ml LB-Medium und 60 pl
Ampicillin (Stammlésung 50 mg/ml) hergestellt und in einem autoklavierten Kolben uber
Nacht bei 37 °C geschittelt. Am dritten Tag wurde morgens Medium mit 500 ml LB-Medium
und 1 ml Ampicillin (Stammlésung 50 mg/ml) vorbereitet, von dem nach Schutteln des ferti-
gen Mediums 1 ml entnommen und in eine Klvette zur Optischen Dichte-Messung (OD) ent-
nommen wurde. Diese Kivette blieb flir die Messungen des Tages die ,blank“-Referenz.
AnschlieRend wurden 10 ml der Ubernacht-Kultur Giberimpft und in die 500 ml vorbereitetes
Medium gegeben. Wieder wurden 1 ml entnommen, in eine Kivette gegeben und die ,Start*-

OD gemessen, bei A = 600 nm gegen LB-Medium. Die Kultur wurde bei 37 °C schattelinku-
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biert, ca. alle 30 min die OD kontrolliert und bis zu OD-Werten von 0,5 bis 0,6 angezogen.
Hierbei war zu beachten, dass die Verdopplungszeit von E.coli im Alilgemeinen ca. 20 min
betragt. Anschlielend wurden bei gewinschter OD 1 ml Proben entnommen und in ein 1,5
ml Reaktionsgefaly ,TO* gegeben. Dieses wurde bei 10000 rpm, 10 min und Raumtemperatur
zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen und das Pellet bei -20 °C eingefroren. Die In-
duktion der Lésung geschah bei einer Inkubationstemperatur von 30 °C nach Zugabe von 5
ml IPTG (Stammldsung: 100 mM entspricht 238,3 mg/10 ml in 500 ml Kultur). Stindlich wur-
de die OD gemessen und gleichzeitig als Verlaufskontrolle jeweils eine 1 ml Probe abge-
nommen, in 1,5 ml Reaktionsgefale (T1-T4) gegeben, fir 10 min bei 10000 rpm und Raum-
temperatur zentrifugiert, die Uberstande abgegossen und das Pellet bei -20 °C eingefroren.
Nach 4 h wurden die Bakterienkulturen fir 15 min, 4 °C und 4000 rpm abzentrifugiert, der
Uberstand verworfen, das Pellet in 25 ml vorgekiihltes 1x PBS aufgenommen und direkt in
flissigem Stickstoff gefroren. Die Proben wurden bis zur Weiterverarbeitung bei -80 °C gela-

gert.

Zum Equibrilieren des Saulenmaterials wurde die Glutathion Sepharose 4B vor der Benut-
zung gut geschittelt und 1,33 ml in ein 50 ml Zentrifugengefal® gegeben. Dieses wurde bei
500 rcf fir 5 min bei 4 °C zentrifugiert, der Uberstand abgesaugt und 10 ml vorgekihltes 1x
PBS hinzugegeben. Das Saulenmaterial wurde gewaschen und der Vorgang zweimal wie-
derholt. Anschlie®end wurde erneut 1 ml 1x PBS zugegeben, um das Saulenmaterial nicht
trocken laufen zu lassen. Anschlielfend wurden die Proben fir jeweils viermal 5 min mit ei-
nem Schallkopf und 40% Power in vorgekihlten GefalRen sonifiziert. Es wurde darauf geach-
tet, dass die Bakterienkultur nicht zu sehr schaumte, um eine Denaturierung der Proteine zu
vermeiden. Die Ldsung, die eine gewlnschte deutlich braunliche Tribung aufzeigte, wurde
im Anschluss bei 4000 rpm und 4 °C fir 15 min zentrifugiert. Das entstandene Pellet war hell
bis weiltlich. 1 ml des Uberstands wurden entnommen, in ein 1,5 ml ReaktionsgefaR (,Son*)
uberfihrt und bei -20 °C gelagert. Der Uberstand wurde in ein neues 50 ml Zentrifugengefal
Uberfihrt und bei -80 °C gelagert. Im Batch-Verfahren wurde die sonifizierten Proben auf das
Saulenmaterial geben und gut durchgemischt. AnschlielRend folgte eine Inkubation fir 45
min bei Raumtemperatur auf dem Rollschittler. Nach einer Zentrifugation mit 500 rcf bei 4
°C fiir 10 min wurde erneut 1 ml des Uberstands abgenommen, in ein 1,5 ml Reaktionsgefal
(,SN*) gegeben und bei -20 °C gelagert. Der Rest des Uberstands wurde in ein neues 50 ml
Zentrifugengefald tberfihrt und bei -20 °C gelagert. Mit diesem hatte ein erneutes Inkubieren
gestartet werden kénnen, wenn das gewinschte Protein nicht gebunden hatte. Das Saulen-

material wurde mit 1 ml vorgekuhltem 1x PBS gewaschen und bei 500 rcf fir 10 min bei 4 °C
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zentrifugiert. 1ml des Uberstands wurden abgenommen, in ein 1,5 ml Reaktionsgefal (,W1“)
gegeben und bei -20 °C gelagert. Der Rest des Uberstands wurde in ein neues 15 ml Zentri-
fugengefaly tUberfihrt und bei -20 °C gelagert. Dieser Waschvorgang wurde zweimal wieder-
holt (,W2/W3*). Anschlielend erfolgte die Zugabe von 1 ml Elutionspuffer inkl. 12,5 U Faktor
Xa zum Mischen und Resuspendieren des Saulenmaterials sowie eine Ubernacht-Inkubation
bei 4°C auf dem Rollschiittler.

Am Folgetag wurden die Proben wieder bei 500 rcf und 4 °C fur 8 min zentrifugiert. Der
Uberstand wurde abgenommen, in ein 1,5 ml ReaktionsgefaR (,E1“) Gberfiihrt und bei -80 °C
gelagert. 50 pl der Proben wurden fir Proteinbestimmung und Western Blot abgenommen.
Der Elutionsschritt mit 1 ml Elutionspuffer und Faktor Xa wurde wiederholt und die Proben
(,E2%) fur 2 h bei Raumtemperatur auf dem Rollschittler inkubiert. Die Glutathion Sepharose
4B Saule wurde in 1x PBS zur Kontrolle bei 4°C aufbewahrt. Nach Messung der Proteinkon-
zentration der beiden Eluate mittels Bradford wurden die Vorbereitungen fur die Auswertung

mittels Coomassie und Western Blot getroffen.

4.3.2 Proteinbestimmung nach Bradford

Fur die Konzentrationsbestimmung von Proteinen wurde eine Fertigldsung der Firma Bio-
Rad Laboratories verwendet. Die Messung ist schnell und einfach durchzuflihren, hangt aber
stark von den Faltungseigenschaften des jeweiligen Proteins ab. Diese Methode (Bradford,
1976) basiert auf der Farbveranderung einer sauren Coomassie Brilliantblau G250-Lésung in
Abhangigkeit von der Proteinkonzentration. Der Farbveranderung liegt eine Verschiebung
des Absorptionsmaximums des Farbstoffes von 465 nach 595 nm zugrunde, die bei Protein-
bindung erfolgt. Zur Bestimmung der Proteinkonzentration aus der Absorption nach dem
Lambert-Beer'schen Absorptionsgesetz wurde mit Immunglobulin G (IgG) aus Rinderserum
eine Standardreihe erstellt. IgG wurde in einer Konzentration von 1,38 mg/ml in Aqua ad
iniectabilia geldst und bei -20 °C bis zur Verwendung gelagert. Diese Stamm-L&sung wurde
zur Erstellung der Standardreihe in 0,1 M NaOH verdinnt. Die Standardreihe wurde nach

folgendem Schema pipettiert:

Konzentration in pg/mi lgG-Standard (1,38 mg/ml) in pl NaOH (0,1 M) in pl

0 0 800
3,45 2,5 797,5
6,90 5 795
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10,35 7,5 792,5
13,80 10 790
20,70 15 785
27,60 20 780
41,60 30 770

Tabelle 25: Pipettierschema fiir Proteinstandardkurven. Proteinkonzentrations-Messungen nach Bradford.

Es wurden jeweils 5 pl der Proteinprobe zu 795 ml 0,1 M NaOH in Einmalkuvetten pipettiert,
anschlieRend mit 200 pl Bradford-Lésung aufgefullt und gut gemischt. Nach Inkubation far 10
min wurde die Absorption in einem Fotometer (Smart Spece 3000) bei 595 nm gemessen.
Aus der Absorption lasst sich nach dem Lambert-Beer-Gesetz die Proteinkonzentration er-
rechnen. Die Proben wurden in 0,1 M NaOH so verdinnt, dass die gemessenen Absorptio-
nen im mittleren Bereich der Standardkurve lagen und mindestens in Doppelbestimmung
gemessen. Im Anschluss wurden die Polyacrylamid-Gel-Elektrophorese und das Western-

Blotting zur Detektion der FHL2-Proteine als auch die Coomassie-Farbung durchgefihrt.

4.3.3 Polyacrylamid-Gel-Elektrophorese (PAGE)

Die SDS (Natrium-Dodecyl-Sulfat)-PAGE wurde im Anschluss zur Analyse und Trennung der
Proteine durchgeflihrt. Wir wendeten dieses nach der von Ullrich Laemmli entwickelten Me-
thode an, welches sich insbesondere zur Trennung von Molekilen mit Massen zwischen 5
und 250 kDa eignet. Die PAGE erfolgte mit Trenngelen verschiedener Zusammensetzung
und Sammelgelen in Abhangigkeit des zu separierenden Protein-Molekulargewichtes. Flr

die PAGE wurden 15% Trenngele und Sammelgele nach folgendem Protokoll gegossen.

12% Trenngel 15% Trenngel

Wasser (ml) 4,3 3,55

40% Acrylamid (ml) 4 3,75

1,5 M Tris, pH 8,8 (ml) 2,5 2,5

10% SDS (ml) 0,1 0,1

10% APS (ml) 0,1 0,1

TEMED (ml) 0,004 0,004
Sammelgel

Wasser (ml) 6,015
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40% Acrylamid (ml) 0,64
0,5 M Tris, pH 6,8 (ml) 1,25
10% SDS (ml) 0,05
10% APS (ml) 0,05
TEMED (ml) 0,005

Tabelle 26: Zusammensetzung der fiir die PAGE bendétigten Trenn- und Sammelgele. Angegeben sind Kon-

zentration der Gele, sowie die Zutaten. Angaben in ml.

Zunachst wurde das Trenngel in zuvor vorbereitete Kammern, bestehend aus zwei Glasplat-
ten, gegossen und anschlielend das Sammelgel oben hinzugefigt. Bei der Zugabe beider
Flissigkeiten musste darauf geachtet werden, dass keine Luftblasen zwischen den Gelen
entstanden, anschlieBend wurde ein Kamm mit der bendtigten Anzahl von Taschen in das
gegossene Sammelgel eingelegt und die Gele fur etwa 30 min zum Ausharten gebracht.
Zwischenzeitlich konnten die Protein-Proben in Laemmli-Puffer aufgenommen werden. Die
Zusammensetzung erfolgte jeweils mit 2,5 pyl 6x Laemmli-Puffer und 3-5 pg Protein, im An-
schluss wurde dieses Probengemisch mit destilliertem Wasser zum Erhalt eines Endvolu-
mens von 15 pl aufgeflllt. Nach dieser Vorbereitung wurden die Proben fir 5 min bei 95 °C
denaturiert und nach Entfernung des Kammes aus dem Sammelgel anschlieRend in die Ta-
schen gegeben. Nun konnte die Gel-Elektrophorese flr anfangs 10 min bei 80 V und dann
bei 150 V in der Elektrophorese laufen gelassen werden. Die Elektrophorese fand in dem
Mini Protean 3 Elektrophorese-System (Bio-Rad) in einem 1x Elektrophorese-Puffer statt.
Auf jedem Gel wurde ein Molekulargewichtsmarker mitgefiihrt (Precision Plus Protein Stan-
dard™, Bio-Rad).

4.3.4 Coomassie-Farbung

Die Coomassie-Farbung dient dazu, Proteine in einem Polyacrylamid-Gel mit Coomassie-
Blau sichtbar zu machen. Dazu wurden die Gele fur 30 min in der Farbeldsung (0,2% m/v
Coomassie-Brilliantblau G250, 25% Isopropanol, 10% Essigsaure) gelegt und auf einem
Schuttler bei Raumtemperatur geféarbt. Im Anschluss konnte zur Ladekontrolle dieses gefarb-
te Gel fotografiert werden. Die Entfarbelésung (10% Essigsaure, 30% Methanol) wurde nach
Abgiellen des Coomassie-Brilliantblau vorsichtig auf die Gele gegeben und diese durch
dreimaligen Wechsel nach jeweils etwa 15 min in der Entfarbelésung entfarbt. Die entfarbten
Gele wurden in destilliertem Wasser gewaschen und fir einige Stunden in einem Vakuum-
Geltrockner zwischen Cellophanpapier getrocknet oder anstatt dessen zur direkten Weiter-

verarbeitung im Western Blot nach nachfolgendem Protokoll behandelt.
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4.3.5 Western Blot

Das Western-Blot-Verfahren ist ein Verfahren zur spezifischen Detektion von Proteinen mit-
tels Antikérpern, die gegen geeignete Epitope der nachzuweisenden Proteine gerichtet sind.
Zunachst wird die Proteinlésung mit dem Zielprotein in einem Polyacrylamid-Gel elektropho-
retisch aufgetrennt, wobei die Proteine nach ihrer Gré3e getrennt werden. Ein optisch sicht-
bar markierter, parallel laufender GroRenstandard ermdglicht dabei, die Grélke des vom Anti-
korper detektierten Proteins zu bestimmen. Die elektrophoretisch aufgetrennten Proteine
werden in einem zweiten Schritt in einem orthogonal zu ihrer urspringlichen Laufrichtung
ausgerichteten Feld aus dem Gel heraus auf eine Nitrocellulose- oder PVDF-Membran trans-
feriert (,geblottet). Hier kdnnen sie mit Antikdrpern sichtbar gemacht werden, wobei vorher
die Membran mit Protein gesattigt werden muss, um eine unspezifische Bindung der Anti-
kérper an die Membran zu minimieren. Dies geschieht mit Lésungen von fettarmem Milch-
pulver oder bovinem Serumalbumin (BSA). Nach Inkubation mit einem fir das gesuchte Pro-
tein spezifischen Antikdrper inkubiert man die Membran erneut, mit einem meist gegen das
Fc-Fragment des Primar-Antikérpers gerichteten Sekundar-Antikoérper. Dieser ist kovalent an
ein Meerrettich-Peroxidase-Molekil gekoppelt. Nach Zugabe eines unter Chemolumineszenz
umgesetzten Substrates der Meerrettich-Peroxidase kann die Reaktion und damit mittelbar
das Protein durch Schwarzung eines auf die Membran aufgelegten Rdntgenfilmes oder
durch Messung der kumulativen Lichtemission in einer Dunkelkammer mit einer geeigneten

Kamera sichtbar gemacht werden.

Nach der Polyacrylamid-Gel-Elektrophorese und Coomassie-Farbung, siehe 4.3.3 und 4.3.4,
wurde der Protein-Transfer nach der Gelelektrophorese in einer mit Blotpuffer gefillten
Kammer bei 300 mA fir 90 min durchgefihrt. Im Anschluss wurde der Blot auf einem Or-
bitalschwenker dreimal fir 5 min in TBS-T gewaschen und fur 1 h in 5% Milchpulver ge-
blockt. Nach erneut dreimaligem Waschen wurde der Blot mit dem Primarantikérper anti-
FLAG 1:1000 in 1% Milchpulver in 5 ml 1x TBS-T auf einem Rollmischer bei 4 °C Uber Nacht
inkubiert. Wiederum wurde der Blot dreimalig in 1x TBST gewaschen und mit dem Sekundar-
Antikdrper anti-Maus 1:6000 flr 2 h auf dem Rollmischer bei Raumtemperatur inkubiert.
Nach drei weiteren Waschschritten wurde der Blot mit ECL-Lésung (Amersham Biosciences)
entwickelt. Es wurde so viel Volumen der Lésung auf die Membran gegeben, dass diese den
Blot gerade vollstdndig bedeckte, die benetzte Membran zwischen zwei Kopierfolien gege-

ben und die Autolumineszenz anschlieRend in einer Gelfotokammer gemessen.
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4.4 Zur Arbeit mit neonatalen Maus-Kardiomyozyten

4.4.1 Tierhaltung und Genehmigung

Es wurden mannliche und weibliche Mause aus Eigenzucht des Universitatsklinikums Ham-
burg-Eppendorf verwendet. Die kardialen Myozyten C57/BlackSwiss wurden aus neonatalen
(neonatalen Maus-Kardiomyozyten, NMCM) wie von (Pohimann, Kroger et al. 2007, Vignier,
Schlossarek et al. 2009, Friedrich, Wilding et al. 2012) beschrieben, isoliert. Die Organent-
nahmen wurden durch die Behorde fiur Soziales, Gesundheit und Verbraucherschutz der

Freien und Hansestadt Hamburg genehmigt.

4.4.2 Organentnahme
Fur die Isolation von NMCMs wurden die Tiere dekapitiert und thorakotomiert. Nach zigiger
Entnahme der Herzen wurden diese umgehend in geklhltem Calcium- und Bicarbonat-

freiem HBSS in 6-Well-Platten gelagert und auf Eis gestellt.

4.4.3 Trypsinverdau der Herzen

Nach der Herzentnahme erfolgte die Zellpraparation mit anschlie3ender Zellkultur unter steri-
len Bedingungen. Alle fir den Verdau verwendeten Losungen wurden vor jeder Praparation
frisch angesetzt, steril filtriert oder autoklaviert. Das Praparationsbesteck (Scheren, Pinzet-
ten) wurde vor jeder Praparation autoklaviert. Nach Sauberung der Herzen und Abtrennung
des Gefalistiels sowie der Vorh6fe wurden die Herzen in eine neue Kulturschale mit 10 ml
kaltem HBSS transferiert und mit einer gebogenen chirurgischen Praparationsschere in 4
Teile geschnitten. Mit einer weitlumigen Pipette erfolgte die Uberfiihrung der Gewebestiicke
in ein 200 ml-Zentrifugengefal®, aus dem nach Absetzen der Gewebesticke das HBSS-
Medium entfernt und anschlieBend der enzymatische Gewebeaufschluss mit 35 mi
Trypsin/HBSS-Arbeitsldsung durchgefihrt wurde. Diese Lésung wurde vorher aus 19,2 mg
Trypsin und 40 ml kaltem HBSS hergestellt und durch einen sterilen 0,2 ym Millipore-Filter
filtriert. Die Anzahl der Herzen pro Verdau schwankte zwischen 25 und 30. Anschlielend
wurde die Lésung im Zentrifugengefal® bei 4 °C tber Nacht auf dem Drehschuttler zum Ver-

dau gelagert.

Am zweiten Tag der Isolation von neonatalen Mausen wurden vor der Weiterarbeit 36 pl Kol-
lagenase in 40 ml HBSS gegeben und bei Raumtemperatur vorbereitet und gelagert. Des
weiteren wurden in finf 15 ml-ZentrifugengefélRe jeweils 5 ml sogenanntes Dark medium

gegeben und auf Eis gestellt. Das restliche Dark Medium wurde bei 37 °C gelagert. Aus der
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Uber Nacht verdauten Lésung wurden zunachst 20 ml Trypsin/HBSS-Losung enthommen
und mit einer weitlumigen Pipette in ein 50 ml ZentrifugengefalRe gegeben. Zu diesem wur-
den 20 ml warmes Light Medium gegeben und die Suspension bei 37 °C fur 3 min geschuit-
telt. Im Anschluss lieR man das Gewebe sich setzten und der Uberstand wurde vorsichtig
abgenommen. 10 ml der vorher vorbereiteten Kollagenase/HBSS-Lésung wurden erneut zu
den Zellen gegeben und die Suspension bei 37 °C fir 2 min geschuttelt. Auch hier wurde im
Anschluss der Uberstand abgenommen und verworfen. Fir den ersten Verdauungsschritt
wurden wieder 5 ml Kollagenase/HBSS-Lésung zum Gewebe hinzugegeben und fir 9 min
bei 37 °C schitteln gelassen. Nachdem sich die Zellen auf dem Boden des Gefalles abge-
setzt hatten, wurde wieder der Uberstand abpipettiert und in eines der vorbereiteten 15 mi-
Zentrifugengefalle gegeben und auf Eis gestellt. Derselbe Schritt wurde viermal wiederholt,
so das nach dem letzten Verdau das restliche Gewebe auf einen Zell-Filter gegeben werden
konnte, der vor und auch nach der Filtration mit 2 ml Dark Medium gewaschen wurde. Die
Uberstande der Verdaue wurden in zwei 50 ml-Zentrifugengefafie gepoolt und fiir 8 min bei
600 rpm und Raumtemperatur zentrifugiert. Im Anschluss an die Zentrifugation wurden die
Uberstande in zwei neue Zentrifugengefale gegeben und diese erneut fiir 5 min bei gleichen
Konditionen zentrifugiert. Zu den Pellets wurden jeweils 2 ml Dark Medium gegeben und
diese durch vorsichtiges Auf- und Abpipettieren resuspendiert. Die resuspendierten Zellen
wurden vereinigt und die Zentrifugengefalle noch einmal mit Dark Medium gewaschen. Das
Endvolumen der Lésung betrug in etwa 25 ml. Im zweiten Schritt wurden die Zellen in eine
T75-Zellkulturflasche ausplattiert und die Flasche bei 37 °C flir 75 min bei 10% CO, inkubiert.
Dieses Vorplattieren geschah, damit sich die anheftenden Zellen, wie z.B. Fibroblasten, von
den langsam anheftenden Kardiomyozyten trennen und die Kardiomyozyten so angereichert
werden konnten. Die ungebundenen Zellen der Flasche wurden im Anschluss entfernt und in
ein 50 ml-Zentrifugengefal® Gberfuhrt. Die Flasche wurde vorsichtig mit 5 ml warmen Dark
Medium gewaschen und erneut bei 37 °C fur 75 min bei 10% CO, inkubiert. Im letzten Schritt
wurden alle ungebundenen Zellen wieder in ein 50 ml-Zentrifugengefald Uberfihrt und die
Flasche mit 7,5 ml warmen Dark Medium gewaschen, was anschlieRend zum Zentrifugenge-
falk hinzugefigt wurde. Erneut wurde dieses bei Raumtemperatur bei 600 rpm fir 10 min
zentrifugiert, der Uberstand abgenommen und dieser erneut bei denselben Bedingungen
zentrifugiert. Die beiden entstandenen Pellets wurden in 10 ml warmen Dark Medium resus-

pendiert. Im Anschluss konnten die Zellen gezahlt werden.
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4.4.4 Das Zahlen und Ausplattieren von NMCM

Um die Zellzahl zu ermitteln, wurde ein Zahlen der Zellen mikroskopisch in einer Neubauer-
Zahlkammer durchgefuhrt. Dieses geschah nach vorheriger Verdinnung von 50 pl Zellsus-
pension mit 150 ul Tryptanblau und 800 yl Dark Medium. Da nur tote Zellen durch Tryptan-
blau angefarbt wurden, ermdglichte diese Farbung die Bestimmung der Lebendzelldichte
sowie der Vitalitat der Zellen. Um die gesamte Zellzahl der Losung zu ermitteln wurde fol-

gende Formel angewendet:

Mittel der gezahlten Zellen pro Quadrat einer Neubauer — Zahlkammer x 10000 X

20 (Verdinnungsfaktor) X10 ml Volumen = Zellen total

Wahrend des Zahlens und des Vorplattierens wurden die bendtigten Kultur-Platte mit 0,3 ml
Laminin-PBS-L6sung (10 pg/ml Laminin in PBS) beschichtet und bei 37 °C und einer was-
serdampfgesattigten 10% CO2-Atmosphare im Brutschrank fir 15 min aufbewahrt. Die Gber-
schissige Laminin-Lésung wurde anschlieBend abgesaugt und die 12-Well-Platte noch ein-
mal fir 15 min unter der Hood getrocknet. Anschliellend wurden die NMCM mit einer Dichte

von 330000 Zellen/Well ausgesat. Das Gesamtvolumen pro 12-Well-Platte betrug 1 ml.

4.4.5 Kultivierung und Transduktion der NMCM
Am Tag 3 nach Isolierung wurde das Medium gewechselt, indem 0,5 ml des Mediums mit
einer weitlumigen Pipettenspitze vorsichtig am Rand abgenommen und durch 0,5 ml vorge-

warmtes, frisches Dark Medium ersetzt wurde.

An Tag 4 oder 5 wurde neben dem Mediumwechsel gleichzeitig eine Infektion der NMCM mit
den AAV6-CMVenh-MLC260-Flag2-FHL2-WT und -c.512C>T, -¢.530G>A, -c.559G>T sowie
dem AAV6-CMVenh-MLC260-EGFP als Positivkontrolle durchgefihrt. Eine Titrationskurve
mit MOI von 300, 1000, 3000, 10000, 30000, 50000 und 100000 Viruspartikeln pro Zelle
wurde mit jedem der drei Viren durchgefiihrt. Die Titrationskurve dient der Darstellung und
Ermittlung der flr unsere Versuche effektivsten MOI, indem die Ergebnisse der unterschied-
lichen MOI-Benutzungen graphisch miteinander verglichen werden kénnen. Zunachst wurde
dafir das komplette Dark Medium aus den Zellen entfernt und durch frisches Dark Medium
ersetzt. Anschliefiend wurde je nach MOI die bestimmte Menge an Virus direkt ins Medium
gegeben. Nach eintagiger Inkubation bei 37 °C und einer wasserdampfgesattigten 10% CO2-

Atmosphare im Brutschrank wurde eine visuelle Kontrolle der Infektion mittels Fluoreszenz-
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mikroskop anhand der GFP-Expression der AAV6-CMVenh-MLC260-EGFP-transduzierten
NMCM durchgeflhrt und das Schlagverhalten, die Morphologie sowie die Konfluenz der
NMCM dokumentiert und das Prozedere vor der Ernte wiederholt. Nach 48 Stunden Inkuba-
tion konnten die infizieten NMCM geerntet werden. Zunachst wurde das Medium mit dem
Virus abpipettiert und die Zellen mit 1x PBS gewaschen. AnschlieRend wurden je Well eine
Losung aus 2 ml Kranias-Puffer mit 2 yul DTT hinzugegeben, die Zellen mit dem Zellschaber
abgeschabt und in ein steriles 1,5 ml Reaktionsgefal® gegeben. Dieses konnte bis zur Wei-

terverarbeitung bei —20 °C gelagert werden.

4.4.6 Quantifizierung

Die Quantifizierung des Proteinsignals wurde mit der GeneTools-Software von Syngene
durchgefihrt. Das Proteinsignal der Flag-FHL2-Mutationen wurde mithilfe einer Proteinfar-
bung durch Ponceau oder ein entsprechendes Ladungsprotein normiert und zum FHL2-WT-

Proteinlevel relativiert.

4.4.7 Immunfluoreszenz

Proteine in Zellen kénnen mithilfe der Immunfluoreszenz nach vorheriger Behandlung zur
Fluoreszenz angeregt und anschlieliend auf mikroskopischer Ebene betrachtet werden. So
kénnen Aussagen uber das Vorkommen, die Lokalisation und deren Funktion gemacht wer-
den. Prinzipiell beruht das Prinzip der Immunfluoreszenz auf der Epitoperkennung durch ei-
nen Primarantikbrper und der speziesspezifischen Bindung eines Sekundarantikérpers, an
den ein Fluoreszenzfarbstoff gekoppelt ist. Alle Versuche wurden in 12-Well-Gewebekultur-

platten durchgefiihrt, das Gesamtvolumen betrug 1 ml pro Well.

Fur die Immunfluoreszenz wurden NMCM verwendet, mit den jeweiligen Viren infiziert und
wie oben beschrieben kultiviert. Die NMCM wurden 72 Stunden nach Infektion zunachst
dreimalig fir 5 min mit 1x PBS vorsichtig gewaschen und im Anschluss mit 1 ml eiskaltem
Methanol-Ethanol-Lésung (20%/80%) pro Well und 10-mintiger Inkubation bei -20 °C fixiert.
Diese Lésung fuhrt zur Prazipitation der Proteine, wodurch die Zellen konserviert werden.
Auf die Fixation folgte erneutes dreimaliges Waschen fir 5 min mit 1x PBS mit 1 ml pro Well
und Inkubation des 1x PBS Uber Nacht bei 4 °C. Am nachsten Tag wurde das PBS vorsichtig
abgesaugt und 1 ml Lésung A pro Well aufgetragen und fir 45 min bei Raumtemperatur in-
kubiert. Im Anschluss wurden die Deckglaschen mit der Zellseite nach oben mithilfe einer
Pinzette auf ein Stick Parafilm transferiert. Dort erfolgte ein erneutes Waschen der Deck-
gléschen fur 2x 5 min mit jeweils 100 pl Lésung B. Nach Absaugen der Lsung B konnten
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auf jedes Deckglaschen 100 ul Primarantikérper gegeben werden, das in Lésung B verdiinnt
worden war. In diesem Falle waren die hier verwendeten Primarantikérper fur natives Fhi2 in
NMCM und AMCM jeweils: Anti-Fhl2 1:50 und Anti-cMyBP-C 1:500 (speziell angefertigter
Antikdrper einer kollaborierenden Arbeitsgruppe) und fir transduzierte NMCM Anti-Flag
1:800 und Anti-cMyBP-C 1:10000 (ein weiterer speziell angefertigter Antikdrper einer kolla-
borierenden Arbeitsgruppe) oder Anti-Titin Z-Band 1:200. Fir die Negativkontrolle wurde der
Primarantikdrper weggelassen. Die Primarantikérper-Losung wurde zur Inkubation fur 45 min
bei Raumtemperatur auf den Deckglaschen belassen, bevor diese dann zweimal flr 5 min
mit 100 pl Losung B gewaschen wurden, um den ungebundenen Primarantikdrper zu entfer-
nen. Daraufhin folgte die lichtgeschitzte Inkubation mit den sekundaren Antikérpern. Fir die
native FHL2-Darstellung erfolgte die Bindung der Primarantikérper Anti-Fhl2 durch Alexa
Fluor® 488-markiertes Anti-Maus IgG der Ziege (1:600) und Anti-cMyBP-C durch Alexa Flu-
or® 546-markiertes Anti-Kaninchen IgG der Ziege (1:600). Fir die Immunfluoreszenz der
FHL2-Mutationen nach Transduktion erfolgte die Anti-Flag-Bindung durch einen mit Alexa
Fluor® 488-markierten Anti-Maus IgG der Ziege (1:600) und gegen Anti-Titin durch Alexa
Fluor® 546-markiertes Anti-Kaninchen IgG der Ziege (1:600). Die Inkubation wurde bei
Raumtemperatur fir 45 min lichtgeschitzt durchgefiihrt, anschlieliend wurden die Deckglas-
chen dreimalig fur 5 min mit TBS lichtgeschltzt gewaschen. Zusatzlich wurde daraufhin zur
Darstellung der Zellkerne TO-PRO®-3 lodid, das in die DNA des Zellkerns interkaliert und
somit der Zellkernfarbung dient, 100 ul in einer Verdinnung von 1:1000 in 1x PBS lichtge-
schitzt auf die Deckglédschen gegeben, im Dunkeln fiur 10 min inkubiert und im Anschluss
wurden die Deckglaschen lichtgeschltzt dreimalig fir 5 min mit jeweils 100 pl 1x PBS gewa-
schen. Beim Eindeckeln der Zellen mit Mowiol 4-88 wurden diese zwischen Objekttrager und
Deckglaschen (24x60 mm) gebracht, um eine gute Fokussierung zu ermdglichen. Die Ob-
jekttréger wurden bei Raumtemperatur im Dunkeln gelagert. Nach dem Aushéarten der Pra-
parate wurden die Fluoreszenzbilder mittels eines konfokalen Carl Zeiss Lasermikroskops
sowie des entsprechenden Analyseprogramms (Zeiss LSM 510 META), erstellt. Die Mikro-
skopie der Fluoreszenzbilder wurde von Herrn Dr. Felix Friedrich vom Institut fir Experimen-

telle Pharmakologie am Universitatsklinikum Hamburg-Eppendorf durchgefihrt.

4.5 Herstellung und Transduktion von kiinstlichem Herzgewebe

Die Experimente an kinstlichem 3D-Herzgewebe (engineered heart tissue, EHT) wurden,
wie von Hansen et al. (2010) und Friedrich et al. (2012) beschrieben, von Herrn Dr. Felix

Friedrich durchgefiihrt (Hansen et al. 2010). Zur Herstellung des klnstlichen Herzgewebes
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wurde auf Eis ein Gemisch (n = 12 fir jede FHL2-Variante), bestehend aus 5,0 x 109 Kardi-
omyozyten von neonatalen Ratten pro EHT, bovinem Fibrinogen, Aprotinin und DMEM, her-
gestellt. Im Anschluss wurde in jedes Well einer 24-Well-Gewebekulturplatte ein Teflon-
Platzhalter platziert und 1,6 ml 2%ige Agarose in PBS hinzugegeben. Nachdem die Agarose
gehartet war, wurde der Platzhalter entfernt, so dass eine 12 x 3 x 4 mm Gussformen ent-
stand. Nun konnten Trager aus Silikon in den Wells platziert werden, die in jede dieser Guss-
formen reichten. Fir jedes EHT wurden 100 ul des oben genannten Mix mit 3 ul Thrombin
gemischt. Zur Transduktion der EHTs wurde auRerdem das Virusvolumen des jeweilig bend-
tigten AAV6 direkt in das Gemisch hinzugeflgt. Es wurde hier eine MOI von 1000 verwendet.
Entsprechend dem hinzugeflgten Virusvolumen wurde zusétzlich 2x DMEM hinzugegeben,
um die isotonen Konditionen von Fibrinogen und Thrombin zu erhalten, bevor die Lésung in
die vorbereiteten Wells pipettiert wurde. Bei 37 °C und 7% CO,-Atmosphéare wurden die
Konstrukte nun fur zwei Stunden inkubiert. Anschliellend wurden 200 ul Zellkulturmedium zu
jedem Well hinzugefligt, um das Ablésen der Konstrukte aus den Agarose-Formen und die
Uberfiihrung in neue 24-Well-Gewebekulturplatten mit jeweils 1,5 ml frischem EHT-Medium
zu erleichtern. Dieses Medium, bestehend aus DMEM, 10% Pferdeserum, 2% Huhner-
Embryo-Extrakt, 1% P/S, Insulin (10 ul/ml), Tranexam-Saure (400 umol/l) und Aprotinin (33
ul/ml) wurde alle 2-3 Tage gewechselt. Die EHTs wurden bei 37 °C und 7% CO,-Atmosphare
im Zellinkubator kultiviert. Um einen Hypertrophie-Effekt durch das im Medium enthaltene
Pferdeserum zu verhindern, wurde zwischen Tag 10 und 13 der Serumgehalt zun&chst auf
4%, von Tag 13 auf 14 auf 0% bei gleichzeitiger Substitution von Triiodothyronine (T3) und

Hydrocortison gesenkt (Hirt, Sorensen et al. 2012).

An den Tagen 10, 13 und 14 wurden Kontraktilitdts-Messungen der EHTs durchgeflhrt. Fur
die videooptische Analyse wurde eine Zellinkubator-Einheit benutzt, die neben verstellbaren
CO,-, Feuchtigkeits- und Temperatur-Werten mit einem fir die videooptische Analyse bend-
tigten glasernen Dach ausgestattet war (Hansen et al. 2010, Friedrich et al. 2012). Diese
Software erkennt die aufgezeichneten Kontraktionen und identifiziert die Spitzenwerte fir
verschiedene Eigenschaften. Als Kriterien fur die Auswertung dienten die durchschnittliche
Kraft der EHTs, die Kontraktions- und die Relaxationsgeschwindigkeit, die entsprechend der

erkannten Kontraktionen errechnet werden konnten.
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4.6 Statistische Auswertung

Die statistischen Auswertungen erfolgten als Angaben des Mittelwertes + Standardfehler. Die
Analysen wurden mithilfe des t-Tests fur unverbundene Stichproben, der zweifachen Vari-
anzanalyse (ANOVA) sowie mithilfe der Bonferroni’s oder Dunnett's-Post-Test-Methode
durchgefihrt. Dies ist den Legenden der Graphen zu entnehmen, die mit der GraphPad
Software (Version 5.02, GraphPad Software Inc., San Diego, CA, USA) erstellt wurden. Ein

Wert von P < 0.05 wurde als signifikant gewertet.
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5 Ergebnisse
5.1 Screening

Um die Hypothese zu untersuchen, ob FHL2 ein weiteres HCM-Krankheitsgen sein kdnnte,
wurden zunachst die Exonbereiche des FHL2-Gens von 121 HCM-Patienten, bei denen kei-
ne Mutationen in den bekannten Genen HCM MYH7, MYBPC3, TNNT2, TNNI3 oder MYL?2
gefunden worden waren, auf FHL2-Mutationen untersucht. Diese Patienten wurden aus 299
HCM-Indexpatienten ausgewahlt, die aus der European Heart Failure Cohort rekrutiert wur-
den, welche von der Ledug Foundation unterstitzt wird. Diese Screening-Untersuchungen
wurden freundlicherweise bereits von Silke Reischmann und Dr. Felix Friedrich aus dem
Institut fir Experimentelle Pharmakologie des Universitatsklinikums Hamburg-Eppendorf
durchgefiihrt. Das Ergebnis dieses Screenings ergab 6 Mutationen: 3 ,missense“Mutationen
(Varianten I-lll, ¢.512C>T in Familie 19170, c.530G>A in Familie 20198 und ¢.559G>T in
Familie 19949) in nicht-verwandten Familien sowie 3 ,silent“-Mutationen (Varianten IV-VI),
von denen 2 Polymorphismen waren, die bereits von Arimura et al. bei der Suche nach Mu-
tationen flur dilatative Kardiomyopathien im FHL2-Gen entdeckt wurden (Tabelle 27). Die
Indexpatienten zeigten eine deutliche Hypertrophie des Septums oder der Hinterwand. Als
Kontrolle und Differenzierung zu Polymorphismen wurden Screenings in genomischer DNA

von 262 gesunden Probanden durchgefiihrt.

Variante | Exon | Genverdnderung | Aminosauren | in Kontrollen gefunden
I 7 c.512C>T p.Thr171Met keine
Il 7 c.530G>A p.Arg177GIn in 2 Kontrollen
Il 7 c.559G>T p. Val187Leu in 1 Kontrolle
A 7 c.687C>T p. Asn226Asn | in 1 Kontrolle
\ auch gefunden von
8 c.804C>T p.Asp268Asp
Arimura et. al
VI auch gefunden von
8 c.819C>T p.Pro273Pro
Arimura et. al

Tabelle 27: Ubersicht der im Screening gefundenen Mutationen des FHL2-Gens. Angegeben sind Mutation,
Lokalisation im Exon, Nukleotidveranderung, resultierender Aminosdureaustausch und Frequenz in Kontrollen.

Durchgefiihrt von S. Reischmann und Dr. F. Friedrich, Institut fir Experimentelle Pharmakologie des UKE.
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Fur die hier vorliegende Arbeit beschaftigte ich mich mit den in der folgenden Tabelle 27 ge-

nannten Mutationen | bis Ill.
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Abb. 9: Darstellung der gefundenen FHL2-Mutationen. Die obere Abbildung zeigt die betroffenen Codons und
Aminosauren der oben beschriebenen Mutationen I-Ill. Angegeben sind die Lokalisation der Aminosaure und die
Nukleotidposition. Zusatzlich sind die vier organischen Nukleotidbasen ausgezahlt. a) zeigt die Mutation
¢.512C>T, p.Thr171Met, b) zeigt die Mutation ¢.530G>A, p.Arg177GIn und c) zeigt die Mutation ¢.559G>T, p.
Val187Leu. Die Mutationstrager sind nicht miteinander verwandt. Die untere Abbildung zeigt die gefundenen drei
FHL2-Polymorphismen. a) zeigt den Polymorphismus c.678C>T, p. Asn226Asn in Exon 7. b) zeigt den Polymor-
phismus c.804C>T, p.Asp268Asp in Exon 8. c) zeigt den Polymorphismus ¢.819C>T, p.Pro273Pro in Exon 8.

Der oben beschriebene Polymorphismus Asn226Asn (Variante V), der in einer franzdsi-
schen Kontrolle gefunden wurde, sowie die zwei Polymorphismen p.Asp268Asp (Variante V)
und p.Pro273Pro (Variante VI), die auch von Arimura et al. 2007 beschrieben worden waren,
bezog ich in meine Arbeit nicht weiter ein, da ich davon ausging, dass keine der Mutationen
einen Krankheitswert fur die HCM darstellen. Die Frequenz der Variante IV wird im NHLBI
exome variant server mit 126 in 13328 Allelen beschrieben. Der NHBLI exome variant server
ist ein Projekt des amerikanischen nationalen Gesundheitsinstituts mit dem Ziel, neue Gene
aufzudecken, die zu Herz-, Lungen und Erkrankungen des Blutsystems flhren, indem Pro-

tein-kodierende Regionen des menschlichen Genoms sequenziert und verdffentlich werden.
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A
V4 LIM 1 LIM 2 LIM 3 LIM 4
Variante | Variante | Variante Il
B c.512C>T, T171M c.530G>A, R177Q c.559G>T, V187L
rs1131188481
FHL2 Gen 1 —#—2+#3— [}

ATG
Variante |V Variante V Variante |V
c.678C>T, N226N €.804C>T, D268D c.819C>T, P273P
rs3087523 rs11124029

Abb. 10: Schematische Darstellung der strukturellen Anordnung des FHL2-Proteins. A, dargestellt sind die
drei gefundenen ,missense”Mutationen und deren Lokalisation im FHL2-Gen bezuglich der LIM-Doménen. B
zeigt sich die Mutations-Lokalisation in Bezug auf das FHL2-Genom. Die Kastchen und Zahlen markieren die 8
Exons des FHL2. Die Exons 1-3 sind nicht kodierend, Exon 4 bis 8 kodieren, in diesen befinden sich die 6 ver-
schiedenen FHL2-Mutationen. Die Pfeile zeigen die Lokalisation der jeweiligen Mutationen in den betroffenen
Exons an. ATG = Startcodon, TGA = Stopcodon.

5.1.1 Patientengeschichte zu Mutation ¢.512C>T

Die erste Mutation (Variante ) ist eine ,missense“Mutation mit dem Austausch von
¢.512C>T im Exon 7. Auf Codon-Ebene flhrt der Austausch des Cytosins durch Thymin zu
einem Austausch des ACG-Codons durch ein ATG-Codon und somit auf Aminosdureebene
zu einem Austausch von Threonin zu Methionin an Stelle p171 in der dritten LIM-Doméane
des Proteins. Im Screening der deutschen und franzdsischen Kontrollen wurde diese Mutati-
on nicht gefunden.

Diese Mutation zeigte sich in der Index-Patientin im heterozygoten Zustand (Abb. 11, I1.5).
Die 66-jahrige Patientin hatte sich zuvor mit Dyspnoe, Angina pectoris und den Symptomen
einer Herzinsuffizienz gemal NYHA Il in der Notaufnahme vorgestellt. Echokardiografisch
zeigte sich eine maximale Wanddicke von bis zu 22 mm ohne subaortale Obstruktion. Der
Vater der Probandin (1.1) war mit 79 Jahren am Schlaganfall und die Mutter (1.2) mit 78 Jah-
ren am akuten Koronarsyndrom verstorben. Die Probandin hat drei Schwestern sowie einen

Bruder, dieser ist bereits verstorben. Eine Schwester (11.4) leidet auch an einer HCM und
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bekam bereits einen ICD implantiert. Diese Frau hat drei Kinder. Einer der Séhne (l11.2) hat
ebenfalls eine HCM und wurde bereits mit einem ICD versorgt, der zweite Sohn als auch die
Tochter waren zum Zeitpunkt der Diagnostik gesund (Ill.1 und III.3). Die andere Schwester
der Probandin ist Mutter von vier Téchtern (IV. 2+3+4+5) und einem Sohn (IV.1). In dieser
Seite der Familie zeigte sich bisher keine kardiale Erkrankung, jedoch wurde beim Sohn
(V.1) der altesten Tochter eine HCM festgestellt. Interessanterweise wurde bei dem 70-
jahrigen Ehemann (11.6) der Index-Patientin ebenfalls eine hypertrophe Kardiomyopathie mit
NYHA II Stadium diagnostiziert. Auch dieser Patient ist Teilnehmer der Eurogene Studie,
wurde jedoch negativ flr die Mutation getestet. Beim Sohn der Indexpatientin (I11.5) ist eine
HCM mit ICD-Indikation bekannt. Klinische oder echokardiografische Daten liegen leider
nicht vor, es ist jedoch bekannt, dass seine zwei Kinder bisher symptomfrei sind. Der zweite
Sohn (111.2) der Index-Patientin wurde auch in die Eurogene Studie einbezogen. Dieser war
klinisch asymptomatisch, doch echokardiografisch lieRen sich eine maximale linksventrikula-
re Wanddicke von 19 mm und eine subaortale Obstruktion von 34 mmHg nachweisen. Die-
ser Patient verstarb im Februar 2011 am pl6tzlichen Herztod. Siehe hierzu den Stammbaum
der Familie unter Abb. 11.

Eine in silico-Analyse, gestitzt durch das online-Vorhersage-Programm ,Mutation taster*
(http://www.mutationtaster.org), klassifiziert diese Mutation mit einer Wahrscheinlichkeit von
99% als pathogen. Die Mutation kdénnte das Spleillen der mRNA beeinflussen, wodurch es
zu einem Verlust der wichtigen Proteindoménen 3 und 4 kommen kénnte. PolyPhen-2, ein
weiteres Vorhersage-Programm (http://genetics.bwh.harvard.edu/pph2/), sagt fur diese
FHL2-Mutation auch einen schadigenden Einfluss mit einer Sensitivitat von 0,83 und einer

Spezifitat von 0,93 voraus.

5.1.2 Patientengeschichte zu Mutation ¢c.530G>A

Die zweite Mutation (Variante 1) ist eine ,missense“Mutation im Exon 7, die ebenfalls die
LIM3 Domane betrifft. Diese fuhrt auf der Basenebene zu einem Austausch von Guanin zu
Adenin, auf Codon-Ebene vom Basentriplett CGG-Codons zu einem CAG-Triplett das anstel-

le der Aminosauren Arginin fur Glutamin kodiert.

Bei diesem Index-Patienten (l11.3) wurde im Alter von 13 Jahren die Diagnose einer HCM
gestellt (Abb. 11). Er stellte sich damals aullerdem mit muskularen Symptomen wie Achilles-
sehnen-Kontrakturen und einer respiratorischen Insuffizienz aufgrund einer Zwerchfell-

Schwache vor. Die im Verlaufe durchgefiihrte Muskelbiospie bestatigte die milden neuropa-
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thischen Merkmale bei normalen CK-Werten. Mit 19 musste sich der Patient aufgrund einer
fortgeschrittenen Herzinsuffizienz und einem begleitenden pulmonalen Odem einer Herz-
transplantation unterziehen. Der Bruder des Index-Patienten (l11.2) leidet auch an einer HCM,
die im Alter von 10 Jahren diagnostiziert wurde. Mit 5 Jahren zeigte er klinisch schon eine
Schwéche der Skelettmuskulatur mit Gehschwierigkeiten, die im Verlauf rickgangig waren.
Dieser Patient leidet nur noch gelegentlich an Myalgien, hat leichte Schwierigkeiten beim
Fersengang und eine Hypophonie. Auch die Mutter (11.2) des Indexpatienten, wie ihr Sohn
HCM-Patientin, zeigt diese Mutation im heterozygoten Zustand. Die Schwester (ll.1) ist ne-
gativ flr die Mutation, hat aber wie die Tante (11.1) jeweils echokardiografisch bzw. im Elekt-
rokardiogramm Zeichen eines intermedidaren Phanotyps mit einer grenzwertigen septalen
Hypertrophie. Flr ein genetisches Screening war die Tante leider nicht erreichbar. Der Vater
des Indexpatienten ist gesund. Des weiteren sollte erwahnt werden, dass in dieser Familie
ebenfalls eine Mutation im FHL 1-Gen entdeckt wurde (Friedrich, Wilding et al. 2012).

Diese Mutation wurde in 2 von 262 Kontrollen gefunden und ist auch im NHBLI exome vari-
ant server in 201 von 12805 Allelen auffindbar. ,Mutation taster” klassifiziert diese Mutation
als benigne und als Polymorphismus rs1131188481. Wie bei Variante | kdnnte es durch die
Mutation auch zu Anderungen im SpleiRen der mRNA kommen, woraus ein Verlust der Pro-
teindomanen 3 und 4 resultieren kdnnte. Auch PolyPhen-2 kategorisiert diese Mutation mit

einer Sensitivitat von 0,91 und einer Spezifitdt von 0,88 ebenfalls als benigne.

5.1.3 Patientengeschichte zu Mutation ¢.559G>T

Die dritte Mutation (Variante l1ll) ist ebenfalls eine ,missense“Mutation. Diese geht mit dem
Austausch von Guanin zu Thymin an Position 559 im Exon 7 einher. Auf Codon-Ebene flihrt
der Austausch des Guanins durch Thymin zu einer Veranderung des Basentripletts von GTG
zu TTG. Diese fuhrt auf der Aminosaureebene zu einem Austausch von Valin zu Leucin in
LIM-Domane 3. Bei der Untersuchung der Kontrollpopulation wurde diese Mutation hetero-

zygot in einer deutschen Kontrolle gefunden.

Uber den Index-Patienten (11.3) dieser Mutation mit diagnostizierter HCM ist bekannt, dass
seine Mutter (1.2) auch Tragerin der Mutation ist, jedoch zum Zeitpunkt der Diagnostik nicht
an HCM erkrankt war. Uber den Vater des Patienten sind keine Daten zu erheben gewesen.
Beide Schwestern des Index-Patienten wurden ebenfalls untersucht. Eine der zwei Schwes-

tern (11.2) ist ebenfalls Tragerin der Mutation, bisher jedoch klinisch gesund.
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.Mutation taster” sagt auch fir diese Mutation benigne Eigenschaften vor und stuft diese als
Polymorphismus ein. Auch hier sagen Bioinformatik-Analysen Veranderungen in den Spleif3-
stellen voraus, was den Verlust der wichtigen Proteindomanen 3 und 4 bedeuten kdnnte.
PolyPhen-2 sagt ebenfalls fir diese FHL2-Mutation mit einer Sensitivitdt von 0,99 und einer

Spezifitdt von 0,15 ebenfalls einen benignen Einfluss voraus.

Die Stammbaume der drei betroffenen Familien zeigen sich wie folgt:

A B C

raa? g'?; ma¥o
OTeorea O e Ll

IV.11V.2 IV.3IV4IV.5 V.7 V.8

Al

Abb. 11: Stammbé&ume der in 5.1 beschriebenen Familien. Die FHL2-Mutationen zeigten sich in 3 nicht-
verwandten Familien aus Spanien, Frankreich und Deutschland. A, Stammbaum der Familie F-003-0036 der
Mutation ¢.512C>T, T171M, B, Stammbaum der Familie F-19949 der Mutation ¢.530G>A, R177Q und C, Stamm-
baum der Familie F-20198 der Mutation ¢.559G>T, V187L. Die romischen Zahlen symbolisieren die Generatio-
nen, die arabischen Nummern z&hlen die Individuen in einer Generation auf. Mannliche Individuen sind als Kast-
chen, die Frauen als Kreise symbolisiert. Individuen mit HCM sind schwarz markiert, nicht-betroffene Individuen
sind nicht markiert, Individuen mit intermedidrem Phanotyp sind grau markiert. Verstorbene Individuen sind mit
einer Diagonalen gekennzeichnet, die Indexpatienten mit einem Pfeil. Individuen, die die jeweilige Mutation tragen
sind mit (+), Individuen, bei denen die Mutation ausgeschlossen wurde, sind mit (-) gekennzeichnet. Individuen,

die nicht genotypisiert wurden, sind nicht markiert.

5.2 Klonierungen fur die Virusproduktion

Um den Einfluss der gefundenen Mutationen zu evaluieren, erfolgte die Herstellung der je-
weiligen FHL2-Mutante zur AAV6-vermittelten Uberexpression in Kardiomyozyten. Zu Beginn
meiner experimentellen Arbeit musste die humane FHL2-cDNA zur Herstellung von AAV6
mithilfe einer linker-PCR amplifiziert werden. Die PCR wurde als Touchdown-PCR gefahren,
die entstandene Bande des richtigen Fragments im Anschluss an die Gelelektrophorese aus

dem Gel geschnitten und die DNA eluiert (Abb. 14 A). Nun konnte das Fragment in den ge-
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wunschten Arbeitsvektor pEF5-TOPO transformiert werden, der sich vor allem fir die ge-
planten Mutagenese-PCRs gut eignete. Der Vektor ist Bestandteil des pEF5/FRT/V5 Directi-
onal TOPO Expression Kit von Invitrogen und dient der direktionalen Klonierung eines blunt-
end PCR-Produkts in den 5,8 kb groRen Expressions-Vektor. Details zur Verwendung und

Handhabung sind dem Kapitel 4.2.5 zu entnehmen.

A B

Ampicillin Ampicillin

i _8
>/ EF1a promoter \/ EF1a promoter
X

T7 promoter
cacc T7 promoter
pEF5/FRT/V5-D-TOPO- I (1622) pEF5/FRT/V5-D-TOPO- cace BamH forvard
Flag 2 hFHL2 Kozak hFHL2 BamHI (1622)
6739 Flag Tag 6689 /
hFHL2 / hFHL2
Bsa BI (2523) Smal (2472)
BGH rev primer V5

ORF frame 3 ORF frame 3 BGH rev primer

Abb. 12: Vektor pEF5-Topo mit Flag2-FHL2-WT-cDNA links. A zeigt das fir die Virusherstellung bendtigte
Vektor-Insert-Konstrukt. B zeigt das fiir die Proteinherstellung bendtigte Vektor-Insert-Konstrukt. hRFHL2: humanes
FHL2; Flag Tag: Flag Tag-Sequenz; Kozak: Kozak-Sequenz; BamHI und Smal: Schnittstellen der Restriktions-

enzyme.

Im Anschluss durchgeflihrte Kontrollverdaue bestatigten die gelungenen Transformationen in
Top 10-E.coli (Abb. 14 B). Nach Bestatigung der richtigen Sequenzen konnte mit den Muta-
genese-PCRs fortgefahren werden. Die Mutationen sollten jeweils in die DNA-Strdnge der
klonierten Fragmente eingebaut werden. Zunachst wurde nur die Mutagenese-PCR der Mu-
tation ¢.512C>T, p.Thr171Met direkt im Vektor pEF5-TOPO-Flag2-FHL2 durchgefihrt und
per Kontrollverdau und Sequenzierung bestéatigt (Abb. 14). Nun konnten auch jeweils die
beiden anderen Mutationen, Mutation ¢.530G>A, p.Arg177GIn und Mutation c¢.559G>T,
p.Val187Leu (Abb. 14 D) in das Konstrukt pEF5-TOPO-FHL2 eingebaut werden.
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A Mut ¢.512C>T, p.Thr171Met B Mut ¢.512C>T, p.Thr171Met
Mut c.530G>A, p.Arg177GIn Mut c.530G>A, p.Arg177GIn
Mut c.559G>T, p. Val187Leu Mut c.559G>T, p. Val187Leu
Ampicillin Ampicillin
EF1a promoter EF1a promoter
T7 promoter
cacc T7 promoter
pEF5/FRT/V5-D-TOPO- pEF5/FRT/V5-D-TOPO- l
Flag 2 hFHL2 BamHI (1622) hFHL2 cacc BamHlI forward
6739 bp Kozak 6689 bp / BamH]I (16 22)
Flag Tag
Y/ A
hFHL2 Y/ hFHL2

hFHL2 Mutation Y hFHL2 Mutation

‘Bsa BI (2523) &_’ \ Smal (2472)
/ V5

BGH rev primer
ORF frame 3 ORF frame 3 BGH rev primer

Abb. 13: Vektorkarten. A zeigt den TOPO-Vektor mit dem Insert Flag2-hFHL2 der drei Mutanten fir die Virus-
produktion links. B zeigt den TOPO-Vektor mit den gewlinschten Mutationen im Inserts fiir die Proteinherstellung.
hFHL2: humanes FHL2; Flag Tag: Flag Tag-Sequenz; Kozak: Kozak-Sequenz; BamHI, BsaBIl und Smal: Schnitt-

stellen der Restriktionsenzyme.

Auch hier wurden zur Kontrolle der Richtigkeit Kontrollverdaue und Sequenzierungen durch-
gefuhrt. Details zu den Mutagenese-PCRs und den dafir bendtigten Materialien sind dem

Kapitel 4.2.14 zu entnehmen.
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Abb. 14: Gelelektrophorese der FHL2-Klonierungen. A, Gelelektrophorese mit erwarteter FHL2-Bande nach
PCR mit kardialer cDNA eines ,non-failing“ (nf), gesunden Spenderherzens, sowie Wasserkontrolle. B, Verdau
des Plasmids pEF5-TOPO-Flag2-FHL2-WT mit BamHI und BsaBl nach Ligation in den Arbeitsvektor pEF5-
TOPO. C, Kontrollverdau von pEF5-TOPO-Flag2-FHL2-c.512C>T nach Mutagenese-PCR und anschlieRender
Ligation in den genannten Arbeitsvektor. D, Kontrollverdau von pEF5-TOPO-Flag2-FHL2-c.530G>A und -
¢.559G>T nach Mutagenese-PCR und Ligation in den o.g. Arbeitsvektor.

Nach Vorliegen aller vier Mutationen konnten nun die Ligation in den fur die AAVG6-
Produktion bendtigten Arbeitsvektor dsAAV-CMVenh-MLC260 durchgefuhrt werden.

A B
51TR CMVenhancer 51TR 'CMVenhancer
~ MLC260 ~ MLC260
RGlobin IgG RGlobin IgG
Y Bam HI (1171) y Bam HI (1171)
«~_Kozak / _Kozak
| Flag Tag | Flag Tag
dsAAV-CMVenh-MLC260-Flag2 hFHL \ dsAAV-CMVenh-MLC260-Flag2 hFHL |
6230 b . 6230 b |
oo | hFHL2 woop
N BBl (2072) N\ BsaBl (2072)
) SV40PolyA ) SV40PolyA
C31TR T 31TR

Abb. 15: Zielvektoren fiir die AAV6-Produktion FHL2-Varianten. A, der ligierte Vektor dsAAV-CMVenh-
MLC260 mit dem gewlinschten Insert Flag2-hFHL2 des WTs (A), sowie der drei Mutanten (B). CMVenhancer:
Verstarker des CMV-Promoters; MLC260: Regulator der Transkription, hFHL2: humanes FHL2; Flag Tag: Flag

Tag-Sequenz; Kozak: Kozak-Sequenz; BamHI und BsaBl: Schnittstellen fiir Restriktionsenzyme.

Zunachst wurde mit Hilfe eines Restriktionsverdau mit den beiden Enzymen BamHI und Xbal
aus dem vorliegenden Vektor pdsAAV-CMV-MLC260-EGFP das EGFP geschnitten, der
Vektor linearisiert und nach der Gelelektrophorese aus dem Gel eluiert. Auch die vier unter-
schiedlichen FHL2-Fragmente konnten aus dem pEF5-TOPO-Flag2-FHL2-Vektor geschnit-
ten und ebenfalls aus dem Gel eluiert werden. Im Anschluss wurden jeweils die Ligationen
der einzelnen Fragmente mit dem linearisierten und verdauten pdsAAV-CMV-MLC260-

Vektor durchgeflihrt und diese im Nachhinein mittels Restriktionsverdau kontrolliert.
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Abb. 16: Gelelektrophorese nach Restriktions-Verdau. A zeigt den Verdau des Plasmids pdsAAV-CMV-
MLC260-Flag2-FHL2-WT nach Ligation in den genannten Zielvektor. B zeigt den Verdau des Plasmids pdsAAV-
CMV-MLC260-Flag2-FHL2-c.512C>T nach Ligation in den genannten Zielvektor. C zeigt den Kontrollverdau von
Plasmid pdsAAV-CMV-MLC260-Flag2-FHL2-c.530G>A sowie -¢.559G>T nach Ligation in genannten Zielvektor.

Nach Erhalt der richtigen Ergebnisse durch Sequenzierung wurden die vier Plasmide zu Dr.
Oliver Miller nach Heidelberg geschickt, um dort die Viren pdsAAV-CMVenh-MLC260-Flag2-
FHL2-WT, -c.512C>T, -c.530G>A, -¢.559G>T, und einen Virus, pdsAAV-CMVenh-MLC260-
GFP, der zur Infektionskontrolle fir GFP kodiert, produzieren zu lassen (Muller, Schinkel et
al 2008). Nach der Produktion ergaben sich fir die oben aufgezahlten finf verschiedenen

Viren folgende Titer:

Virus Titer
AAV-CMVenh-MLC260-Flag2-FHL2-WT 8,9 x 10 (11) vg/ml
AAV-CMVenh-MLC260-Flag2-FHL2-c.512C>T 5,6 x 10(11) vg/ml
AAV-CMVenh-MLC260-Flag2-FHL2-c.530G>A 1,93 x 10(12) vg/ml
AAV-CMVenh-MLC260-Flag2-FHL2-c.559G>T 3,68 x 10(12) vg/ml
AAV-CMVenh-MLC260-GFP 3,3 x10(11) vg/ml

Tabelle 28: Liste der von Dr. O. Miiller produzierten AAV 6. Angegeben sind die zugehdrigen Titer.
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5.3 Analyse von FHL2-AAV6-transfizierten Maus-Kardiomyozyten

5.3.1 Expressionsanalyse

Fuar die weitere Arbeit mit den Viren wurden zunachst fur die Viren, die den FHL2-WT bzw.
die ¢.512C>T-Mutante kodieren, die Expression auf Proteinebene nach Transduktion von
Maus-Kardiomyozyten analysiert.. Hierfur wurden neonatale Maus-Kardiomyozyten (NMCM)
nach dem im Abschnitt 4.4 genannten Protokoll prapariert und ausplattiert. Im Anschluss
wurden diese NMCMs 72 Stunden nach Ausplattieren mit jeweils einem der Viren in unter-
schiedliche MOls (300, 1000, 3000, 10000 und 30000) infiziert und nach 48 h bzw. 72 h In-
fektion nach Protokoll geerntet. In Western Blots konnte veranschaulicht werden, dass fur
den WT und die ¢.512C>T-Mutante die MOI von 30000 nach 72 h die vielversprechendsten
Ergebnisse lieferte, so dass mit dieser MOI in folgenden Versuchen mit allen Varianten wei-

tergearbeitet wurde (Abb. 17).

A
FHL2 WT FHL2 Mut c512C>T
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Abb. 17: Proteinsignale der FHL2-Varianten WT und ¢.512C>T nach 48h bzw. 72h Transduktion von Maus-
kardiomyozyten. Kardiomyozyten wurden aus neugeborenen Mausen isoliert und mit AAV6, die FLAG-
markiertes WT-FHL2 oder HCM-assoziierte Mutanten kodieren, mit verschiedenen aufgefilhrten MOls transdu-
ziert und fur 48h (A) und 72h (B) kultiviert. Western Blot gefarbt mit dem FLAG-Antikorper, sowie mit Calsequest-
rin-Antikérper zur Kontrolle, der FLAG-FHL2-WT oder —c.512C>T detektiert. Ponceaufarbung jeweils rechts, als

Ladekontrolle. Der Molekulargewichtsmarker ist angezeigt.

Im Anschluss erfolgte die Durchflihrung eines reprasentativen Western Blots mit allen Vari-

anten und Quantifizierung aller vier FHL2-Varianten (
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Abb. 18). Im Vergleich zum WT zeigte sich kein signifikanter Unterschied im exogenen Pro-

teinsignal der drei Mutanten.
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Abb. 18: Proteinsignale der genannten vier FHL2-Varianten nach Transduktion von Mauskardiomyozyten.
Kardiomyozyten wurden aus neugeborenen Mausen isoliert und mit AAV6 (MOI 30 000), die FLAG-markiertes
WT-FHL2 oder HCM-assoziierte Mutanten kodieren, transduziert und fiir 96h kultiviert. A, reprasentativer Western
Blot gefarbt mit dem FLAG-Antikdrper, der FLAG-FHL2-WT oder -Mutanten detektiert sowie B, der Ponceaufar-
bung als Ladekontrolle. Der Molekulargewichtsmarker ist angezeigt. C, Proteinsignal der FHL2-Varianten genormt
zur Proteinfarbung durch Ponceau und relativiert zum WT-Signal. Die Daten sind angegeben als Mittelwert +

Standardfehler (n = 6-8). Varianzanalyse (one-way ANOVA) mit Dunnett’'s Post-Test im Vergleich zum WT.

5.3.2 Zellulare Lokalisation von nativem Fhl2

FHL2 ist nach Literaturangaben an der |- und M-Bande des kardialen Sarkomers lokalisiert.
Zur Uberpriifung dessen fiihrten wir in NMCMs und in ventrikularen Myozyten adulter Mause
Immunfluoreszenz-Versuche durch, siehe fir die Durchfiihrung Kapitel 4.4.7. In NMCMs
zeigte sich ein gestreiftes Muster des nativen Fhl2, das sich im Wechsel mit der gestreiften

Anordnung von cMyBP-C in der sarkomerischen A-Bande zeigte. Aullerdem zeigten sich
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Uberlagerungen in die M-Bande, woraus sich die Lokalisation von FHL2 in der I- und M-
Bande bestatigen lie3 (Abb. 19 A). In AMVMs zeigte sich eine deutliche Ko-Lokalisation mit
dem Z-Scheiben-standigen a-Aktinin (Abb. 19 B).

FHL2 cMyBP-C Ubereinandergelegt  Ausschnitt

FHL2 Alpha-Aktinin Ubereinandergelegt  Ausschnitt

Abb. 19: Zelluldre Lokalisation von nativem FHL2. A zeigt die Ko-Anfarbung des nativen Fhi2 mit cMyBP-C in
NMCM, B zeigt die Ko-Anfarbung mit a-Aktinin in AMVMs. MaRstabsleiste entspricht 10 yM.

5.3.3 Zellulare Lokalisation der FHL2-Varianten

Nach Ermittlung der optimalen Infektions-MOI der AAV6 wurden Lokalisationsanalysen per
Immunfluoreszenz durchgefihrt, um den Einbau in das kardiale Sarkomer zu Uberprufen.
Hier zeigte sich fur alle 4 FHL2-Varianten ein gestreiftes Muster in Abwechslung mit cMyBP-
C, welches in der sarkomerischen A-Bande lokalisiert ist. Es ist also davon auszugehen,
dass das exogene FHL2 wie beschrieben an der I-Bande in der Nahe der Z-Scheibe lokali-
siert ist. Zudem zeigte es wie das native Fhi2 einen kleinen Uberhang in die M-Bande, was

fur einen adaquaten Einbau des exogenen FHL2 ins Sarkomer spricht (Abb. 20).
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FLAG-FHL2 cMyBP-C Ubereinandergelegt  Ausschnitt

o - .
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Abb. 20: Sarkomerische Lokalisation von FHL2-WT und -Mutanten nach Transduktion von NMCM. Aufge-

fuhrt sind jeweils die Immunfluoreszenz mit Flag-markiertem FHL2, mit cMyBP-C, beide Bilder tibereinander ge-
legt sowie eine VergrofRerung. MaRstableiste entspricht 10 uym. Fluoreszenzmikroskopie durchgefihrt von Dr.

Felix Friedrich vom Institut fiir Experimentelle Pharmakologie, Universitatsklinikum Hamburg-Eppendorf.

Des Weiteren evaluierten wir die Ko-Lokalisation von FHL2 und Titin. Fur die Lokalisation
von Titin benutzen wir einen Antikérper, der den Z-Scheiben-Anteil von Titin detektiert. Hier
zeigten sich sowohl ein gestreiftes Muster mit dem exogenen FHL2 in der M-Bande sowie
ein Ubereinandergelegtes Muster mit dem Titin-Signal in der Z-Scheibe des Sarkomers (Abb.
21).
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FLAG-FHL2 Titin Ubereinandergelegt Ausschnitt

WT

c.512C>T

c.530G>A

c.559G>T

Abb. 21: Sarkomerische Lokalisation von FHL2-WT und -Mutanten nach Transduktion von NMCM. Aufge-
fuhrt sind jeweils die Immunfluoreszenz mit Flag-markiertem FHL2, mit Titin sowie beide Bilder Ubereinanderge-
legt. MaRstableiste entspricht 10 um. Fluoreszenzmikroskopie durchgefiihrt von Dr. Felix Friedrich vom Institut fiir

Experimentelle Pharmakologie, Universitatsklinikum Hamburg-Eppendorf.

5.3.4 Transduktion von kiinstlichem Herzgewebe

Da bekannt ist, dass HCM mit Hyperkontraktilitdt und diastolischer Dysfunktion einhergeht
(Maron et al. 2011), untersuchten wir, ob die humanen FHL2-Varianten nach AAVG6-
vermitteltem Gentransfer Einfluss auf die Kontraktion in kinstlichem Herzgewebe (EHT) zei-
gen. Die Transduktion der EHTs erfolgte wie im Kapitel ,Herstellung und Transduktion von
kunstlichem Herzgewebe® beschrieben. Als Kontrolle der Transduktion wurden EHTs parallel
mit GFP-kodierenden AAVG6 transduziert, so dass der Erfolg der Transduktion durch Fluores-

zenzanalyse kontrolliert werden konnte (Abb. 22).
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Abb. 22: Transduktionskontrolle der EHTs. A AAV6-GFP-transduziertes EHT und B nicht-transduziertes EHT

unter UV-Licht. MaRstableiste entspricht 1 mm.

5.3.5 Lokalisation von FHL2-Varianten in EHTs

Zunachst wurde fir die FHL2-Varianten eine Lokalisationsanalyse per Immunfluoreszenz
durchgefihrt, um den Einbau in das kardiale Sarkomer nach EHT-Transduktion zu Uberpru-
fen. Die Immunfluoreszenz wurde nach Protokoll durchgefiihrt, das im Teil 4.4.7 beschrieben
ist. Diese geschah mit der Kombination aus den Primar-Antikérpern gegen Flag-markiertes
FHL2 und gegen cMyBP-C. Hierbei zeigte sich, wie der Abb. 23 zu entnehmen ist, in den mit
dem WT und den Mutanten transduzierten EHTs ein sich abwechselndes Muster von
cMyBP-C und FHL2. Der WT als auch die Mutanten bestatigten die erwartete Lokalisation in
der Z-Scheibe/l-Bande. Interessanterweise zeigten sich flr die dritte FHL2-Variante,
¢.559G>T, Doppelbanden (in Abb. 23 mit Doppelpfeil markiert). Dieser Unterschied in der
zellularen Lokalisation kénnte aus einem technischen Artefakt wahrend der Prozessierung
des Gewebes resultieren, da gezeigt werden konnte, dass es bei relaxierten Sarkomeren zu
einer korrekten Detektion von FHL2 in der [-Bande kommt, wahrend kontrahierte Sarkomere

eher eine Z-Scheiben-Farbung zeigen.

FLAG-FHL2 cMyBP-C Ubereinandergelegt ~ Ausschnitt

WT
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FLAG-FHL2 cMyBP-C Ubereinandergelegt  Ausschnitt

c.512C>T

c.530G>A

c.559G>T

Abb. 23: Immunfluoreszenz von FHL2-transduziert EHTs. Aufgefihrt sind jeweils die Immunfluoreszenz mit
Flag-getagtem FHL2, mit cMyBP-C sowie beide Bilder Gbereinander gelegt. Doppelbanden der dritten Mutante
sind mit Pfeilen markiert. MaRstableiste entspricht 10 uym. Fluoreszenzmikroskopie durchgefiihrt von Dr. Felix

Friedrich vom Institut fir Experimentelle Pharmakologie, Universitatsklinikum Hamburg-Eppendorf.

5.3.5.1 Einfluss der Transduktion auf die Kontraktilitat der EHTs

Die Kontraktilitditsmessungen (durchgefiuhrt von Dr. Felix Friedrich) fanden an Tag 10, 13
und 14 statt. Die Kontraktilitatsanalyse der transduzierten EHTs wurde hinsichtlich verschie-
dener Kriterien wie Kraft (in mN), Kontraktions- und Relaxations-Geschwindigkeit (in
mN/Sekunde) durchgefihrt (Hansen, Eder et al. 2010). In der Analyse an Tag 14 (Daten von
Tag 10 und 13 nicht gezeigt) zeigte sich fir WT-EHTs kein signifikanter Unterschied bezug-
lich der Kraftentwicklung, sowie der Kontraktions- und Relaxationsgeschwindigkeit im Ver-
gleich mit nicht-transduzierten Kontroll-EHTs. Zwischen den FHL2-Gruppen war jedoch auf-
fallig, dass die mit ¢.512C>T-transduzierten EHTs im Vergleich zu WT-transduzierten EHTs
eine signifikant hohere Kraft und Kontraktionsgeschwindigkeit zeigten (Abb. 24 A und B).
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Abb. 24: Messungen der mit FHL2-WT und -Mutanten transduzierten EHTs an Tag 14. Analyse hinsichtlich
der aufgefihrten Parameter Kraft (A, in mN), Kontraktions-Geschwindigkeit (B, in mN/s), Relaxations-
Geschwindigkeit (C, in mN/s). Daten angegeben als Mittelwert + Standardfehler. N wie in den Balken angegeben.

Analyse durch: Varianzanalyse (one-way ANOVA), Dunnet’'s Post-Test im Vergleich zum WT, * p< 0,05, **p>0.01.

5.4 Klonierungen fur die Produktion rekombinanter Proteine

Zur Evaluation bezilglich der Interaktionsfahigkeit der FHL2-Varianten mit sarkomerischen
Strukturproteinen war die Produktion rekombinanter FHL2-Proteine geplant. In Zusammen-
arbeit mit Prof. Dr. Wolfgang Linke von der Abteilung flir Kardiovaskuladre Physiologie der
Ruhr-Universitat Bochum sollten Titin-Bindungs-Essays durchgefiihrt und die Interaktion der
verschiedenen FHL2-Varianten hinsichtlich des Bindungsverhaltens untersucht werden. Fur
die Herstellung rekombinanter Proteine bendtigte ich zunachst die cDNA des FHL2, welches
wie auch fur die AAV6-Produktion mithilfe einer linker-PCR amplifiziert werden konnte. Auch
diese PCR wurde als Touchdown-PCR gefahren, die Bande des entstandenen Fragments

nach der Gelelektrophorese aus dem Gel geschnitten und die DNA eluiert (Abb. 25 A). Auch
78



Ergebnisse

dieses Fragment wurde fur die weiteren Klonierungsarbeiten in den Arbeitsvektor pEF5-
TOPO transformiert (Abb. 25). Details zu diesem sind im Kapitel 4.2.5 zu finden. Kontrollver-
daue bestatigten anschliellend die gelungenen Transformationen in Top 10-E.coli und das
Vorliegen des Plasmids pEF5-TOPO-FHL2-WT (23 B).

Fur die Klonierung der drei FHL2-Mutationen erfolgte wiederum eine Mutagenese-PCR mit
dem WT-Plasmid als Matrize. Kontrollverdaue und Sequenzierung bestatigten die erfolgrei-
che Produktion der gewtlnschten Plasmide pEF5-TOPO-FHL2-c.512C>T, pEF5-TOPO-
FHL2-c.530G>A und pEF5-TOPO-FHL2-c.559G>T (Abb. 25 C). Details zur Durchfilhrung

der Mutagenese-PCRs sind dem Kapitel 4.2.14 zu entnehmen.

Doppelverdau BamHI und EcoRV ,
pEFS/FRTNV5-TOPO-FHL2-Mut-

s €.512C>T c.530G>A

..

Abb. 25: Gelelektrophorese des durchgefiihrten Restriktions-Verdaus. A zeigt PCR-Ansatze an der DNA
eines gesunden Spenderherzens. B zeigt den Verdau des Plasmids pEF5-TOPO-FHL2-WT nach Ligation in den
Arbeitsvektor pEF5-TOPO. C zeigt den Kontrollverdau von pEF5-TOPO-FHL2-¢.512C>T, -¢c.530G>A und -

¢.559G>T nach anschlieRender Ligation in den genannten Arbeitsvektor.

Nach Vorliegen aller vier Varianten mussten im Anschluss die Ligationen der vier verschie-
denen FHL2-Fragmente in den fur die Herstellung rekombinanter Proteine bendtigten Ziel-
vektor pGex-5x-1 durchgefiihrt werden (Abb. 26).
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Abb. 26: Legierter Vektor pGex-5x-hFHL2-Fusion. A: Vektor mit FHL2-WT-cDNA, B Vektor, in den die Mutati-
onen eingefligt wurden. BamHI und Smal: Sequenz fir Schnittstellen der Restriktionsenzyme; Stop: Stop-Kodon;
hFHL2: humanes FHL2; Factor Xa cleavage site: Schnittstelle Faktor Xa; GST: Gen fiir Glutathion-S-Transferase.

Zunachst wurde der Vektor im Restriktionsverdau mit den beiden Enzymen BamHI und Smal
linearisiert und anschlieflend aus dem Gel eluiert. Auch die vier FHL2-Fragmente wurden mit
den gleichen Enzymen aus dem Vektor pEF5-TOPO-FHL2 geschnitten, die DNA eluiert und
die Ligationen der einzelnen Fragmente mit dem gedffneten, verdauten Vektor pGex-5x-1
durchgefiihrt. AnschlieBende Restriktionsverdaue und Sequenzierungen bestéatigten den
Erfolg der Ligationen. Nach Erhalt der richtigen Sequenzen konnte mit der Herstellung der

rekombinanten Proteine begonnen werden.

Doppelverdau mit BamHI und Smal von pGex-5x-FHL2-

1kb

1kb

A

B

Abb. 27: Gelelektrophorese des durchgefiihrten Restriktions-Verdaus. A zeigt den Verdau der Plasmide
pGex-5x-FHL2-WT und —c.512C>T nach Ligation in den genannten Zielvektor. B zeigt den Verdau des Plasmids
pGex-5x-FHL2-¢.530G>A sowie ¢.559G>T nach Ligation in den genannten Zielvektor.
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5.5 Herstellung rekombinanter Proteine

Die Produktion der rekombinanten Proteine erfolgte nach dem oben beschriebenen Proto-
koll. Zunachst wurde die Proteinkonzentration beider Eluate mittels Bradford-Methode ge-
messen. Im Anschluss fiihrten wir Western Blots durch, um im Saulenmaterial moglicher-
weise ,hangengebliebene” produzierte Proteine nachweisbar zu machen. Hierfir wurden
15% Trenngele und Sammelgele gegossen, die Proben vorbereitet und die Gele fir anfangs
10 min bei 80 V und dann bei 150 V in der Elektrophorese laufen gelassen. Anschlielend

wurden die SDS-Gele mit Coomassie gefarbt, ausgewertet und entfarbt.

Die Western Blot-Detektion wurde mit Anti-FHL2 und Anti-Maus Antikorpern durchgefihrt.
Die erwartete BandengroRe flr das Protein bestehend aus FHL2 und GST war 56 kDa, nach
Schneiden mit Faktor Xa wurde fiir FHL2 eine BandengréRe von 32 kDa erwartet. Die Er-
gebnisse fur den WT zeigten ein wahrend der verschiedenen Waschschritte schwacher wer-
dendes Signal, die Mutanten zeigten hier stabile Signale. Das erwartete Endprodukt FHL2
mit der BandengréfRe von 32 kDa war in den Eluaten insbesondere fir die Mutanten nach-
weisbar, der WT zeigte diese Bande in E1 und E2 nur schwach (Abb. 28).

TO T1 T2 T3 T4 Son SN W1 W2 W3 E1 E2

5
3

TO T T2 T3 T4 SonSN W1 W2W3 E1 E2

B Erwartete BandengroRe
FL2+GST 56 kDa
25 Erwartete BandengroRe
— —_ FL2 32 kDa

TO T1 T2 T3 T4 Son SN W1 W2 W3 E1 E2

C .
= ‘ Erwartete BandengroRe
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- ‘ Erwartete BandengroRe
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Erwartete Bandengro-
Re

Erwartete Bandengro-
Re

Coomassie

Abb. 28: Coomassie links und Western Blot auf Nitrozellulose rechts. Darstellung der verschiedenen
Schritte der Produktion aller vier rekombinanten FHL2-Protein-Varianten. Coomassie mit 12% SDS-Gel. Die
Abbildungen zeigen in folgender Reihenfolge A, FHL2-WT, B, FHL2-c.512C>T, C, FHL2-c.530G>A und D, FHL2-
¢.559G>T. TO: vor Induktion, T1-4: wahrend der Induktion, Son: nach Sonifizierung, SN: nach Bindung am S&u-
lenmaterial. W1-3: Waschschritte, E1+2: Elution 1 und 2. Erwartete BandengréfRe: FHL2+GST 56 kDa.

Nach Durchfiihrung der Western Blots fihrten wir Proteinmessungen nach Bradford durch.
Da sich diese bei allen vier Varianten die Proteinkonzentration nach Saulenelution als nega-
tiv bzw. nicht messbar darstellte, wurden verschiedene Bedingungen ausprobiert, wie die
Induktion bei 22 °C fiur 6 h, bei 18 °C Uber Nacht oder auch die Induktion mit 0,1 mM IPTG
bei 18 °C Uber Nacht, anstelle der im Protokoll angegebenen 30 °C fir 4 h und 1 mM IPTG.
Doch auch in diesen wiederholt durchgefiihrten Untersuchungen lief sich jeweils in den
Bradford-Messungen kein Protein nachweisen. Auch erneut durchgeflhrte Sequenzierungen
zum Ausschluss veranderter Aminosaure-Sequenzen des GST-FHL2-Vektors ergaben keine
UnregelmaRigkeiten. Aus der Literatur wie auch durch Austausch mit kollaborierenden Ar-
beitsgruppen ist bekannt, dass die Herstellung rekombinanter Proteine haufig aufgrund von

Ldslichkeitsproblemen misslingt (Kane und Hartley 1991).

In der Fehlersuche in Zusammenarbeit mit Prof. Dr. Friederike Cuello aus unserem Institut
ergab sich der Vorschlag, ein von Prof. Cuello kloniertes FHL2-Plasmid zu verwenden, das
neben dem GST am C-terminalen Ende auch Flag-markiert war. lhre Erfahrungen mit die-
sem Plasmid waren, dass die Flag-Markierung die Léslichkeit verbessert, so dass in weiter-
fuhrenden Experimenten die erneute Proteinproduktion mit diesem FHL2-Plasmid verfolgt

werden soll, was allerdings nicht Teil dieser Doktorarbeit ist.
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6 Diskussion

Das Ziel der vorliegenden Promotionsarbeit war die Evaluation von FHLZ2 hinsichtlich seiner

Rolle als neues Krankheitsgen der HCM. Die zu dieser Hypothese fihrenden Uberlegungen

beruhten auf Hinweisen aus der Literatur, dass FHL2 als Interaktionspartner grof3er Herz-

muskelproteine wie Titin und strukturell bedeutenden Ansatzpunkten an |- und M-Banden

des Sarkomers, als Interaktionspartner diverser metabolischer Enzyme und in Hypertrophie-

Signalwegen wie dem Calcineurin-, ERK- und NFAT-Signalweg eine essentielle Rolle in der

Entstehung kardialer Funktion und Hypertrophie spielt.

Die wichtigsten Ergebnisse dieser Arbeit sind folgende:

In einer Kohorte von HCM-Patienten konnten sechs FHL2-Varianten detektiert wer-
den. Davon waren zwei ,missense“Mutationen (c.512C>T, Thr171Met; c.559G>T,
Val187Leu), die bisher nicht beschrieben sind. Eine weitere ,missense“Mutation
(c.530G>A, Arg177GIn) war als SNP berichtet worden, aber bisher nicht mit HCM as-
soziiert. Weiterhin konnten drei nicht mit HCM-assoziierte ,silent® SNPs (¢c.678C>T,
Asn226Asn; ¢.804C>T, Asp268Asp; ¢.819C>T, Pro273Pro) identifiziert werden.

Der FHL2-WT und die drei ,missense“Mutationen (c.512C>T, ¢.530G>A und
¢.559G>T) konnten erfolgreich fir AAV6-Uberexpressionsexperimente kloniert wer-
den.

Nach Transduktion und Uberexpression der FHL2-Varianten in Maus-Kardiomyozyten
und klnstliches Herzgewebe aus Ratten-Kardiomyozyten ergaben sich keine Unter-
schiede im Proteinsignal und eine normale sarkomerische Integration.

In Kontraktilitdtsanalysen zeigte sich eine Hyperkontraktilitdt in ¢.512C>T-trans-
duzierten EHTs im Vergleich zu WT-EHTs.

Diese Ergebnisse deuten an, dass FHL2 ein neues HCM-Krankheitsgen sein kénnte. Wah-
rend unsere Untersuchungen keinen Anhalt flr eine verminderte Expression und damit eine
mdgliche verminderte antihypertrophe Funktion flr die drei Varianten ergeben haben, deu-
ten die Untersuchungen im kinstlichen Herzgewebe daraufhin, dass die ¢.512C>T-Variante

durch Induktion einer Hyperkontraktilitdt zum Krankheitsbild der HCM beitragen kénnte.

6.1 FHL2-SNPs

Von den 6 gefundenen FHL2-Mutationen identifizierten wir drei, die zuvor schon beschrieben
worden waren: ¢.678C>T, Asn226Asn, rs137869171; c.804C>T, p.Asp268Asp, rs3087523

83



Diskussion

und ¢.804C>T, p.Pro273Pro, rs11124029. Da sie aulder in unserer auch schon in anderen
Studien in gesunden Kontrollindividuen gefunden worden waren, ist anzunehmen, dass es
sich hier wirklich um Polymorphismen handelt, die nicht mit HCM assoziiert sind. Neben die-
sen SNPs zeigten sich drei weitere Varianten (c.512C>T, ¢.530G>A und c.559G>T).

6.2 Bedeutung der ,,missense“-Mutationen hinsichtlich der Famili-

engeschichten
Die drei identifizierten ,missense“FHL2-Mutationen (c.512C>T, ¢.530G>A und c.559G>T)

zeigten sich jeweils in Patienten mit HCM, bei denen bisher keine bekannten, zur HCM
fuhrenden Genmutationen nachgewiesen worden waren. Es ergab sich, dass alle Trager
dieser FHL2-Mutationen eine HCM bzw. kardiale Hypertrophiezeichen zeigten und in keiner
(Mutation ¢.512C>T), bzw. in einer (Mutation ¢.559G>T) oder in zwei (Mutation c.530G>A)
Kontrollen der 262 Kontrollpersonen nachweisbar waren. Diese Varianten lieBen sich als
stabile Proteine in Kardiomyozyten exprimieren und zeigten eine korrekte sarkomerische

Integration.

Variante | (c.512C>T) wurde in einer heterozygoten Indexpatientin nachgewiesen, die sich
mit einer Septumhypertrophie und subaortaler Obstruktion prasentiert hatte. Klinisch bot die
Patientin klassische Symptome einer Herzinsuffizienz gemal NYHA Il. Betrachtet man den
Stammbaum der Patientin, zieht sich die Diagnose der HCM durch einen Grofteil der Fami-
lie. Insbesondere der plétzliche Herztod des zunachst asymptomatischen zweiten Sohnes
macht die Bedeutung der frihzeitigen Diagnosestellung und adaquaten Therapie der HCM
deutlich. Die Konstellation, dass der flr die FHL2-Mutation negativ getestete Ehemann der
Indexpatientin ebenfalls an einer nachgewiesenen HCM leidet und das Ehepaar zwei ge-
meinsame, ebenfalls an HCM erkrankte S6hne hat, macht diese Familie flr die genetische

Grundlagenforschung der HCM-Forschung interessant.

Interessanterweise zeigten sich nach Transduktion in EHTs sowohl eine héhere Kraft als
auch eine schnelle Kontraktionsgeschwindigkeit. Diese Hyperkontraktilitat ist in Uberein-
stimmung mit frGheren Ergebnissen fur HCM-assoziierte FHL1 und ANKRD1-Varianten
(Friedrich, Wilding et al. 2012, Crocini, Arimura et al. 2013). Dies steht auch im Einklang mit
einer erhdhten Ca*-Empfindlichkeit der Myofilamente mit verschiedenen Sarkomer-Gen-
Mutationen in Human- oder Maus-Modellen der HCM (Morimoto, Yanaga et al. 1998, Kimura

2010, Fraysse, Weinberger et al. 2012, van Dijk, Paalberends et al. 2012) und ist mit einer
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verbesserten Kontraktionsfunktion in nativem und kiinstlichem HCM Maus-Gewebe (Ahmad,
Seidman et al. 2005, Cazorla, Szilagyi et al. 2006, Pohlmann, Kroger et al. 2007, Barefield
and Sadayappan 2010, Stohr, Friedrich et al. 2013) verbunden. Hyperkontraktilitdt kann zu
héherem linksventrikuldren systolischen Druck fihren, was haufig bei der menschlichen
HCM beobachtet wird (Gersh, Maron et al. 2011).

Gegen Variante Il (c.530G>A) als direkte Ursache fir eine HCM gibt es mehrere Argumente.
Erstens wurde sie (zuletzt als rs1131188481 klassifiziert) in 201/12805 Allelen (Haufigkeit
1,6%) im NHLBI exome variant server gefunden und durch Mutation Taster und PolyPhen-2
als gutartiger Polymorphismus klassifiziert. Zweitens wurde sie in einer Familie identifiziert,
die zusatzlich eine FHL1-Mutation tragt (Friedrich, Wilding et al. 2012). Diese Tatsache
macht es schwierig, den eindriicklichen Phanotypen des Patienten ausschlieBlich der FHL2-
Mutation zuzuordnen. Es kann allerdings nicht ausgeschlossen werden, dass die FHL2-
Variante zusatzlich zur FHL7-Mutation zu dem ausgepragten Phanotypen beitragt. Die
FHL1-Mutation kénnte ebenfalls den Phanotypen erklaren oder wenigstens zur Erklarung
beitragen. Der Indexpatient dieser Mutation stellte sich neben Symptomen der ausgepragten
Herzinsuffizienz mit muskularen und milden neuropathischen Symptomen vor. Die Diagnose
der HCM ging mit dramatischen Konsequenzen in Form einer Herztransplantation im jungen
Erwachsenenalter einher. Betrachtet man den Stammbaum des Patienten zeigt sich auch
hier in der nahen Verwandtschaft, bei einem Bruder des Patienten, die gleiche Diagnose bei
milderem Verlauf der Erkrankung. Auch bei der Mutter, die sich ebenfalls heterozygot fir die
beschriebene Mutation zeigte, wurde echokardiografisch eine HCM nachgewiesen. Interes-
sant ware zusatzlich ein genetisches Screenings der Tante, die grenzwertige echokardiogra-
fische Messungen zeigt. Schliellich beeinflusste die Expression von Variante Il in EHTs
nicht die Kontraktilitat in EHTs.

Variante Il (c.559G>T) zeigte sich heterozygot in einer Patientin, die sich mit septaler Hyper-
trophie vorgestellt hatte. lhre Schwester und Mutter, beide ebenfalls heterozygot flr diese
Mutation, entwickelten bisher keinen Phanotyp. Interessanterweise sagten in silico-Analysen
fur die zweite und dritte Mutation benigne Konsequenzen mit einer Einstufung als Polymor-
phismus vorher, im Gegensatz zur Variante |, die mit 99% krankheitserregender Konsequen-
zen als pathogen eingestuft wurde. Variante Ill wurde nur in 1/262 Kontrollindividuen gefun-
den, aber nicht im NHLBI exome variant server. Allerdings zeigten sich, dhnlich wie bei Vari-

ante I, keine Stérungen der Kontraktion nach Gentransfer in EHTs. Nichtsdestotrotz kénnte
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diese Variante trotzdem eine gestérte Funktion zeigen, was bisher in meinen Versuchsauf-

bauten noch nicht nachgewiesen werden konnte.

Betrachtet man diese drei Familien mit unterschiedlichen Phanotypen von HCM-
Erkrankungen und weitem Spektrum an gebotener Kilinik, ist die Bedeutung der genetischen
Untersuchung zur Risikoeinschatzung von HCM-Patienten nachvollziehbar. Insbesondere gilt
dies auch fur Familienmitglieder. Gehen bestimmte Mutationen mit einer erhdhten Inzidenz
des plétzlichen Herztods einher, ergaben sich veranderte therapeutische Konsequenzen. In
Abhangigkeit von den genetischen Untersuchungen und dem Nachweis bestimmter Genmu-
tationen kénnten Risikoabschatzungen vorgenommen werden und eine verbesserte indivi-
duelle Therapie initiiert werden. Betrachtet man die Familie, die die ¢.512C>T-Mutation tragt,
stellt sich die Frage, ob der bereits verstorbene Sohn, der sich positiv fir die FHL2-Mutation
zeigte, von einer zugigen primarprophylaktischen ICD-Implantation profitiert hatte. Diese
verbesserte individuelle Therapie kénnte neben der allgemeinen Lebensstil-Anderung mit
einer strengen medikamentésen prophylaktischen Therapie bei entsprechender Klinik ein-
hergehen, ggf. auch mit der grof3zigigeren Indikationsstellung zur primarprophylaktischen

ICD-Implantation.

6.3 Bedeutung der ,,missense“-Mutationen hinsichtlich der norma-
len FHL2-Funktion

Nur wenig ist Uber FHL2 hinsichtlich seiner Beteiligung an der Kardiomyopathie-Entstehung
bekannt. Bis dato wurde von Arimura et al. 2007 nur eine Mutation beschrieben, die mit DCM
assoziiert ist. Die Frage, inwieweit eine Mutation im FHL2-Gen zur HCM und zur kardialen
Dysfunktion fuhrt, bleibt bislang unbeantwortet. Eine von uns postulierte Hypothese beruht
auf der Annahme, dass die ,normale” Funktion des FHL2-Proteins durch Mutation und sich
anschlieBendes verandertes Spleilen und Proteindomanenverlust gestort ist. Betrachtet
man die verschiedenen FHL2-Mutationen beziglich dieser Uberlegungen, ergeben sich fol-
gende Ergebnisse: Laut bioinformatischer Analyse kénnte Variante | (¢c.512C>T) durch ver-
andertes Spleillen des resultierenden FHL2-Proteins zu einem veranderten und verkirzten
Protein fihren. Diese strukturellen Verdnderungen wurden insbesondere die wichtigen LIM-
Domanen 3 und 4 betreffen, welche als Interaktions-Region flr andere Proteine bedeutsam
sind. Es ist davon auszugehen, dass speziell dieser DNA-Bereich einem hohen Selektions-
druck unterlegen ist, da sich diese in Sequenz-Analysen in allen Spezies als hoch-

konserviert zeigte. Veranderungen des Proteins in dieser Region wirde unserer Vermutung
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nach die Bindungsfahigkeit von FHL2 als Interaktionspartner flr diverse Proteine deutlich
einschranken (Johannessen, Moller et al. 2006). Das zugehdérige, mutierte FHL2-Protein
zeigte in unseren Experimenten eine normale stabile Integration ins Sarkomer. Fir Variante
Il (c.530G>A) gilt bei ebenfalls stabiler Integration ins Sarkomer genauso der Verdacht auf
ein verandertes SpleiRen des FHL2-Proteins und ggf. eine Strukturveranderung, denn fir
diese Mutation ergdbe sich auch eine Beeintrachtigung der LIM-Domanen 3 und 4 des
FHL2-Proteins. Auch die dritte Variante (c.559G>T) zeigte eine stabile Integration ins Sar-
komer. Durch diese Mutation kénnte es ebenfalls zu einem Verlust der dritten und vierten

LIM-Doméane kommen.

Zu erwahnen ist, dass mithilfe der Verfahren, die im Rahmen dieser Doktorarbeit angewen-
det wurden (Sequenzierung des kodierenden Genbereichs von genomischer DNA, Klonie-
rung der Varianten mit cDNA), mogliche Effekte durch verandertes Spleillen nicht analysier-
bar waren. Dass das Spleilen als grundlegender Mechanismus der Genregulation durch
Defekte auch zur HCM fihren kdnnen, ist bekannt und beispielweise fiur MYBPC3-
Mutationen beschrieben (Carrier et al. 2012). Es wurden zwei MYBPC3-missense-
Mutationen des menschlichen Herzmuskels verglichen, wovon die erste flr ein missense-
Protein kodiert und das letzte Nukleotid des Exons 17 betrifft, und die zweite Mutation eben-
falls fur ein missense-Protein kodiert und in der Mitte dieses Exons lokalisiert ist. Es zeigten
sich in der RT-PCR-Analyse fur die erste Variante zwei Produkte, ndmlich neben der mis-
sense-mRNA zusatzlich eine kleine Menge an mRNA mit geskipptem Exon 17, und fiur die
zweite Variante nur der Nachweis eines Produktes ohne Nachweis eines exon-skipping. So-
mit muss davon ausgegangen werden, dass beim Screening auf cDNA-Ebene Mutationen
,<abersehen“ werden kénnen, die den Spleill-Mechanismus beeinflussen kénnen. Zusam-
mengefasst kann man also sagen, dass die Analyse von FHL2 auf kardialer mRNA-Ebene
und weiterfuhrender RT-PCR-Analyse von grof3em Interesse bezlglich der Entdeckung von

veranderten SpleilR-Sequenzen sein kdnnte (Carrier et al. 2012).

Laut bioinformatischer Analyse kénnten also die von uns beschriebenen drei Mutationen mit
einem Verlust bedeutender LIM-Doméanen einhergehen. Dies spricht somit flr die Hypothese
des ,Verlustes der normalen FHL2-Protein-Funktion®. Dies hatte weitreichende Konsequen-
zen fur die native Funktion von FHL2 als Interaktionspartner im Sarkomer, was im Nachfol-

genden erlautert wird.
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6.3.1 FHL2 als antihypertropher Faktor

Die Bedeutung von FHL2 hinsichtlich kardialer Hypertrophie wurde in der Vergangenheit von
verschiedenen Arbeitsgruppen untersucht. Es bestatigte sich wiederholt die Tatsache, dass
FhI2-KO-Mause basal keinen auffalligen kardialen Phanotypen zeigen. Auch akute Druckzu-
nahme zeigte keine Veranderung hinsichtlich bekannter hypertropher Signalkaskaden. Im
Gegensatz dazu flhrte die chronische Isoprenalin-Applikation zu einer ausgepragteren kar-
dialen Hypertrophie bei erhéhten ANP-Spiegeln (Chu, Bardwell et al. 2000, Kong, Shelton et
al. 2001). Diese Gegebenheiten sprechen dafur, dass vor allem die Art und Dauer der Stimu-

lation ausschlaggebend fur die Hypertrophie-Entwicklung ist.

Dass FHL2 ein essentielles kardiales Protein darstellt und insbesondere in Hypertrophie-
Kaskaden eine wichtige Position einnimmt, wurde schon mehrfach postuliert (Purcell, Darwis
et al. 2004, Hojayev, Rothermel et al. 2012, Okamoto, Li et al. 2013). Als Interaktionspartner
verschiedener Proteine ist besonders die regulierende Stellung in den bedeutenden zwei

Kaskaden der Hypertrophie, den Calcineurin- und ERK2-Signalwegen, interessant.

So veroffentlichten unlangst Hojayev et al. den Nachweis, dass FHL2 eine Ko-Lokalisation
mit Calcineurin aufweist. Es konnte gezeigt werden, dass in Fh/2-KO-Mausen der Calcineu-
rin/NFAT-Signalpfad der Hypertrophie aktiviert ist. Des weiteren zeigten sich in Isoprenalin-
behandelten Fh/2-KO-Mausen eine Hochregulation der Rcan1.4- und BNP-Transkripte, die
direkte Ziele vom NFAT-Signalweg darstellen. Beim siRNA-vermittelten knockdown von
FHLZ2 konnte eine vermehrte Aktivierung von Rcan1.4-Promotoren durch Calcineurin und
lonomycin induziert werden. Diese Aktivierung konnte durch Ciclosporin-vermittelte Calcine-
urin-Inhibition unterdriickt werden. Auf der anderen Seite konnte durch FHL2-
Uberexpression eine verminderte Aktivierung des Rcan1.4-Promoters erzielt werden. Dieses
fuhrte nach konsekutiver Aktivierung von Calcineurin zu einem verminderten hypertrophen
Wachstum in Kardiomyozyten. Diese Interaktionen wurden unter Konditionen mit Calcineu-
rin-Inaktivierung nicht beschrieben (Hojayev, Rothermel et al. 2012). Beziglich der ERK-
Signalwege konnten Purcell et al. belegen, dass FHLZ2 eine geringe Affinitat fir unphospho-
ryliertes, inaktives ERK und eine hohe Affinitat fur phosphoryliertes und damit aktives ERK
aufweist (Purcell, Darwis et al. 2004). Diese Daten unterstitzen die Hypothese, dass FHL2
eine hemmende Rolle auf eine durch B-adrenerge Stimulation induzierte Hypertrophie-
Entwicklung hat und die Aktivierung von NFAT-Zielgenen durch Calcineurin-Interaktion inhi-
biert. Bezlglich der Interaktion der in unserer Studie detektierten FHL2-Varianten mit Calci-

neurin kdnnten in Zukunft Ko-Immunoprazipitations-Experimente fir FHL2 und Calcineurin
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durchgefihrt werden. Hierbei waren Unterschiede im Bindungs- und somit vielleicht auch

Inhibierungsverhalten der Mutanten im Vergleich zum WT interessant.

Der Effekt von ROCK (Rho-associated coiled-coil containing kinases) im Hinblick auf die In-
teraktion mit FHL2 als ,Hypertrophie-Hemmer® wurden von Okamoto et al. evaluiert
(Okamoto, Li et al. 2013). In ROCKZ2-defizienten Mausen zeigten sich eine Fhi2-
Hochregulation mit anschlieBender Hemmung von SRF und ERK und eine geringere kardiale
Hypertrophie als Antwort auf Angiotensin IlI- und TAC-Stimulation. Nach knockdown oder
Deletion von FhI2 in ROCKZ2-defizienten Mausen ergab sich interessanterweise ein entge-
gengesetzter Effekt. Die Autoren vermuten, dass die basale Herzwanddicke und die GroRe
durch FhI2 nicht beeinflusst werden, wohingegen physiologische oder pathophysiologische
kardiale Hypertrophie-aktivierende Signal-Wege, wie ERF und ERK, durch FHL2-
Hochregulation blockiert werden, was somit auch mit den Ergebnissen von Hojayev et al.

(Hojayev, Rothermel et al. 2012) einhergeht.

Betrachtet man die bislang publizierten Daten, kdnnte man vermuten, dass FHL2-Mutationen
einen Einfluss auf die antihypertrophe Wirkung des Proteins haben kdnnten. Diese kdénnte
Uber die verminderte Interaktion mit Calcineurin und ERK vermittelt werden und mit einer
reduzierten Hemmung der Hypertrophie-Signalkaskaden-Aktivierung einhergehen. Diese
Tatsache kénnte bei gleichzeitiger Aktivierung und dann Uberwiegen von pro-Hypertrophie-

Faktoren in einen HCM-Pha&notyp minden. Versuche in diese Richtung laufen zurzeit.

Inwieweit sich Kraft und Kontraktilitdt nach akuter oder chronischer Hypertrophie-Stimulation
bei Expression einer FHL2-Mutante entwickeln, bleibt zu evaluieren. Es hatte sich in vorigen
Studien gezeigt, dass EHTs durch chronische Phenylephrin-Stimulation bezlglich ihrer
Kraftentwicklung, der Verkirzungsfraktion, sowie Kontraktions- und Relaxationsgeschwin-
digkeit behindert werden (Hirt, Sorensen et al. 2012). ¢.512C>T-transduzierte EHTs zeigten
schon ohne Stimulation eine héhere Kontraktilitdt als die WT-EHTs. Fir die anderen FHL2-

Mutanten zeigten sich bezlglich der Kontraktilitdtsentwicklung keine Unterschiede.

6.3.2 Interaktion zwischen FHL2 und Titin

Die Interaktion zwischen Titin und FHL2 wurde mehrfach beschrieben (Linke, Rudy et al.
1999, Lange, Auerbach et al. 2002, LeWinter, Wu et al. 2007). Insbesondere die N2B-
Domane des Titins, mit der FHL2 interagiert, ist interessant. Diese Domane tragt mit ihrem

hohen Anteil an elastischen Fasern einen enormen Beitrag zur passiven Spannung der Myo-
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fibrillen bei. Radke et al. verdffentlichten, dass die gezielte Deletion der Titin-N2B-Region zur
diastolischen Dysfunktion und kardialen Atrophie mit einer gleichzeitigen Reduktion von
FHL2-Proteinen in Mausen flihrt (Radke, Peng et al. 2007). In N2b-KO-Mausen fehlen die I-
Bande-Bindungsseiten fir FHL2-Signalkomplexe und somit die Basis flr den Proteinkom-
plex. Eine weitere Studie dieser Arbeitsgruppe beschaftigte sich mit der Rolle von Titin in
Hypertrophie-Signalwegen. Nach Deletion eines anderen elastischen Elements des Titins,
der PEVK-Region, zeigten sich in Pevk-KO-Mausen eine kardiale Hypertrophie und diastoli-
sche Dysfunktion bei gleichzeitiger Hochregulation von FHL2 und FHL1 auf Gen- sowie Pro-
teinebene (Radke, Peng et al. 2007). Die Autoren erklarten sich diese Ergebnisse durch
vermehrte Belastung der N2B-Region in Pevk-KO-Mausen bei verminderter diastolischer
Dehnbarkeit. Laut ihrer Hypothese kdnnte diese vermehrte Belastbarkeit zu strukturellen
Anderungen in der N2B-Region mit anschlieBender vermehrter FHL-Proteinbindung fiihren.
Diese Proteinbindung kénnte zu Hypertrophie-induzierenden Signalkomplexen flhren. Es ist
davon auszugehen, dass dies fur FHL1 zutrifft, da sich in Studien zeigte, dass FHL1 mit
HCM assoziiert ist und fur die Induktion von Hypertrophie verantwortlich ist (Friedrich,
Wilding et al. 2012). Fur FHL2 spricht jedoch die Hochregulation zur Kompensation, um die
Hypertrophie im PEVK-KO-Mausmodell zu inhibieren.

Es wurde berichtet, dass die Interaktion zwischen Titin, FHL2 und verschiedenen Enzymen
der Sicherstellung einer hohen Konzentration an metabolischen Enzymen dient, die fur den
Energiebedarf der Herzaktion bendtigt werden. Diese Enzyme, die Muskel-Isoform der Krea-
tinkinase (MM-CK), die Adenylylzyklase und die Phosphofruktokinase, sollen direkt an FHL2,
das hier als Adaptorprotein dient, binden. FHL2 bindet an zwei Seiten des Titins, zum einen
an der N2B-Region und zum anderen abgeschwachter an der is2-Region der M-Bande des
Titins. Diese Annahme wurde mit Antikérper-Versuchen gegen FHL2 und verschiedene
Epitope des Titins unterstitzt, wo sich eine deutliche Querstreifung des Sarkomers zeigte
(Lange, 2002).

Um die Interaktion zwischen FHL2 und Titin im Detail zu betrachten, wollten wir in bestimm-
ten Untersuchungen das Bindungsverhalten der FHL2-Mutanten an Titin untersuchen. Hier-
fur war die Produktion von rekombinanten Proteinen der FHL2-Varianten notwendig. Wir in-
teressierten uns insbesondere fir die Darstellung des moglicherweise veranderten Interakti-
onsverhaltens und struktureller Unterschiede zwischen den verschiedenen FHL2-Varianten.
Letztendlich stellte sich dies jedoch schwieriger als geplant dar. Es gelang uns nicht, die Pro-

teine herzustellen, so dass im Rahmen dieser Doktorarbeit die Produktion der rekombinan-
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ten Proteine nicht erfolgreich beendet werden konnte. Der geplante Titin-Bindungs-Essay ist
damit bislang ausstehend, ware flir die weitere Zukunft jedoch von Bedeutung. Anstelle des-
sen fihrte Dr. Andreas Unger in Kollaboration mit unserer Arbeitsgruppe Immuno-Gold-

Farbungen zur FHL2-Lokalisation in kardialen Myofibrillen durch.

6.3.3 FHL2-Lokalisation in kardialen Myofibrillen

Grundlage dieser Analyse waren die Berichte von FHL2-Dysregulation in DCM und Herzin-
suffizienz (Matsumoto, Hayashi et al. 2005). Die vergleichenden Immuno-Gold-Farbungen
zur FHL2-Lokalisation wurden in kardialen Myofibrillen durchgefiihrt. Als Gewebe diente hu-
manes Ventrikelmyokard eines vitalen Spenderherzens (Abb. 29 A), eines Patienten mit Aor-
tenklappenstenose (Abb. 29 C), eines HCM-Patienten mit MYBPC3-Mutation (Abb. 29 B)
und eines HCM-Patienten mit einer Ausflusstrakt-Obstruktion (HOCM) bei zugrunde liegen-
der MYBPC3-Mutation (Abb. 29 D). AuRBerdem wurde kardiales Gewebe einer HCM-Maus
(KI, Abb. 29 E) sowie ihrer WT-Kontrollgruppe (Abb. 29 F) verwendet. Diese HCM-Mauslinie
ist eine etablierte Mybpc3 knock-in-Mauslinie (Mybpc3-Kl). In diese ist in Mybpc3 eine der
haufigsten mit HCM assoziierten Mutationen des Menschen gezielt eingefiihrt worden. Diese
Punktmutation ist beim Menschen mit einem schweren Phanotyp und einer schlechten Prog-

nose assoziiert ist (Vignier, Schlossarek et al. 2009, Fraysse, Weinberger et al. 2012).

HCM
MYBPC3

: Mutation

Spender
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Abb. 29: Immunogold-Markierung von FHL2 im Myokard. A, menschliches Spenderherz, B, HCM-Patient mit
MYBPC3-Mutation, C, Patient mit Aortenstenose, D, HOCM-Patient mit MYBPC3-Mutation, E, WT-Maus, F,
Mybpc3-Kl-Maus. MaRstableiste entspricht 1um.

Die Analyse der Gewebe ergab, dass sich alle Myofibrillen immunopositiv fir den FHL2-
Antikdrper zeigten. Weiterhin zeigte sich in den Immunogold-Farbungen die héchste FHL2-
Dichte an der N-Linie in der Mitte der I-Bande des Sarkomers, was impliziert, dass das Gros
des zytosolischen FHL2 mit der Federregion des Titins verbunden ist. Diese Tatsache konn-
te insbesondere bei der Darstellung des kardialen Sarkomers in héherer Auflosung (Kast-
chen der rechten oberen Ecken, 7) deutlich gemacht werden. Diese Lokalisation ergab sich
fur jede der untersuchten Myokardproben. Im humanen Spendermyokard und in WT-Mausen
(Abb. 29 A und E) zeigten sich in den Analysen grundsatzlich die héchste Intensitat der Im-
munfarbung und auch hier insbesondere an der I-Bande. Das Zytosol vom menschlichen
Spender zeigt eine deutlich vermehrte Dichte des Reaktionsprodukts im Vergleich zum Ge-
webe von HCM-Patienten (Abb. 29 B). Die Farbungen der HCM- und HOCM-Gewebeproben
zeigten ein ahnliches FHL2-Signal. Grundsatzlich lasst sich zusammenfassen, dass die Ana-

lyse der pathologischen Gewebeproben der HCM-Patienten und der HCM-Maus eine deutli-

92



Diskussion

che Intensitatsminderung der Goldpartikel-Farbung im Vergleich mit dem humanen Spen-

dergewebe bzw. der WT-Maus ergab.

Dass die sarkomerische FHL2-Protein-Lokalisation in HCM-Gewebe verandert war, zeigte
sich insbesondere durch die verminderte Bindung an der I-Bande. Ahnliche Ergebnisse pra-
sentierten auch Bovill et al. an humanen Herzinsuffizienz-Proben, wo sich FHL2 ebenfalls
reduziert zeigte. Ob diese Herunterregulierung von FHL2 in HCM und Herzinsuffizienz je-
doch ein Begleitphdnomen ist oder ob dieselben Mechanismen, die zu Hypertrophie und
anschlieBender Herzinsuffizienz fuhren, auch fir die beobachtete Herunterregulation von
FHL2 verantwortlich sind, bleibt unklar und noch zu evaluieren. Die geringere FHL2-
Expression und sarkomerische Lokalisation wirden auch einem geringeren Einfluss auf die

oben beschriebenen Kaskaden bedeuten, was den HCM-Phanotyp noch verstarken kdnnte.
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7 Zusammenfassung

Das four-and-a-half-LIM-Protein 2 (FHL2) spielt als bedeutender Interaktionspartner kardialer
Proteine wie Titin, als strukturell wichtiger Ansatzpunkt an den |- und M-Banden des Sarko-
mers und als Interaktionspartner metabolischer Enzyme von bedeutenden Hypertrophie-
Signalwegen wie den Calcineurin-, und ERK-Signalpfaden eine wichtige Rolle. Vorangehen-
de Studien zeigten, dass FHL2 antihypertrophe Eigenschaften besitzt und dass es bei FHL2-
Defizienz unter chronischen Stress-Bedingungen zu einer ausgepragteren Hypertrophie-

Entwicklung kommt.

Wir stellten daher die Hypothese auf, dass Mutationen im FHL2-Gen zu Veranderungen der
normalen FHL2-Eigenschaften flihren, wodurch es zur Entwicklung einer HCM kommen
kénnte. Dazu untersuchten wir ein HCM-Patientenkollektiv mit bisher nicht identifizierten
Krankheitsgenen auf Mutationen im FHL2-Gen. Neben drei berichteten ,silent-SNPs
(c.678C>T, N226N, rs137869171; c¢.804C>T, D268D, rs3087523; c.819C>T, P273P,
rs11124029), und einem ,missense“-SNP (c.530G>A, R177Q), konnten wir zwei neue ,mis-
sense“-Mutationen (c.512C>T, T171M; ¢.559G>T, V187L) identifizieren. Zur Evaluation die-
ser Ergebnisse erfolgte die Produktion von AAV6, die fir die drei ,missense“-Mutationen des
FHL2 kodieren. In transduzierten NMCMs wie auch im 3D-Modell des EHTs zeigte jede Mu-
tation eine stabile Integration ins kardiale Sarkomer. In funktionellen Untersuchungen an
transduzierten EHTs ergaben sich normale basale Kraft- und Kontraktilitatsparameter fur
¢.530G>A- und ¢.559G>T -transduzierte EHTs, wahrend c.512C>T-transduzierte EHTs eine
Hyperkontraktilitat im Vergleich zu WT-EHTs zeigten. Zur weitergehenden Beschreibung und
Etablierung von FHL2 als Krankheitsgen der HCM sollten Stimulationsversuche mit akutem
und chronischem Stress sowohl im 2D- wie auch 3D-Modell und die anschlieRende Analyse
des fetalen Genprogrammes, die Evaluation der Regulation der verschiedenen Hypertrophie-
Kaskaden sowie Kontraktilitatsanalysen durchgefihrt werden. Auch die Interaktion der ver-
schiedenen FHL2-Varianten mit anderen kardialen Strukturproteinen wie Titin kdnnte weitere
Ruckschllisse Uber deren Pathogenitat zugelassen. Leider missgliickte die Produktion re-
kombinanter Proteine, der geplante Titin-Bindungs-Essay ist fur die Zukunft jedoch weiterhin
geplant. Immuno-Gold-Farbungen in kardialen Myofibrillen konnten einen geringeren FHL2-
Protein-Gehalt im HCM-Gewebe von Patienten nachweisen, was die Hypothese unterstltzt,

dass die FHL2 Expression negativ mit einer HCM assoziiert ist.
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Falls weiterfuhrende Ergebnisse die Hypothese bestatigen, dass Mutationen im FHL2-Gen
zu Hypertrophie-Entwicklung und Stérungen der Kontraktilitdt im Myokard fihren und zur
Entwicklung einer HCM beitragen koénnten, sollte die systematische Suche nach FHL2-
Mutationen insbesondere fir HCM-Patienten erwogen werden, fur die bislang keine Mutation

in den bereits etablierten Krankheitsgenen gefunden wurde.
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8 Abbildungs- und Tabellenverzeichnis
8.1 Abbildungsverzeichnis

Abb. 1: Mikroskopischer und makroskopischer Vergleich eines normalen Herzens (links) und
eines mit hypertropher Kardiomyopathie (rechts). Deutlich werden beim Herz mit
Hypertropher Kardiomyopathie vor allem die interventrikuldre Septumhypertrophie und das
verkleinerte Ventrikellumen. Abbildungen modifiziert von der Webseite der Mayokliniken und
Geisterfe-Lawrence et al. 1990. .......uuiii i 14

Abb. 2: Der Pathomechanismus der HCM. Verminderte Dehnbarkeit des LV durch vermehrte
Muskelmasse, verringertes Volumen und pathologische Myokardsteifigkeit. Verminderte
diastolische Relaxation des linken Ventrikels durch erhéhten Kontraktionswiderstand,
verminderte Koronar- und linksventrikulare Fillung. Haufig begleitend Mitralinsuffizienz,
linksventrikuldaren Asymmetrie und biochemische Prozesse. Grafik adaptiert nach Doerr,
SeEifert €1 Al., 2000, ..ottt 17

Abb. 3: Schemadarstellung FHL2. Exons sind nummeriert. Kodierende Regionen sind als
schwarze, nichtkodierende Regionen sind als graue Kastchen dargestellt. ATG markiert das

Startcodon der Translation, TGA das Stopcodon. ..........oouuiiiiiiiii e 21

Abb. 4: Aufbau des Sarkomers und Interaktion der Hauptbestandteile. Neben Aktin und
Myosin spielt auch das Strukturprotein Titin eine wichtige Rolle im Zusammenspiel der M-

und Z-Scheibe. Frei adaptiert aus Physiologie, Klinke, Pape, Kurtz, Silbernagl, Thieme......22

Abb. 5: Immunfluoreszenz an adulten Kardiomyozyten von WT-Mausen. Linkes Bild IF mit a-
Aktinin-Primarantikérpern und Sekundarantikdérper Alexa488, mittleres Bild mit FHL2-
Antikérpern und Sekundarantikdrper Cy3, sowie rechts beide Ubereinandergelegt. Es zeigt

sich eine deutliche Ko-Lokalisation beider Proteine. Nicht-publizierte Daten der AG Carrier.

Abb. 6: hFHL2 cDNA fur die Produktion rekombinanter Proteine (A) und fur die AAVG6-
Produktion (B) mit Schnittstellen der jeweiligen Restriktionsenzyme. Aus humaner, kardialer
cDNA eines gesunden Spenderherzens wurde mittels Linker-PCR mit den Primern 5’-CACC-
BamHI-ATG und 3'-Smal die hFHL2-cDNA mit den BamHI- und Smal-Schnittstellen bzw. mit
den Primern 5-CACC-BamHI-Kozak-ATG-Flag2 und 3’- BsaBI-FHLZ2 die hFHL2-cDNA mit
den BsaBl- und BamHI-Schnittstellen amplifiziert. hFHL2: humanes FHL2, BamHI, Smal,
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BamHI und BsaBlI: Schnittstellen der Restriktionsenzyme, Flag-Tag: Flag-Sequenz, Kozak:

[0 7= o |11 o V-2 31

Abb. 7: Der Transport-Vektor pEF5-TOPO. Abbildung aus der Anleitung pEF5-TOPO

Expression Kit der Firma INVItrogen. .........oooiiiiiiiiiiii 35

Abb. 8: Der Vektor dsAAV-CMVenh-MLC260-EGFP. Mit Hilfe von
Restriktionsendonukleasen wird EGFP ausgeschnitten und der Vektor linearisiert. 5ITR:
inverse terminale Repetitionen am 5° Ende; CMVenhancer: Verstarker des CMV-Promoters;
MLC260: Regulator der Transkription; CMV-MLC260 for: Sequenz fir Vorwarts-
Sequenzierungsprimer; EGFP: enhanced green flourescent protein; BamHIl und Xbal:

Schnittstellen flr Restriktionsenzyme. ... 45

Abb. 9: Darstellung der gefundenen FHL2-Mutationen. Die obere Abbildung zeigt die
betroffenen Codons und Aminosauren der oben beschriebenen Mutationen I-1ll. Angegeben
sind die Lokalisation der Aminosaure und die Nukleotidposition. Zusatzlich sind die vier
organischen Nukleotidbasen ausgezahlt. a) zeigt die Mutation ¢.512C>T, p.Thr171Met, b)
zeigt die Mutation ¢.530G>A, p.Arg177GIn und c) zeigt die Mutation c¢.559G>T, p.
Val187Leu. Die Mutationstrager sind nicht miteinander verwandt. Die untere Abbildung zeigt
die gefundenen drei FHL2-Polymorphismen. a) zeigt den Polymorphismus c.678C>T, p.
Asn226Asn in Exon 7. b) zeigt den Polymorphismus c.804C>T, p.Asp268Asp in Exon 8. c)
zeigt den Polymorphismus ¢.819C>T, p.Pro273Pro in EXon 8. ............eeuuiiiiiiiiiiiiiiiieiieeeeeeee. 62

Abb. 10: Schematische Darstellung der strukturellen Anordnung des FHL2-Proteins. A,
dargestellt sind die drei gefundenen ,missense“-Mutationen und deren Lokalisation im FHL2-
Gen bezuglich der LIM-Domanen. B zeigt sich die Mutations-Lokalisation in Bezug auf das
FHL2-Genom. Die Kastchen und Zahlen markieren die 8 Exons des FHL2. Die Exons 1-3
sind nicht kodierend, Exon 4 bis 8 kodieren, in diesen befinden sich die 6 verschiedenen
FHL2-Mutationen. Die Pfeile zeigen die Lokalisation der jeweiligen Mutationen in den
betroffenen Exons an. ATG = Startcodon, TGA = Stopcodon. ........ccevvviiiiiiiiiiieieiciee e 63

Abb. 11: Stammbaume der in 5.1 beschriebenen Familien. Die FHL2-Mutationen zeigten sich
in 3 nicht-verwandten Familien aus Spanien, Frankreich und Deutschland. A, Stammbaum
der Familie F-003-0036 der Mutation ¢.512C>T, T171M, B, Stammbaum der Familie F-19949
der Mutation ¢.530G>A, R177Q und C, Stammbaum der Familie F-20198 der Mutation
¢.559G>T, V187L. Die romischen Zahlen symbolisieren die Generationen, die arabischen
Nummern zahlen die Individuen in einer Generation auf. Mannliche Individuen sind als

Kastchen, die Frauen als Kreise symbolisiert. Individuen mit HCM sind schwarz markiert,
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nicht-betroffene Individuen sind nicht markiert, Individuen mit intermedidrem Phanotyp sind
grau markiert. Verstorbene Individuen sind mit einer Diagonalen gekennzeichnet, die
Indexpatienten mit einem Pfeil. Individuen, die die jeweilige Mutation tragen sind mit (+),
Individuen, bei denen die Mutation ausgeschlossen wurde, sind mit (-) gekennzeichnet.

Individuen, die nicht genotypisiert wurden, sind nicht markiert. ............ccccoooeeiii i, 66

Abb. 12: Vektor pEF5-Topo mit Flag2-FHL2-WT-cDNA links. A zeigt das fur die
Virusherstellung bendtigte Vektor-Insert-Konstrukt. B zeigt das fur die Proteinherstellung
bendtigte Vektor-Insert-Konstrukt. hFHL2: humanes FHL2; Flag Tag: Flag Tag-Sequenz;

Kozak: Kozak-Sequenz; BamHI und Smal: Schnittstellen der Restriktionsenzyme. ............. 67

Abb. 13: Vektorkarten. A zeigt den TOPO-Vektor mit dem Insert Flag2-hFHL2 der drei
Mutanten fir die Virusproduktion links. B zeigt den TOPO-Vektor mit den gewilnschten
Mutationen im Inserts flr die Proteinherstellung. hFHL2: humanes FHL?2; Flag Tag: Flag
Tag-Sequenz; Kozak: Kozak-Sequenz; BamHI, BsaBl und Smal: Schnittstellen der

ReStKIONSENZY M. ... ettt e et e e e e e e e ees 68

Abb. 14: Gelelektrophorese der FHLZ2-Klonierungen. A, Gelelektrophorese mit erwarteter
FHL2-Bande nach PCR mit kardialer cDNA eines ,non-failing® (nf), gesunden
Spenderherzens, sowie Wasserkontrolle. B, Verdau des Plasmids pEF5-TOPO-Flag2-FHL2-
WT mit BamHI und BsaBIl nach Ligation in den Arbeitsvektor pEF5-TOPO. C, Kontrollverdau
von pEF5-TOPO-Flag2-FHL2-c.512C>T nach Mutagenese-PCR und anschlielender
Ligation in den genannten Arbeitsvektor. D, Kontrollverdau von pEF5-TOPO-Flag2-FHL2-
¢.530G>A und -¢.559G>T nach Mutagenese-PCR und Ligation in den o.g. Arbeitsvektor. ..69

Abb. 15: Zielvektoren fur die AAV6-Produktion FHL2-Varianten. A, der ligierte Vektor dsAAV-
CMVenh-MLC260 mit dem gewinschten Insert Flag2-hFHL2 des WTs (A), sowie der drei
Mutanten (B). CMVenhancer: Verstarker des CMV-Promoters; MLC260: Regulator der
Transkription, hFHL2: humanes FHL2; Flag Tag: Flag Tag-Sequenz; Kozak: Kozak-

Sequenz; BamHI und BsaBl: Schnittstellen fir Restriktionsenzyme. .........cccccccceeiiiiiiiiieeenes 69

Abb. 16: Gelelektrophorese nach Restriktions-Verdau. A zeigt den Verdau des Plasmids
pdsAAV-CMV-MLC260-Flag2-FHL2-WT nach Ligation in den genannten Zielvektor. B zeigt
den Verdau des Plasmids pdsAAV-CMV-MLC260-Flag2-FHL2-c.512C>T nach Ligation in
den genannten Zielvektor. C zeigt den Kontrollverdau von Plasmid pdsAAV-CMV-MLC260-
Flag2-FHL2-c.530G>A sowie -¢c.559G>T nach Ligation in genannten Zielvektor.................. 70

Abb. 17: Proteinsignale der FHL2-Varianten WT und c¢.512C>T nach 48h bzw. 72h

Transduktion von Mauskardiomyozyten. Kardiomyozyten wurden aus neugeborenen Mausen

98



Abbildungs- und Tabellenverzeichnis

isoliert und mit AAV6, die FLAG-markiertes WT-FHL2 oder HCM-assoziierte Mutanten
kodieren, mit verschiedenen aufgefiihrten MOIs transduziert und fur 48h (A) und 72h (B)
kultiviert. Western Blot gefarbt mit dem FLAG-Antikérper, sowie mit Calsequestrin-Antikdrper
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Abb. 19: Zellulare Lokalisation von nativem FHL2. A zeigt die Ko-Anfarbung des nativen Fhi2
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Abb. 20: Sarkomerische Lokalisation von FHL2-WT und -Mutanten nach Transduktion von
NMCM. Aufgefuhrt sind jeweils die Immunfluoreszenz mit Flag-markiertem FHL2, mit
cMyBP-C, beide Bilder Ubereinander gelegt sowie eine VergroRerung. Malstableiste
entspricht 10 ym. Fluoreszenzmikroskopie durchgefiihrt von Dr. Felix Friedrich vom Institut
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Pharmakologie, Universitatsklinikum Hamburg-Eppendorf...........ccooooviiiiiiiiiiiie 75
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Abb. 23: Immunfluoreszenz von FHL2-transduziert EHTs. Aufgefihrt sind jeweils die
Immunfluoreszenz mit Flag-getagtem FHL2, mit cMyBP-C sowie beide Bilder Gbereinander
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9 Verwendete Substanzen und Losungen

9.1 Substanzen

Acrylamid 40%, Biorad

Agarose, Invitrogen

Alkalische Phosphatase, Fermentas

Ampicillin, SERVA Electrophoresis GmbH
Ammoniumpersulfat, APS, Bio-Rad

Anti-a-Aktinin Monoklonaler Maus-Antikérper, Sigma-Aldrich
Anti-Calsequestrin-Antikdrper, Dionova
Anti-Fhl2-Polyklonaler Antikérper, MBL fir NMCM und custom made fur AMVM
Anti-Flag-Polyklonaler Antikdrper, Sigma Aldrich
Anti-GST-Polyklonaler Antikdrper, GE Healthcare
Anti-Kaninchen-Antikérper Alexa-fluor 546, Invitrogen
Anti-Kaninchen-Antikérper, POX- gekoppelt, Dionova
Anti-Maus-Antikérper, POX-gekoppelt, Invitrogen
Anti-cMyBP-C-Antikdrper, custom made
Anti-Saddayappan-Antikorper, custom made
Anti-Titin-Antikérper, custom made

Aprotinin, Sigma Aldrich

Aqua ad iniectabilia, Baxter

BL 21-E.coli, GE Healthcare

Bradford-Lésung, Biorad

Bromphenolblau, Merck

BSA, Sigma Aldrich

Coomassie Brilliantblau G250-Lésung, Therma Scientific
DMEM, Invitrogen

dNTP-Mix, PCR-Reagenzien, Fermentas

DTT, Sigma Aldrich

ECL-Plus Western Blotting Detection System, GE Healthcare
EDTA, Sigma

Essigsaure, Merck

Ethanol, J.T. Baker

Ethidiumbromid, Fluka Biochemica
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Gene Ruler 100 bp Plus, 1 kb, Fermentas

Faktor Xa, GE Health Care

Fast Digest Enzyme und Buffer, Fermentas
Fibrinogen, Sigma

Fotales Kalberserum FCS, Invitrogen

Gel Extraction Kit, Qiagen

Glukose, Roth Chemie GmbH

Glutathion Sepharose 4B, -Elutionspuffer und -Saulen, GE Health Care
Glycerin, Merck KgaA

HBSS, Invitrogen

Hefeextrakt, Becton

Hepes, Sigma

Horse Serum, hitze-inaktiviert, Invitrogen
Isopropanol, Merck

Isotonische 0.9% Natriumchlorid-Lésung

Laminin, Roche

6x loading dye (Ladepuffer), Fermentas

M199, Sigma Aldrich

Mass Rule DNA ladder Mix, Fermentas

Maxiprep Kit, Macherey Nagel

Methanol, J.T. Baker

Milchpulver, Roth

Miniprep Kit, Macherey Nagel

MgSOa4: Merck KgaA

MnCl2: Merck KgaA

MOPS: Merck KgaA

Mowiol 4-88, Hoechst

Natriumlaurylsulfat, Sigma

NucleoBond Xtra Plasmid Purification Kit, Marcherey-Nagel
NucleoSpin Plasmid-Kit, Macherey Nagel
Oligonukleotide (Primer), Invitrogen und Eurofins MWG Operon
PBS, Invitrogen

PEF5/FRT/V5 Directional Expression Kit, Invitrogen
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Penicillin, Invitrogen
Penicillin/Streptomycin, Invitrogen

Pepton, Becton

Pfu Ultra High-Fidelity DNA Polymerase, Agilent Technologies
pGEX-5X-1 GST Expression Vector, GE Healthcare

Phenylephrin, Sigma

Phusion Hot Start || DNA Polymerase, Biozym Scientific

Ponceau S 0,1%, Sigma
Precision Plus Protein Standard, Biorad
PrimeStar Polymerase, Mobitec

QlAquick Gel Extraction-Kit, Qiagen

Quick Change Site-Directed Mutagenesis Kit, Stratagene
Quick Change Il Site-Directed Mutagenesis Kit XL, Stratagene

SOC-Medium, Invitrogen

T4-Ligase und Ligase-Puffer, Fermentas
TEMED, Biorad

Thrombin, Sigma Aldrich

Top 10-E.coli, Invitrogen

TOPO-Cloning PEF5/FRT/V5, Invitrogen
TO-PRO®-3 lodid, Life technology

Tris Base, Sigma

Tris-HCI, Sigma

Trypsin, Invitrogen

Tryptanblau, Invitrogen

Trypton, Becton

Tween 20, Sigma

West Dura Detection Kit, Thermo Fisher Scientific

Xyloncyanol, Sigma
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9.2 Losungen

Losung Ansatz Endkonzentration
7,5 g Agar suspendiert in 500 ml LB-Medium, | 1,5 mg/mi
Agar-Nahrboden _
nachfolgend autoklaviert
Ampicillin 40 mg Ampicillin in 8 ml Wasser gelost 50 pg/ml
60,5 g Tris, 288 g Glycin in 2 | Wasser geldst. 25 mM Tris
Blotpuffer 10x .
Far 2 | 1x- Puffer: 200 ml Stammlésung, 1400 ml | 192 mM Glycin
Stammldsung
Wasser, 400 ml MetOH
70 ml Light Medium, 8,3 ml Horse Serum, 4,1 ml
Dark Medium
FCS
DMEM, 10% Pferdeserum, 2% Huhner-Embryo-
EHT-Medium Extrakt, 1% P/S, Insulin (10 ul/ml), Tranexam-
Saure (400 umol/l) und Aprotinin
2,4 g SDS, 20 mg Bromphenolblau, 2,4 ml 0,5 M
Laemmli 6x
Tris-HCI pH 6,8, 12 g Glycerol, aufgefullt auf 20
Stammldsung
ml mit Wasser, 1,86 g DTT
5 g Hefeextrakt, 20 g Pepton 140, 5 g MgSOs4, pH
LB-Medium mit KOH auf 7,6 eingestellt, auf 1 | mit Wasser
aufgefullt, autoklaviert
Light Medium 75 ml DMEM, 25 ml M199, 1 ml P/S, 1 ml Hepes
] 18,9 g Glycerin, 25 mg Bromphenolblau und 30
Loading dye 6x _ )
mg Xylencyanol mit Wasser auf 50 ml aufgefullt
20 g Trypton, 5 g Hefeextrakt, 0,5 g NaCl, 10 ml
250 mM KCI auf 900 ml mit demineralisiertem
SOC-Medium Wasser aufgefilllt, pH 7 eingestellt, autoklaviert,
abkuhlen. 10 ml sterile 1 M MgCl2 Lésung und 20
ml sterile 1 M Glukoseldsung dazu
TAE-Puffer Tris Base, EDTA, Essigsaure
Fur 10x -Stammldsung: 242,2 g Tris, 175,32 g
TBS bzw. TBS- 1 M Tris,
NaCl, mit 37% HCI auf pH 7,5 eingestellt. Fir
T 1,5 M NaCl
TBS-T Zugabe von 0,2% v/v Tween
1,8 g RbCl2, 4,5 ml KAc 1 M, 0,225 g CaClz, 7,5 | 30 mM KAc,
TFB I-Puffer
ml MnCl2 1 M, 28,35 g Glycerin. Mit Wasser auf | 100 mM RbCI,,

107



Verwendete Substanzen und Losungen

150 ml aufgefullt, pH-Wert auf 5,8 mit Essigsaure | 10 mM CaClz,
eingestellt. 50 mM MnClz,
15% Glycerin
10 mM MOPS,
0,1 ml MOPS 1 M, 0,11 g CaClz, 0,012 g RbCl,,
75 mM CacClz,
TFB ll-Puffer 1,89 g Glycerin. Mit Wasser auf 100 ml aufgefulit,
10 mM RbClz,

pH-Wert mit NaOH auf 7 eingestellt.

15% Glycerin

Tyrode-L6sung

NaCl 120 mM, KCI 5.4 mM, MgCI2 1.0 mM, CaCl,
0.2 mM, NaH,PO,4 0.4 mM, NaHCO; 22.8, g mM,
Glukose 5.0 mM, Na,EDTA 0.05 mM, Askorbin-

saure 0.3 mM

Western-Blot-

Sammelgel

6,03 ml Wasser, 1,28 ml Acrylamid 40%, 0,5 ml
Tris pH 6,8, 0,1 ml 10% SDS, 0,1 ml 10% APS,
0,01 ml TEMED; fur 4 kleine Gele

Western-Blot-
Trenngel, 12%

4,3 ml Wasser, 3 ml Acrylamid 40%, 2,5 ml Tris
pH 8,8, 0,1 ml 10% SDS, 0,1 ml 10% APS, 0,004
ml TEMED; fir 2 kleine Gele

Western-Blot-
Trenngel, 15%

3,55 ml Wasser, 3,75 ml Acrylamid 40%, 2,5 ml
Tris pH 8,8, 0,1 ml 10% SDS, 0,1 ml 10% APS,
0,004 ml TEMED; far 2 kleine Gele

Tabelle 29: Auflistung aller verwendeten Losungen. Angegeben sind Losung, Ansatz und Endkonzentration.
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9.3 Verbrauchsmaterialien und Gerate

* Accu-jet-Pipettierhilfe, Brand
* Analysenwaage, Sartorius
* Becherglaser, Schott Duran
* Biosphere Filtertips 10/100/1000/2,5 pl, Sarstedt
* Blotting-Papier (Whatman 3MM), Schleicher & Schuell
* Blotting-System (Mini Trans-Blot cell), Biorad
* Chemie Genius Bio-imaging-System, Syngene
* Chirurgische Instrumente, Karl Hammacher GnbH
* Codon Code Aligner Software®
* Coverslips, Sarstedt
* Dicke und diinne Western Blot Glasplatten, Biorad
¢ Einmalkivetten, Sarstedt
* Eismaschine, Scotsman
* Elektrophorese-Systeme, Bio-Rad
* Eppendorf-Reaktionsgefalle (1,5 und 2 ml), Eppendorf
* Falcon-Reaktionsgefaflte (15 und 50 ml), Sarstedt
* Fluoreszenz-Mikroskop Zeiss Axiovert 200M, Carl Zeiss
* GeneTools-Software, Syngene
¢ Inkubator, Heraeus Instruments
* lonOptix, lonOptix Corporation
* lonWizard 6.0 Software
* konfokales Carl Zeiss Lasermikroskops und entsprechendes Analyseprogramm (Zeiss
LSM 510 META)
* Magnetrihrerdanke & Kunkel
* Mikrozentrifuge, Eppendorf AG
* Mikrowelle, Sharp
* multiple Well-Platten (96-Well), Sarstedt
*  NanoDropTM ND-1000 (Spectrophotometer), Thermo Scientific
¢ Neubauer-Zahlkammer, Glaswarenfabrik Karl Hecht
¢ Nitrilhandschuhe, Ansell
* Nitrocellulosemembran, Schleicher & Schuell
* PCR-Reaktionsgefalie, Sarstedt
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PCR-Zykler, Applied Biosystems

pH-Meter, Knick GmbH

Pipetten, Eppendorf

Pipettenspitzen (fir 10, 100 und 1000 ul), Sarstedt
Primer3-Software

PVDF-Membran, VWR

Reinstwasser-System, Millipore

Serologische Pipetten (2, 5, 10, 25 ml), Sarstedt
Serologische Pipetten (10 ml), Becton Dickinson
Smart SpecTM 3000, Spectrophotometer, Biorad
Snapcap, Sarstedt

Spannungsgerat, Bio-Rad

Sterilwerkbank, Heraeus

Sterile Filter (0,22 um), Sarstedt
Ultrasschallgerat, Visual Sonics

Vortexer (Vibrofix VF1), Janke & Kunkel
Wasserbad, GFL

Zellkulturflasche (T75), Sarstedt

Zellkulturplatten (6, 12 und 24 Well), Nalge Nunc International
Zellschaber, Sarstedt

Zentrifugen, Eppendorf AG

Zentrifugenbecher, 175/225 ml, BD Falkon
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