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1 Einleitung
1.1 Das Zytoskelett

Die Fahigkeit, die zahlreichen Komponenten im 2Delren zu organisieren, verschiedene
Formen anzunehmen und koordinierte Bewegungen dufichren, verdankt die
Eukaryontenzelle ihrem Zytoskelett. Das Zytoskelett ein dynamisches Netzwerk von
filamentdsen Strukturen, das den Zellen neben nmestizer Stabilitdét und Form die Fahigkeit zu
vielen bewegungsabhangigen Prozessen verleiht; gigziren der Transport von Organellen von
einem Platz zum anderen, die Aufteilung der Chramen auf die zwei Tochterzellen in der
Mitose und die Abschnirung der Tierzellen bei delt&lung (Lyasset al, 1988). Das
Zytoskelett besteht aus einem Gerist von drei Pfdgamenttypen, die anhand ihrer
Komponenten und Grol3e kategorisiert werden in:

Aktinfilamente: (auch Mikrofilamente genannt) Sind helikale Polyenaus dem Protein Aktin.
Sie bilden flexible Strukturen mit einem Durchmessen etwa 7 nm, die in vielfaltigen linearen
Blndeln, zweidimensionalen Netzwerken und dreidsmaralen Gelen organisiert sind.
Intermediarfilamente: Sind seilartige Fasern mit einem Durchmesserwayefahr 10 nm. Sie
setzen sich aus den Intermediarfilamentproteinesarmmen, die eine grof3e und heterogene
Familie bilden.

Mikrotubuli:  Sind réhrenformig und bestehen aus dem ProteinulirubSie haben einen
Durchmesser von 25 nm und sind steifer als Aktimd die Intermediarfilamente. Sie sind lang
und gerade; Ublicherweise ist eines ihrer Enderia@m einzelnen Mikrotubuliorganisierenden

Zentrum befestigt, dem so genannten Zentrosom.

1.2 Das Aktinzytoskelett

In Muskelzellen bilden Aktin- und Myosinfilamente ied spezialisierte Einheit der
Krafterzeugung, das Sarkomer. Unter Energieverlbraud®nnen Aktinfilamente und
Myosinfilamente aneinander vorbeigleiten, was zumn®aktion des Muskels fihrt
(Huxley, 1969). In Nichtmuskelzellen bilden die Aitlamente keine permanente Struktur, sie
unterliegen vielmehr einem dynamischen Auf- und @bdn vitro kdnnen Mikrofilamente
(F-Aktin) unter ATP Verbrauch, in Anwesenheit voromo- oder divalenten Kationen wie

Kalium- oder Magnesiumionen aus monomerem Aktiryparisieren (Rouayrenc and Travers,
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1981; Teunisseret al, 2003). Die Bindung der lonen an Aktinmonomererflbu einer
Konformationsé&nderung, die die Bildung der Filaneestmdglicht. Bildung und Dynamik eines
Aktinfilaments wird durch die Prozesse der Nukleati und Polymerisation bzw.
Depolymerisation bestimmt. In einer Nukleationsghkyern sich mehrere Aktinmonomere zu
einem Trimer zusammen. Die Nukleationsphase isgdschwindigkeitsbestimmende Schritt der
Polymerisation. Aktinfilamente sind gerichtet, esstert jeweils ein schnell wachsendes (+) und
ein langsam wachsendes Ende (-). Aktinanlagerunmn kan beiden Enden, allerdings in
unterschiedlichen Raten stattfinden. Bei der soageten kritischen G-Aktin Konzentration
polymerisiert G-Aktin zu F-Aktin.

Die Konzentration von Aktin in Nichtmuskelzellenttigt etwa 100 pM, ein Wert der weit tber
der kritischen Konzentration fur die Aktinpolymexi®n liegt. Diese Konzentration und das
lonenmilieu der Zelle sollten fir eine vollstandig®rlage des Aktins als F-Aktin sorgen
(Zigmond, 1989). Dies ist jedoch nicht der Fall umar ungefahr die Halfte davon liegt in
polymerer Form vor. Deshalb wurde vorgeschlagess dias meiste G-Aktin in der Zelle an
Proteine gebunden vorliegt, um die kritische Kornaion beizubehalten (Carlier and Pantaloni,
1997). Die Aktinpolymerisation in der Zelle untedt somit einer weiteren Regulation. Diese
Regulation wird, zum Teil Stimulusabhangig, vonegigroRen Anzahl von G- und F-Aktin
bindenden Proteinen bewerkstelligt. Der Arp2/3-Kéempinitiiert die Nukleation von Aktin-
Monomeren, Profilin und Thymosin, binden Aktin-Monomere, Myosin Il kann fur eine

Kontraktion des F-Aktinnetzwerks sorgen, Gelsoliagmentiert einzelne Filamente und bleibt
am Plus-Ende als Capping-Protein gebunden und filkamn Aktinfilamente parallel ausrichten
(Shizutaet al, 1976; Yinet al, 1981; dos Remedicst al, 2003).

1.3 Aktinbindende Proteine

Aktin bindende Proteine lassen sich nach ihrer Bankn Gruppen einteilen.
a. Proteine wie -Aktinin und Fascin verursachen eine Vernetzung A&tinfilamenten zu
Strukturen héherer Ordnung.
b. Motorproteine wie Myosine gleiten unter Energievatzh an Aktinfilamenten entlang
(Kreis und eds, 1993).
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c. Proteine, die die Aktinpolymerisation reguliererewdie Proteine des Arp2/3 Komplexes,
Cap Z aus den Z-Banden der Muskelzellen (Castllal, 1986) und Cap32/34 alx
discoideun{Eddyet al, 1996).

d. Proteine wie Interaptin (Riveret al, 1998) und Comitin (Weinegt al, 1993) sorgen fir
eine Verbindung von Aktinfilamenten mit zellularstfembranen (Eichingest al, 1999).

e. Eine weitere Klasse von Proteinen bindet G-AkBeispiele hierfir sind Profiline,
Thymosin und Proteine der WASP Familiei§®btt-Aldrich Syndrom_Rotein Familie).

Proteine der -Aktinin Superfamilie besitzen zwei Calponin-homgto Doméanen (ABD) am
N-terminus und kénnen Aktinfilamente in Blindeln odéetzwerken organisieren und an die
Plasmamembran binden (Matsudaira, 1994). Die moelUlaganisation der Mitglieder dieser
Familie erlaubt die Bildung von sehr langen Pragain(Puiuset al, 1998). Zu dieser
Superfamilie gehdren Spektrine, Fimbrine/PlastDgstrophine und die Filamin Proteinfamilie
(Hartwig, 1995). Fimbrine sind die einfachsten Bro¢ der Superfamilie. Sie sind modulare
Proteine und haben am N-terminus eine Calmoduliiétie C&"-Bindungsdoméne gefolgt von
einer aktinbindenden Domaéane (Schuétral, 1994). Mit der Entdeckung von Interaptinn
dictyostelium ANC1 in C. elegansund Nesprin-1 und Nesprin-2 in S&ugetieren wurdene
Mitglieder der -Aktinin Superfamilie gefunden, die das Aktinzytest mit dem Kern
verbinden (Rivercet al., 1998; Zhanget al., 2001, Mislowet al., 2002; Starr and Han, 2002;
Zhenet al.,2002; Padmakumat al.,2004).

1.4 Pathologische Auswirkungen von Mutationen in aknbindenden Proteinen

Die Duchennesche Muskeldystrophie (DMD) ist eine ligufigsten Erbkrankheiten. Sie trifft
einen von etwa 3.500 neugeborenen Jungen. Bei slifeungen dieser Krankheit wurde das
gro3e -Actinin Superfamilienmitglied Dystrophin (426 kDagntdeckt. DMD wird von
Mutationenund Schadigungen des Dystrophin-Gereyursacht mit der Konsequenz, dass das
Protein Dystrophirgar nicht oder nur in Spuren in Muskelzellen vodemist (Ahn and Kunkel,
1993). Dystrophin verknipft die Aktinfilamente zunem Netzwerk und verankert dieses
Netzwerk an einen Glykoprotein-Komplex an der immerSeite der Plasmamembran von
Muskelzellen. DMD Patienten haben kein funktiorelleDystrophin, so dass die
Muskelzellmembran nicht vom Aktinzytoskelett abgést ist und bei Stress und

Muskelkontraktionen schnell beschéadigt wird.
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In  Erythrozyten bilden Spektrinmolekile zusamment nmginem kleinen Anzahl von
Aktinmolekulen ein Netzwerk aus, das die Plasmamamiunterstitzt und fir den Erhalt der
Zellform verantwortlich ist. Bei Mausen und Mensehmit genetisch bedingten Anomalien in
der Spektrinstruktur kann man die Bedeutung didéetzwerk ermessen. Es kommt zu einer
Anamie, aufRerdem sind Spektrin-defiziente Erythr@zynicht mehr abgeflacht sondern eher
kugelférmig und ungewohnlich zerbrechlich (Tse dank, 1999) Spherozytose, Elliptozytose
und Pyropoikilozytose sind eine Gruppe von menshkl Krankheiten, die durch Abwesenheit
oder Fehlfunktion von Spektrin und andere Proteindie das Aktinzytoskelett an der
Erythrozytenplasmamembran verankern, verursactdeve{Palek, 1987).

Plektin und BPAG-1/dystonin spielen eine wichtig®llR® bei der Aufrechterhaltung und
Integritéat des Zytoskeletts in unterschiedlicheritygen (Dalpeet al, 1998; Erikssoret al,
2003). Mutationen im Maus BPAG-1/Dystonin Gen rutem Dystonia musculorum - Phanotyp
hervor. Dieses Phéanotyp ist erst zwischen Tag 7lndach der Geburt sichtbar und zeigt einen
progressiven Verlust der ExtremitatenkoordinieruBigAG-1/DystoninKnock-outMause zeigen
neuromuskulare Abnormalitaten und Defekte in derehiysierung der Schwannschen Zellen.
Plektin defiziente Mause zeigen eine schwere Blaiklamg in der Haut verursacht durch
Degenerierung von Keratinozyten. Diese Mause stedweei bis drei Tage nach der Geburt
(Andra et al, 1997). Mutationen im menschlichen Plektin-Genuveaichen eine Krankheit
namens Epidermolysis bullosa simplex. Es handelit sm eine Krankheit mit fragiler Haut, die
spontan oder nach leichtem Trauma zur Bildung vias@&h und Erosionen neigt (Venab&sl,
2001).

MACF, ein Mitglied der Spektraplakin Familie, istitaerantwortlich fiur die Mikrotubuli-
Dynamik sowie die Verbindung von Mikrotubuli mit Kkofilamenten. Die homozygoten

Knockout-Mause sterben friih in ihrer embryonaletwioklung (Kodameet al, 2003) .

1.5 Zellkern und Zellkernmembran

Der Zellkern kann als Informations- und Steueraemtrder Zelle verstanden werden. Der
Zellkern ist ein wesentliches Organell der eukasgbien Zelle. Vom Zellplasma ist der Kern
durch eine Doppelmembran abgegrenzt. In ihm liegs d&rbgut der Zelle in Form von

Desoxyribonukleinsdure (DNA) vor. Zellkerne findeich in allen Zellen, aufler den roten
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Blutkdrperchen (Erythrozyten) und Blutplattchen (@inbozyten) und in der Regel besitzen alle

Zellen nur einen Kern.

Die Zellkernmembran (Kernhille, Karyolemma oder lotemma) grenzt den Zellkern gegen
das umliegende Zytoplasma ab. Die Kernmembranustegner aul3eren Membran (Dicke ca. 7
nm; Phospholipiddoppelschicht) gefolgt vom perimdiken Raum mit einer Weite von 20 bis 100
nm und der inneren Membran aufgebaut. Knapp vorennan die innere Kernmembran
angelagert findet sich die zum Kerngertst zahlek@enlamina. Diese besteht aus den
Intermediarfilamenten Typ V: Lamin A, C, B1 und Bife an den Lamin-B Rezeptor, ein Protein
der inneren Kernmembran gebunden und untereinawderetzt sind. In scheibenférmigen
Arealen sind die innere und die aufRere Kernmembméeinander ringférmig verbunden,
wodurch die Kernporen entstehen. Durch die in demkulle enthaltenen Kernporen findet der
Stoffaustausch mit dem Zytoplasma statt: Reguktha Proteine gelangen aus dem Zytoplasma
in den Zellkern, Transkriptionsprodukte wie die n/RNWerden zur Proteinsynthese, die an den
Ribosomen des Zytoplasmas stattfindet, aus dem Kerndas Plasma exportiert. Die
Kernmembran entsteht aus dem endoplasmatischerkuReti, was man bei ihrer Neusynthese
in der Telophase einer Mitose erkennen kann. Siilteim Ubergang der Prophase zur
Metaphase in der Mitose in kleine Membranblaschéie, endoplasmatischem Retikulum
entsprechen. An einigen Stellen lasst sich diesetrting des perinuklearen Raumes in den
Innenraum des rauen endoplasmatischen RetikulurBRR)YRerkennen. Ebenso setzt sich die
aulRere, mit Ribosomen besetzte Kernmembran in dienllanen des RER fort. Die innere
Kernmembran hat eine andere Zusammensetzung asi@ere Kernmembran. Sie besitzt keine
eingelagerten Ribosomen, wohl aber eingelagertéeifm wie den Lamin-B Rezeptor, LAP-

Proteine und Emerin (Worman, 2004).

1.6 Kernproteine

1.6.1 Kernlamina

Die Lamine, Intermediarfilamente Typ V, sind dieugékomponenten der Kernlamina. Ahnlich
zu den anderen Intermediarfilamenten haben Lamireel@irze N-terminale Doméane gefolgt von
einer -helikalen Rod-Doméane und einer langen globularem@ne. Im Gegensatz zu anderen

Intermediarfilamenten besitzen die Lamine einendilichen 42 Aminosduren langen Rest
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innerhalb der coiled-coil Region und ein nukledregalisationssignal (NLS) am C-Terminus
(Shultz et al, 2003). Lamine werden in zwei Typen eingeteiltpTA: Lamin A und C, die
SpleilBprodukte desmnAGens, und Typ B: Lamin B1 und B2, die von zweieusthiedlichen
Genen kodiert werden. Wéahrend Lamin A und C nufifferenzierten Zellen zu finden sind, sind
B1 und B2 Lamine im Kern aller somatischen Zellemhanden (Spanet al, 2002; Worman
and Courvalin, 2004). Lamin A und C haben die erdi66 Aminosduren gemein, Lamin A
besitzt 98 zusatzliche Aminosaduren am C-Terminusnibh C sechs zusatzliche Aminosauren
(Lin and Worman, 1993). Lamin A entsteht aus Pré&ya A, von dem die letzten 18
Aminoséauren proteolytisch abgespalten werden, La@namtsteht durch alternatives Spleil3en der
Lamin A/C-RNA (Lin and Worman, 1993). Pra-Lamin Atkaltim Gegensatz zu Lamin C eine
sogenannte CAAX-Box, die farnesyliert wird und wighftir die proteolytische Spaltung sowie
die anschliel3ende Lokalisierung von Lamin A in Eermembran ist (Lin and Worman, 1993).
Die Lokalisierung von Lamin C scheint hingegen \aer Lokalisierung und Interaktion von
Lamin A abh&ngig zu sein (Hutchison, 2002).

Lamin A/C kann direkt an DNA binden wie vivoundin vitro Versuchegezeigt werden konnte
(Mattout-Drubezki and Gruenbaum, 2003). Die Kerntarspielt eine sehr wichtige Rolle in den
unterschiedlichen Kernfunktionen (Holmer and Wormag001). Dazu gehért die
Aufrechterhaltung der Kernform (Lenz-Bohne¢ al, 1997; Schirmeet al, 2001), Chromatin
Ankerung (Gantt al, 1999), die DNA-Replikation (Jenkiret al, 1995; Goldmaret al, 2002;
Gruenbaumet al, 2003) und die Transkription (Spam al, 2002). Aktuelle Studien haben
gezeigt, dass Mutationen in Lamin A/C ein grol3e gkhzvon Krankheiten verursachen, deren
klinische Auspragung sehr variabel ist. Sie er&trstch von Herz-, Skelettmuskeldystrophien
wie zB. Emery-Dreifuss muskulare Dystrophie undtipler Lipodystrophie (FPLD) bis zu
neuronalen Krankheiten und vorzeitiger Alterung weim Hutchinson-Gilford Progeria
Syndrom (HGPS) (Mounke=t al, 2003b).

1.6.2 Kernmembranproteine

Lamine und ihre assoziierten Kernmembranproteiridebi die Kernlamina (Abb. 1.1). Es
wurden 18 bis 20 unterschiedliche Proteine einsBhith der Spleissvarianten aus mehreren
Organismen beschrieben (Burke and Stewart, 2002).M2hrheit dieser Proteine besitzt eine

grof3e nukleoplasmatische Domane, die mit der Kemimla und/oder Chromatin interagiert.
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Eine bekannte Kernmembranproteingruppe ist die Lbteingruppe. LEM steht fik ap2
(lamina associated polypeptideEmerin und MANL1. Diese drei Proteine besitzen ein
gemeinsames konserviertes Motiv von 43 Aminosaurelgs mit einem kleinen
Chromatinbindenden Briuckenprotein namens BAF igiera (Zhenget al, 2000). Zu den
Proteinen der Kernmembran z&hlen zusatzlich derim.@yRezeptor (LBR), UNC84, RFBP und
Nurim (Polioudaki et al, 2001; Mattout-Drubezki and Gruenbaum, 2003; Warnand
Courvalin, 2004). Dazu kommen Nesprine und ihrdoisnen (Zhanget al, 2001; Zheret al,
2002; Zhanget al, 2005). LEM-Proteine bzw. Nesprin-1 und -2 (auctafin und NUANCE
genannt) besitzen eine Transmembran-Domane, NUsbiN und RFBP besitzen mehrere

(Worman and Courvalin, 2004). Kirzlich wurde geteidpss Nesprin-1 und Nesprin-2 mit

Lamin A/C und Emerinn vivoundin vitro interagieren (Mislowet al, 2002; Libotteet al, 2005;
Zhanget al, 2005).

] M
MﬂNi LAPZ(E:,fﬂ " LA?1(ABC}; »

“\ uaif

LEM EZF

LA

NUCIeOpIaSm Bf - >y Intranuclear

— lamins

Abb. 1.1 Vorgeschlagene Organisation der Kernmambrnaproteine, Kernlamina und Chromatin
OMN: Aussere Kernmembran, IMN: Innere Kernmemb@ytoplasm: Zytoplasma (aus:)

1.7 Nesprine und deren Isoformen
Es war bis vor kurzem bekannt, dass nur Mikrotulbmil dessen assoziierten Proteine in der

Kernmigration involviert sind (Wilkinsort al, 2003). Allerdings haben Studien &n elegans
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Protein ANC-1 gezeigt, dass das Aktinzytoskeletinslo an diesem Prozess beteiligt ist. Diese
Untersuchungen habe aufRerdem gezeigt, dass MationANC1 Defekte in der Kern- und
Mitochondrien-Positionierung i€. eleganserursachen (Leet al, 2002). ANC-1 ist ein grol3es
Dystrophin &hnliches Aktin bindendes Protein, adader Kernmembran lokalisiert ist (Maloee
al., 1999; Leeet al.,2002).

Nesprin-1 und -2 sind Vertebraten Orthologe von AN@d sind von zwei komplexen Genen
kodiert. Beide Gene kodieren fir mehrere Isoformaie, sich in ihrer Lange, Struktur und
Lokalisierung unterscheiden (Zhaagal.,2001, 2002; Padmakumatr al.,2004). Das Nesprin-2
Gen befindet sich auf dem Chromosom 14 des mewbehmi Genoms und ist mit seinen 115
Exons, die fur mehrere Isoformen kodieren, ein s@mplexes Gen. Nesprin-1 ist sehr &hnlich
zu Nesprin-2 und ein weiteres Mitglied detActinin Familie. Das Nesprin-1 Gen liegt auf
Chromosom 6 und kodiert fur ein 1000 kDa Proteihden gleichen strukturellen Bereichen wie
Nesprin-2. Dieses Gen ist ebenfalls ein sehr koxeslésen, das fir mehrere Isoformen kodiert
(Zhanget al, 2001; Padmakumaat al, 2004).

Nesprinisoformen wurden von verschiedenen Forscappgn unterschiedlich genannt. Die
kleinen C-terminalen Isoformen von Nesprin-1 sindlaals syne-1 und myne-1 bekannt (Apel

al 2000; Zhanget al., 2001; Mislowet al., 2002a), die von Nesprin-2 syne-2 bzw. myne-2
(Zhanget al, 2002). Die grofRen Nesprin-1 (1000 kDa) und Nespr(800 kDa) Isoformen
wurden in unsere Arbeitsgruppe 2001 zum erstendathrieben (Zhen, 2001; Braune, 2001)
und wurden als Enaptin (Padmakumetr al., 2004) bzw. NUANCE (Zheret al, 2001)
bezeichnet. Diese grol3en Isoformen bestehen awes @ktinbindedomane (ABD) am N-
Terminus, einer folgenden zentralen Region, diee @mof3e Anzahl von Spektrin Doméanen
enthalt, und einer Transmembrandomane (TMD) am aireis (Klarsicht Domane) gefolgt von
einem aus 30 Aminosauren bestehenden perinukleBeédn Eine direkte Bindung von den
Nesprinen an Emerin und LaminA/C ist bekannt (Miskt al, 2002).

Anders als bei vielen aktinbindenden Proteinen daktinin Familie zeigte sich, dass die zwei
Calponin Homologie Doméanen (CH1, CH2) der ABD dersprinproteine von einem Serin-
reichen Bereich getrennt sind und damit eine eigdngerfamilie der -Aktinine bilden. Der
Serin-reiche Bereich kdnnte durch Phosphorylieremen regulatorischen Einfluss auf die
Bindungsaffinitat des F-Aktin wéahrend verschiedeReszesse wie z. B. der Zellmigration oder
Zellteilung ausiiben. Nesprin-2 und Nesprin-1 Oxtlgel vonD. discoideunInteraptin) (Rivero

et al, 1998),C. elegangANC1) undD. melanogaste(MSP300) enthalten ebenfalls eine ABD,
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einen -helikalen Abschnitt im mittleren Bereich des Pnogeund eine C-terminale TMD (Zhang
et al, 2002). Der C-terminalen Teil von Nesprinen uncedeOrthologen ist sehr konserviert und
wird KLS, Klarsicht Domane oder KASH Domane genannkKASH steht flr
Klarsicht/ANC/Syne-1 homology Die KASH Domane besteht aus ca. 35 AS und istdi@r
Lokalisierung an der Kernmembran verantwortlichs Xdarsicht-Protein vorD. melanogaster
ist fur einen regulierten embryonalen Lipidtrangpand fir die Kernmigration im Auge
zustandig (Mosley-Bishopet al, 1999) Die KASH-Doméne unterscheidet Nesprin-1 und
Nesprin-2 von anderen integralen Proteinen der itembran wie z.B. Emerin, dem Lamin B-
Rezeptor, LAP1 oder LAP2. Vor kurzem wurden andereteine, die eine KASH-Domane
besitzen identifiziert, wie z.B. UNC83 i@.elegansund C140rf49 beim Menschen (Le¢ al,
2002). Weitere Proteine wi€. eleganZYG-12 andS. pombeKmslp besitzen ebenfalls eine
KASH-Domane, allerdings mit einer geringeren Ahinkieit zu der KASH Domane von Nesprin-
2. Die KASH Proteine verbinden den Kern mit untbiedlichen Netzwerken innerhalb der
Zelle. ANC-1, MSP-300 und beide Nesprine sind fiie &/erankerung des Kerns zum
Aktinzytoskelett verantwortlich, Klarsicht und ZY@G2 verbinden ihn zum Zentrosom (Maloste
al., 1999; Mosley-Bishopet al, 1999) und Nesprin-1 zum Golgi-Netzwerk und zu
Signaltransduktionskomplexen (Goughal, 2003).

Mit der Entdeckung von Nesprin-lund Nesprin-2 im@sieren, ANC1 irC. elegansMSP-300

in D. melanogastemundinteraptin inD. discoideunwurde eine neue Proteinfamilie entdeckt, die
den Zellkern mit dem Aktinzytoskelett verbindet \{&io et al, 1998; Zhanget al, 2001; Leeet
al., 2002; Mislowet al, 2002; Zheret al, 2002; Padmakumaat al, 2004).
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1.8 Ziel der Arbeit

Nesprin-2 gehort zur Familie der Spektrine und w2801 beschrieben. Es wird von einer 21 kb
langen cDNA codiert. Das Protein hat eine Masse 8% kDa (6899 AS) und besitzt am N-
Terminus eine Aktinbindendedoméane (ABD), eine aRsSpektrin Doménen folgende zentrale
Region und eine Transmembrandomane (TMD) am C-tersnigefolgt von einem aus 30
Aminosauren bestehenden perinukledren Teil. Immonéiszenzaufnahmen mit monoklonalen
Nesprin-2 Antikdrpern zeigen, dass das Protein tsécplich in der Kernmembran lokalisiert ist.
Das Ziel dieser Arbeit ist es, die vivo Funktionen von Nesprin-2 sowie seine Assoziatiom z
Aktinzytoskelett und Zellkernproteinen zu unterseich Da Mutationen in Lamin A/C
neuromuskulare Krankheiten verursachen, sollte Biedung von Nesprin-2 zu diesem
Kernprotein naher erforscht werden. Um die Funldiorvon Nesprin-2 Isoformeim vivo
aufklaren zu konnen, und dessen eventuelle Verbigpduit Krankheiten sichtbar zu machen,
wurde eine Nesprin-2 defiziente Mausmutante anatiysDaflr sollten immunhistochemische
Methoden an Gefrier- und Parafinschnitten der NesprKnock-out Mausgewebe bzw.
Wildtypmausgewebe verwendet werden. Ebenfalls es@ihe Westernblot Analyse an diesen
Geweben durchgefiihrt werden. Aul3erdem war die Wenge der Isoformen von Nesprin-2 in
unterschiedlichen Mausorganen festzustellen. Daiussten im Rahmen dieser Arbeit neue
Antikérper hergestellt werden, die gegen die zwahtigsten Doméanen des Proteins gerichtet
sind. Dies waren polyklonale Antikorper, die gegbe letzten zwei Spektrin Doméanen am C-
terminalen Teil des Proteins gerichtet sind, unchoktonale Antikdrper gegen die aktinbindende

Domaéne des Proteins.



2. Material und Methoden

19

2 Material und Methoden

2.1 Material

2.1.1 Labormaterial

Chromatographiesaulen

Corexrodhrchen, 15 ml und 50 ml
Deckglaschen, @12 mm, @18 mm
Einfrierréhrchen, 1 ml

Einweg-Pipetten, 5 ml, 10 ml und 25 ml
Einweg-Pipettenspitzen
Elektroporationskivette
Gewebekulturflaschen, 25 ém75 cnf und 175 crh
Hybridisierungsrohren

Immobilon”-P Transfermembran

Kanulen

6-Loch Platte

96-Loch Platte

3MM Filterpapier

Nitrocellulose Transfermembran
Objekttrager

Parafilm

Pasteurpipetten, 145 mm und 230 mm Brand
PCR Reaktionsgefal3e, 0,2 ml

Petrischalen, Typ 3003

Petrischalen, @ 90 mm, @ 120 mm

Pipetten 1-2 pl, 1-20 pl, 20-200 pl, 200-1000 pl
Plastikkivette

Quarzkuvette Infrasil

15 ml Réhrchen, Typ 2095

50 ml Réhrchen, Typ 2070

Reaktionsgefalie, 0,5 ml,1,5 ml und 2,2 ml

BioRad
Corex
Assistent
Nunc
Greiner
Greiner
BioRad
Nunc
Hybaid
Millipore
Terumo, Microlance
Nunc
Biozym
Whatman
Schleicher Sotuell
Assistent
American National Can
Volec
Biozym
Falcon
Greiner
Gilson
Greiner
Hellma
Falcon
Falcon
$dtst
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Rontgenfilm X-omat AR-5, 18 x 24 mm
Spritzen, 1 ml

Sterilfilter, 0,2 um und 0,45 pm
Zeta-Prob8 Transfermembran

2.1.2 Gerate

Amaxa Nucleofector

Blotkammer Trans-Blot SD
Crosslinker UVC 500

Eismaschine
Elektroporationsgeréat, Typ Gene-Pulser
Fluoroscan Ascent Fl

Heizblock, Digi-Block JR
Hybridisierungsofen

COy-Inkubator, BBD 6220, BB 6220
Inkubator, Mikrobiologischer
Inkubator mit Schuttler
Kuhlschranke

Kihlzentrifuge 1K15

Laser Scan Mikroskop
Lichtmikroskop, IX70, CK2
Lichtmikroskop, DMR
Magnetruhrer, IKA Combimag RCT
Mikrowelle

PCR-Maschine

Peristaltikpumpe P1

pH-Meter pH526
Plattengielimaschine

Rotoren Typ JA-10

Rotor Typ JA-25.50

Rotor Typ SLA-1500

Kodak
Terumo

Gelman Scienc
BioRad

Amaxa
BioRad
Hoefer
Ziegra
BioRad
Labsystems
neoLab
Hybaid
Heraeus Instrutaen
Heraeus Instrunsen
Kuehner
Liebherr
Sigma
Leica
Olympus
Leica
Janke & Kunkel
Samsung
MWG-Biotech
Pharmacia Biotech
WTW
Technomat
Beckman
Beckman

Sorvall
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Rotor Typ SLA-3000

Rotor SS-34

Rotor TLA 45

Ruttler Lab-Shaker
Spannungsverstarker Power Pac 200 und 300
Speedvac concentrator DNA 110
Spektralphotometer, Typ Ultraspec 2000
Sterilbank Hera Safe
Thermomixer
Tiefkuhlschranke/-truhen (-20°C)
Tiefstkihltruhen (-80°C)
Tischzentrifuge 5415C
Tischzentrifuge 1-15
Ultraschallgerat UP200S
Ultrazentrifuge Optima TLX
UV-Auflichtmonitor TFS-35 M
UV-Transilluminator

Vortex Reax top

Waage SBA42

Wasserbader

Zentrifuge Beckman Avanti J25
Zentrifuge Sorvall RC 5C plus

2.1.3 Kits
Advantag& 2 PCR Kit

Detecting mouse primary antibodies on mouse ti§sL@®.M)

ECL Advance’ Westernblotting Detection Kit
Mouse Mab Isotyping Test Kit

Nucleobond AX 100 und 500

NucleoSpin Extract 2 in 1

NucleoSpin Plus

Sorvall
Sorvall
Beckman
GFL
Bio-Ra
Savant
PharanBmtech
Heraeus
Eppendorf
Liebherr,i8ans
Nunc
Eppendorf
Sigma
Dr. Hielscher GmbH
Beckman
Faust
MWG-Biotech
Heidolph
Scaltec
GFL
Beckman

Sorvall

Clontech
LINARIS
Amersham
SANBIO
Macherey-Nagel
Macherey-Nagel
Macherey-Nagel



2. Material und Methoden 22

pGEM-Teasy-Vector System | Promega
RNeasy Mini Kit (50) Qiagen

TA TOPO cloning Kit Invitrogen
ZERO blunt TOPO clonirfyKit Invitrogen
Cell Line Nucleofector Kit V Amaxa

2.1.4 Puffer und andere Loésungen

Puffer und LOsungen, die hier nicht verzeichnetlsiwerden unter den jeweiligen Methoden
aufgefuhrt.

10 x NCP-Puffer (pH 8,0):

12,1 g Tris/HCI, pH 8,0

87,0 g NaCl

5 ml Tween 20

2,0 g Natriumazid

mit destilliertem Wasser auf 1 | auffllen.

PBG (pH 7,4):

0,5 % Rinderserumalbumin
0,1 % Fischgelatine
in 1 x PBS.

PBS (pH 7,2):
10 mM KCI

10 mM NacCl
16 mM NaHPO,
32 mM KH,POy

Phosphatpuffer:
s. Tabelle 2.1.

20 x SSC:
3 M NaCl
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0,3 M Natriumcitrat

TBS-Puffer (pH 7,8):

6,05 g Tris
0,58 g NaCl
0,203 g MgCi
mit destilliertem Wasser auf 1 | auffillen.

TE-Puffer (pH 8,0):

10 mM Tris/HCI, pH 8,0
1 mM EDTA

50 x Tris/Acetatpuffer (pH 8.0):

242 g Tris

57,1 ml 16,6 M Eisessig
100 ml 0,5 M EDTA-L6sung
mit destilliertem Wasser auf 1 | auffullen.

Tabelle 2.1 Herstellung von Phosphatpuffer

pH Volumen 1 M NagHPO,4 | Volumen 1 M NaH,PO,
(ml) (ml)
6,0 12,0 88,0
6,2 17,8 82,2
6,4 25,5 74,5
6,6 35,2 64,8
6,8 46,3 53,7
7,0 57,7 42,3
7,2 68,4 31,6
7,4 77,4 22,6
7,6 84,5 15,5
7,8 89,6 10,4
8,0 93,2 6,8

23
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2.1.5 Chemikalien und Reagenzien
Acrylamid (Protogel: 30:0,8 AA/Bis-AA)
Agar-Agar (BRC-RG)

Agarose (Elektrophoresis Grade)
5-Amino-2,3-Dihydro-1,4-Phtalazindion (Luminol)
Aminosauren
Ammoniumperoxodisulfat (APS)
Adenosin-5'-triphosphat

Azeton

Bacto-Agar, Bacto-Pepton, Bacto-Trypton
5-Brom-4-chlor-3-indazol-D-galactopyranosid (X-gal)
Bromphenolblau, Natriumsalz

BSA (Rinderserumalbumin)
Calciumchlorid-dihydrat

Chloroform

Coomassie-Brillant-Blau R250
p-Cumarsaure
4,6-Diamidino-2-phenylindol (DAPI)
Dimethylformamid (DMF)
Dimethylsulfoxid (DMSO)
1,4-Dithiothreitol (DTT)
Ethylendiamintetraessigsaure (EDTA)
Ethylenglycolbis(2-aminoethylether)-
N,N,N,N-tetraessigsaure (EGTA)
Essigséaure 98-100 %

Ethanol

Ethidiumbromid

FBS

Formaldehyd

Formamid

Glutathione Sepharose4B

Glycerin (Glycerol)

Nation&liagnostics
Biomatic
Biozym
igha
Sigma
Merck
Gerbu
Riedel-de Haen
Difco
Roth
Serva
Roth
Merck
Riedel-de Haen
Serva
Fluka
Sigma
Merck
Merck
Gerbu
Merck

Sigma
Riedel-de Haen
Riedel-de Haen
Sigma
Sigma
Sigma
Merck
Amersham

Riedel-de Haen

24
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Glycin
Harnstoff
Lachssperma
Imidazol

Isopropanol

Isopropyl- -D-thiogalactopyranosid (IPTG)
N-2-Hydroxyethylpiperazin-N'-ethansulfonsdure (HESYE

Kaliumacetat

Kaliumchlorid

Kaliumdihydrogenphosphat

Kaliumhydrogentriphosphat

Lithiumacetat

Magnesiumchlorid

Magnesiumsulfat-Heptahydrat
-Mercaptoethanol

Methanol

Milchpulver

Natriumacetat

Natriumazid

Natriumcarbonat

Natriumchlorid

Natriumcitrat

Natriumdihydrogenphosphat-dihydrat

Natriumdodecylsulfat (SDS)

Natriumhydrogenphosphat

Natriumhydroxid

Natriumthiosulfat-5-hydrat

Ni-NTA-Sepharose

Nukleotide

Oligofectamin”

Phalloidin (FITC/TRITC)

Phenol

Degussa
Gerbu
Roche
Merck
Merck
Loewe Biochemica
Biomol
Fluka
Fluka
Merck
Merck
Sigma
Fluka
Merck
Sigma

Riedel-de Haen

Humana Milchunion eG

Merck
Merck
Merck
Fluka
Fluka
Merck
Serva
Merck
Riedel-de Haen
Riedel-de Haen
Pharmacia
Roche, Sigma
Invitrogen
Sigma
Roth
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Phosphorsaure
1,4-Piperazindiethansulfonsaure (PIPES)
Polyethylenglycol 4000 (PEG)

Ponceau-S Konzentrat

Protein-A-Sepharose CL-4B

Salzséaure 32 %ig

Sephadex G50

Silbernitrat

N,N,N',N'-Tetramethylethylendiamin (TEMED)
Thrombin

Trichloressigsaure
Tris(hydroxymethyl)aminomethan

Triton X-100 (Octylphenylpoly(ethylenglykolether))
Tween 20 (Polyoxyethylensorbitan-monolaurat)
Wasserstoffperoxid (30 %ige Losung)

Radioaktive Chemikalien

-32P-desoxyadenosine-5'-triphosphate (10 mCi/ml)

2.1.6 Enzyme, Antikdrper und Inhibitoren

2.1.6.1 Enzyme fir die Molekularbiologie
Alkalische Phosphatase

Desoxyribonuklease (DNase I)
Lysozym

M-MLV Reverse Transkriptase
T4-Polynukleotidkinase

Pfu Turb&-DNA-Polymerase
Restriktionsendonukleasen und Puffer

SP6 RNA-Polymerase

Merck
Sigma
Merck
Sigma
Pharmacia Biotech
Fluka
Pharmacia
Riedel-de Haen
Merck
Amersham
Merck
Fluka, Riedeltdaen
Merck
Roth
Merck

Asham

Roche

Sigma
Sigma

Promega

New England Biolabs

Stratagene
Amersham, Bogér,
Gibco-BRL, Life

Technologies, New England
Biolabs, Roche

Roche
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Ribonuklease A (RNase) Sigma
T4-DNA-Ligase Life Technologies
Tag-DNA-Polymerase Roche

2.1.6.2 Antikorper

Primare Antikdrper:

anti- -Tubulin Antikérper (monoklonal aus Maus) niclergffentlicht
anti-Emerin Antikérper (monoklonal aus Maus) Noastra Laboratories
anti-GFP mAk K3-184-2 (monoklonal aus Maus) Sctee 2000
anti-GST Antikorper (polyclonal aus Kaninchen) Arsham

anti-Lamin A/C Antikorper (JOL2) (monoklonal aus Mg Chemicon

anti-Lamin A/C Antikorper (polyclonal aus Kaninchen Cell Signaling Technology
anti-Lamin B Antikdrper (LN43) (polyclonal aus Kaugihen) F. Ramaekers & J. Broers
anti-LAP2 Antikorper (monoklonal aus Maus) BD Biosciences
anti-Nesprin-2 (mAk K20-478-4) (monoklonal aus Maus Zhen et al., 2002
anti-Nesprin-2 (mAk K49-260-1) (monoklonal aus Maus Libotte et al., 2005
anti-Nesprin-2 (pAb K1) (polyclonal aus Kaninchen) diese Arbeit

anti Nesprin-2 (mAk. K56-286-2) (monoklonal aus Mau  diese Arbeit
anti-Kernporenkomplex (Nup358) (monoklonal aus Maus E. Coutavas & G. Blobel

anti-Protein-Disulfid-lsomerase (PDI) (polyclonaisaKaninchen) M. Plomann

Sekundare Antikorper:

Maus-anti-Ziege/Schaf-1gG, Peroxidase-Konjugat ignia
Ziege-anti-Kaninchen-IgG Alexa 568-Konjugat Maléar Probes
Ziege-anti-Kaninchen-IgG, FITC-Konjugat Sigma
Ziege-anti-Kaninchen-IgG, Peroxidase-Konjugat gny
Ziege-anti-Kaninchen-IgG, TRITC-Konjugat Sigma
Ziege-anti-Maus-1gG, Alexa 488-Konjugat MolemuProbes
Ziege-anti-Maus-1gG, Cy3-Konjugat Sigma
Ziege-anti-Maus-1gG, Cy5-Konjugat Chemicon

Ziege-anti-Maus-1gG, FITC-Konjugat Sigma
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Ziege-anti-Maus-1gG, Peroxidase-Konjugat

Sigma

Die Antikdrper wurden gemalRl Angaben der HersteflelPBS verdinnt. Hybridomadberstande

wurden unverdinnt eingesetzt.

2.1.6.3 Inhibitoren

Inhibitoren:

Benzamidin

Complete-Minf Inhibitoren Cocktail, EDTA-frei
Diethylpyrocarbonat (DEPC)
Phenylmethylsulfonylfluorid (PMSF)
Ribonuklease-Inhibitor (RNAsin)

Antibiotika:
Ampicillin

Kanamycin

Penicillin/Streptomycin

Sigma
Roche
Merck
Sigma

Promega

Grinenthal
Sigma

Biochrom

2.1.7 Oligonukleotide (Sigma)

ABD-F1

ABD-R1

CT-R1

CT-F1

tm-Xho-F
tm-Hind-R
AK-mABD-F
AK-mABD-R
K14-HA-NU-Xbal
K14-HA-NU-Sacl
K14- NU-seq

5-Trans_NU-HA
3'Trans_NU-HA
TL51
TL 31
HE 5'8

CCA CGG AAG ATG GAG AGG GTT TC

GGA CTT GAG GCA GGA GAT GAG TC

CAT GAG TCA AAA GCT CAG GC

CTC AGA CAA GAT GTCCTT CTG

CTC GAG GGC AGC CCT ACC CCT GC

CGA AGC TTC TAT GTG GGG GGT GGC C

GGA TCC GCT CAG GAG CAG TGT GCC
GAATTG TCATTC ACAGAGCTTGTG G

TGC TCT AGA GCATCC GGT GGATCC CTATG
C GAG CTC GAT ATC GCC GCC ACC

GGT GAC CTT GCC ATG CCG GTG
GAT ATC GCC GCC ACC ATG TAC CCA TAC GAC GTC CCA
GAC TAC GCT GCAGCCCTACCCCTGC

GAT ATC ACG CGT TAA GAT AC

GGA ATT CAC AGA AGG CGA GGA GGA GAC AG
CGG GAT CCC TAT GTG GGG GGT GGC C

CGC TTT GAG GAC TGG CTC AAG TC
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HE 36 CTT GAG AGG AAGGAG CGCT

P13 ATC ACA CCT GCAGATTCACAG G

P14 CTT ACT CTG TAATCC AGT CTG

P18 TGT CTG CCT ACATGT TAC TAT GGT C
NEO TGC GAG GCC AGA GGC CACTTG TGT AGC

2.1.8 Vektoren

pCR®-2.1-TOPG Invitrogen
pCR®-BLUNT II-TOPO® Invitrogen
pEGFP-C1,-C2 Clontech
pGem-Teasy Promega
pGEX-4T-1 Amersham

2.1.9 Plasmide

pEGFP-C1-Cterm6

Das PCR-Produkt der Primer TL 52 und TL 3'1 wurelst in pGem-TeaSyligiert. Danach
wurde das Plasmid mit den Restriktionsendonukle&=R| und BamHI geschnitten, um das
Insert in den EcoRI-BamHI geschnittenen pEGFP-Clktde zu ligieren. Das GFP-

Fusionsprotein enthalt die Aminosauren 6.833-6.888 C-terminalen Bereichs von Nesprin-2,

der die Transmembran-Domane und den lumenalerem#iflt.

pEGFP-C2-Cterml (Zheet al, 2002)
Dieses Plasmid kodiert fur ein GFP-Fusionsprotein dan Aminosauren 6.570-6.883 des C-

terminalen Bereichs von Nesprin-2, der die letztewei Spektrin-Domanen und die

Transmembran-Doméne enthalt.

pEGFP-C2-SR

Das PCR-Produkt der Primer HE 5’8 und HE 3'6 wuidepCR®-BLUNT II-TOPO® ligiert.
Danach wurde das Plasmid mit der Restriktionsenklease EcoRI geschnitten, um das Insert in
den EcoRI geschnittenen pEGFP-C2 Vektor zu ligieEBne Deletion von drei Basen im PCR-

Produkt fuhrte zu einem vorzeitigen Stopp-Kodon, dass das GFP-Fusionsprotein die
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Aminoséauren 6.146-6.799 des C-terminalen BereidmsNesprin-2 enthalt, der die letzten vier

Spektrin-Domanenen reprasentiert.

pPGEX-4T-1-K1 (R. Muller)

Dieses Plasmid kodiert fur ein GST-Fusionsproteih den Aminoséuren 6.546-6.796 von

Nesprin-2 und wurde urspringlich dafir verwendete® monoklonalen Antikorper gegen den
C-terminalen Bereich von Nesprin-2 herzustellen kd®-260-1). Dieses Protein beinhaltet die

letzten beiden Spektrin-Doméanen von Nesprin-2.

2.1.10 Bakterienstamme, Hefestamme, Zell-Linien

Bakterienstdémme:

E. coliDH5 Hanahan, 1983
E. coliM15 Ruther, 1982
Xl 1-blue

Zelllinien (Name, Organismus, Gewebe):

HaCaT,Homo sapieng:pidermis

Pam212Mus musculug:pidermis

COS7,Cercopithecus aethiopdliere

HEK293,Homo sapiensNiere

MEF-LmnA KO, Mus musculussmbryonale Fibroblasten

2.1.11 Kultur-Medien

2.1.11.1 Kultur-Medien fiir Bakterien

Die verwendeten Medien (pH 7,4) werden mit dei@mteim Wasser angesetzt und bei 120°C
autoklaviert. Antibiotika (100 mg/l Ampicillin odeés0 mg/l Kanamycin) werden nach Abkuihlen
des Mediums hinzugegeben. Fir die Herstellung vgarplatten werden den Medien 0,9 %
(w/v) Agar-Agar und bei Bedarf 100 mg/l Ampicillsder 50 mg/l Kanamycin zugesetzt. Fur die
Blau/Weil3-Selektion voi. coli-Transformanten werden die fertigen Platten jewsils 50 pl
0,1 M IPTG-L6sung und 20 pl X-gal-L6sung (2 % in BMbestrichen.
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LB-Flissig-Medium:

10 g Bacto-Trypton
5 g Hefeextrakt
5 g NaCl

auf 1 | mit Wasser auffillen.

SOC-Medium:

20 g Bacto-Trypton
5 g Hefeextrakt
0,5 g NaCl

20 mM Glucose

auf 1 | mit Wasser auffillen.

2.1.11.2 Kultur-Medien fur Saugetierzellen

DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium, D5796)

Opti-MEM
RPMI 1640-Medium

Hybridoma Zellen Medien:

Normales Medium

3x HAT Medium

1x HAT Medium

1x HT Medium

Einfriermedium

Sigma
Gibco
Gibco

500 ml RPMI 1640 (Biochrom)

55 mifoetal calf serumHitze inaktiviert (FCS)
11 ml Kanamyzin, 5 mg/ml

6ml 1mM -mercaptoethanol.

572 ml normales Medium

36 ml 50x HATsuplemen{Biochrom)

572 ml normales Medium

12 ml 50x HATsuplemen{Biochrom)

572 ml normales Medium

12 ml 50x HTsuplemen{Biochrom)

80 ml Normales Medim

10 mifoetal calf serumHitze inaktiviert (FCS)
10 ml DMSO, hybri-max (Sigma)

31
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Medium fUr primare Keratinozyten
350 ml DMEM Medium

110 ml Ham’s F12

500 pl EGF

500 pllisulin

50 ml 5mg/ml -hydrocortisone

5 pl Choleratoxin (18M)

10 ml Penecilin/Streptomycin

50 ml FCS

500 pl Adenin (1,8 10M)

Fiur die Weiterfihrung der Zellkultur-Linien A431,057, HaCaT, primaren Fibroblasten und
HEK293 wurde DME Medium mit 10 % FBS, 2 mM Glutami mM Penicillin und 2 mM

Streptomycin benutzt.

2.2  Molekularbiologische Methoden

2.2.1 Praparation von Plasmid-DNA aug. coli

Die Aufreinigung von Plasmid-DNA aus. coli ist eine abgewandelte Form der kommerziellen
Aufreinigung gemaR Machery-Nagel (2.2.2). Hierzudem 1 ml eineE. coli-Ubernachtkultur
in LB-Medium, welches das entsprechende Antibigtikenthielt, abzentrifugiert. Das Pellet
wird dabei in 150 pl der Losung Puffer 1 (15 mM SrpH 8,0, 10 mM EDTA) resuspendiert.
Danach werden 150 ul der Lésung Puffer Il (0,2 NONa 1 % SDS) hinzugegeben, drei- bis
funfmal geschattelt und 5 min bei RT inkubiert.digle der SDS- und Alkalibehandlung werden
bei diesem Reaktionsschritt die Zellmembranen @drdflach Zugabe von 150 pl Lésung Puffer
I (3 M Kaliumacetat, pH 5,5) werden Proteine, amosomale DNA und andere
Zellbestandteile gefallt. Nach 10 min Zentrifugatibei 18.000 x g wird der Uberstand in ein
neues Reaktionsgefall mit 1 ml Ethanol (96 %) uUbetfiDie durch Ethanolzugabe geféllte
Plasmid-DNA wird fur 10 min bei 18.000 x g pelletieNach einem Waschschritt mit Ethanol
(70 %) wird die Plasmid-DNA im ,Speedvac concerratgetrocknet, in 10 mM Tis/HCL

aufgelost.
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2.2.2 Aufreinigung von Plasmid-DNA im Mikromaf3stabgemaf Macherey-Nagel

Um bis zu 40 pg saubere Plasmid-DNA &u<scol-Kulturen zu gewinnen (z.B. Proben fur eine
Sequenzanalyse), wurde das ,NucleoSpin Plus“-Kih wier Firma Macherey-Nagel benutzt.
Hierzu wurden 5 ml eineE. coliUbernachtkultur in LB-Medium, welches das entspegale
Antibiotikum enthielt, abzentrifugiert. Das Pellgird dabei in 250 ul der Lésung Al, die RNase
enthalt, resuspendiert. Danach werden 250 pl desuhg A2 hinzugegeben, drei- bis finfmal
geschittelt und 5 min bei RT inkubiert. Infolge d&DS- und Alkalibehandlung werden bei
diesem Reaktionsschritt die Zellmembranen zerstdd die RNA durch die RNase verdaut.
Nach Zugabe von 300 pl Losung A3 wird die Reaktmoisshung 5 min auf Eis inkubiert.
Dadurch werden Proteine, chromosomale DNA und andelibestandteile gefallt. Nach 10 min
Zentrifugation bei 16.000 x g und 4°C wird der diand auf eine NucleoSpin-Saule gegeben.
Es wird 1 min bei 18.000 x g zentrifugiert, wobee d°?lasmid-DNA an das S&ulenmaterial
bindet. Anschlielend wird die S&ule mit 500 pl BufAW und dann mit 600 pl Puffer A4
gewaschen. Danach wird noch einmal zentrifugiert Hthanolreste des Puffers A4 zu entfernen.
Zur Elution werden schlie3lich 30 ul Losung AE aig Saule gegeben, 1 min bei RT inkubiert
und dann 1 min bei 18.000 x g abzentrifugiert. Bitil3ere Mengen sauberer Plasmid-DNA
wurde das ,NucleoBond AX 100-Kit“ benutzt. Diese# HKrbeitet nach dem gleichen Prinzip,
ermoglicht aber die Aufreinigung von bis zu 100 pgasmid-DNA aus einer 30 ml
Bakterienubernachtkultur.

2.2.3 Polymerase-Kettenreaktion (PCR)

Die PCR kann bei Wahl geeigneter Oligonukleotidedinein vitro-Amplifikation von DNA-
Abschnitten verwendet werden (Said al, 1985). Dazu werden eine doppelstrangige DNA-
Vorlage (template-DNA) und zwei begrenzende Oliddeotide (Primer) einer kontinuierlich
aufeinanderfolgenden Reihe von Denaturierungennd®rHybridisierungen (Annealing) und
DNA-Polymerisierungen (Elongation) in Anwesenheitonv Desoxyribonukleotiden und
thermostabilelTag-DNA-Polymerase(Chiewt al, 1976) ausgesetzt. Die Oligonukleotide haben
unter Umstanden an den Enden einen Uberhang vdn hidridisierenden Nukleotiden, mit
deren Hilfe z. B. Schnittstellen fir Restriktiondenukleasen, eingefuhrt werden kénnen. Um
die template-DNA zu Beginn der Reaktion vollstandig denaturieren, wurde eine initiale
Denaturierung von 5 min bei 94°C gewahlt. Fur dgrtén Zyklus wurde eine Elongationsdauer

von 10 min benutzt, um vollstandig polymerisiertedgrodukte zu erhalten. Die Annealing-
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Temperatur () eines bestimmten Oligonukleotids wurde anhandesdBasenzusammensetzung
folgendermalRen abgeschatzt (Sugbal, 1981): Ty =4 x (G+C) + 2 x (A+T) — 2.

Mit einem programmierbaren ,Thermocycler* werdere diyklen automatisch gesteuert. Die

Reaktionsparameter (Temperaturen, Zeiten) wurdanedeeiligen Bedingungen angepasst.

Standard-PCR-Programm:

I. Initiale Denaturierung: 94°C, 5 min
Il. Temperaturzyklus (25-35 Zyklen):
- Denaturierung (94°C, 1 min)
- Primer-Annealing (x°C, abhangig vom Primer-Paars&k)
- Primer-Extension/DNA-Elongation (72°C, y sek, abfignvon der zu amplifizierenden
Lange der DNA)
lll. Terminale Verlangerung: 72°C, 10 min
IV. Kihlung auf 4°C

Reaktionsansatz:

x pl template-DNA (100 ng cDNA, 100 ng Plasmid-DNA)

1 ul Oligonukleotid A (10 pmol/ml)

1 ul Oligonukleotid B (10 pmol/ml)

1 pl NTP-Mix (jeweils 10 mM)

5 ul 10 x PCR -Puffer (100 mM Tris/HCI (pH 8,3);®6M KCI; 20 mM MgC})
1 pl TagPolymerase (3-4 U)

mit Wasser auf 50 pl auffillen.

2.2.4 Konzentrationsbestimmung von DNA und RNA

Die Konzentration von DNA und RNA in wassriger Laguvurde spektralphotometrisch bei 260
bzw. 280 nm mit Wasser als Referenz bestimmt. BiDevon 1 entspricht bei einer Wellenlange
von = 260 nm einer Konzentration von 50 pg/ml dsDNAwb 40 pg/ml RNA. Unter
Berucksichtigung des Verdinnungsfaktors ergibt &iende Beziehung:
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DNA-Konzentration (ug/ml) = ko x 50 x Verdiinnungsfaktor

Der Grad der Verunreinigung mit Proteinen und Phandésst sich mit Hilfe des Quotienten
OD,s/ODygp abschatzen. Betragt der Wert des Quotienten 18 mehr, kann die DNA- bzw.
RNA-haltige L6sung als rein angesehen werden. Zlicitwar es moglich die jeweiligen
Konzentrationen von Plasmid-DNA und RNA in eineradgse-Gelelekrophorese abzuschatzen.
Sie wurden durch Ethidiumbromid unter UV-Licht dighr gemacht und ermdglichten so eine
Abschéatzung der Menge durch Vergleich mit bekanistemzentrationen. Isolierte RNA wird bei
-80°C, Plasmid-DNA wird bei -20°C gelagert.

2.2.5 DNA-Agarosegelelektrophorese

Die Auftrennung von DNA-Restriktionsfragmenten égtoaufgrund der vom Molekulargewicht
abhangigen Laufgeschwindigkeit in einer Agarosédatrix. Je nach Verwendung und
Auftrennungsziel wurden 0,7-2,5 %ige Gele in TAHEfPuverwendet. Zur Herstellung eines
Agarosegels wurde die Agarose im Puffer aufgekoamif Ethidiumbromid versetzt
(Endkonzentration 0,1 pg/ml) und nach Abkuhlungeinen Geltrager verschiedener Grol3e (7,5
cm x 8 cm, 11,5 cm x 14cm, 12,5 cm x 19 cm) mischenformer gegossen. Die zu
untersuchenden DNA-Proben wurden mit Probenpuffersetzt und in die Probentaschen
geladen. Die DNA-Auftrennung erfolgte in TAE-Puffieorizontal in Flachbett-Gelapparaturen.
In Abhangigkeit von der GelgréRe, Laufdauer undthamnungseffizienz wurde eine Spannung
von 20 V bis 100 V angelegt. Nach elektrophoregschuftrennung wurde die DNA mit einem
Transilluminator (= 302 nm) sichtbar gemacht. Die Dokumentationolgté durch
Fotografieren unter UV-Licht mit einem Videodokurntetionsgerat. Die Grol3enbestimmung der
DNA-Fragmente erfolgte jeweils im Vergleich mit em geeigneten Gréf3enstandard.

5 x Probenpuffer:

30 % Glycerol

0,25 % Bromphenolblau

in TE-Puffer.

1 kb DNA Leiter (Life Technologies):
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12216; 11198; 10180; 9162; 8144; 7126; 6108; 5@972; 3054; 2036; 1636; 1018; 506; 396;
344; 298; 220; 201; 154; 134; 75 bp

2.2.6 Elution von DNA-Fragmenten aus Agarosegelen

Zunachst wurde die mit Restriktionsendonukleasdraheelte DNA im TAE-Agarosegel ihrer
GroRe entsprechend aufgetrennt. Die zu isolierdBaede wurde unter UV-Licht aus dem
Agarosegel geschnitten. Das Gelstlick wurde in ¢snn@l Eppendorfreaktionsgefald Uberfihrt,
dessen Boden vorher mit einer Kanule durchstoch®h mit silanisierter Glaswolle gefullt
wurde. Dieses Gefald wurde in ein 1,5 ml Eppendakfrensgefal? gestellt, in dem durch
Zentrifugation fur 8 min bei 5.000 x g das DNA-Hutes Gelstiicks aufgefangen wurde. Die so
eluierte DNA wurde dann mit dem zweifachen Volur@éroigen Ethanols und 1/10 Volumen 3
M Natriumacetat (pH 5,0) bei -20°C geféllt (2 St} min bei 16.000 x g und 4°C pelletiert.
AbschlieRend wurde die DNA mit 70 %igem Ethanol geghen und nach Trocknung in 10-20
pl TE-Puffer aufgenommen. Alternativ erfolgte dieitton mit dem ,NucleoSpin Extract 2 in 1*-
Kit der Firma Macherey-Nagel. Dabei wurde die Badeés gewtnschten DNA-Fragments mit
einem Skalpell aus dem Gel geschnitten und in égnml Eppendorfgefald gegeben. Zu je 100
mg Agarosegel wurden jeweils 300 pl Puffer NT letijert. Die Probe wurde 10 min auf 50°C
erwarmt, zwischendurch geschuttelt und anschlie@emheine NucleoSpin-Saule geladen. Diese
wurde fur 1 min bei 6.000 x g abzentrifugiert uner durchfluss verworfen. Es folgten 2
Waschschritte mit je 600 pl und 200 pl Puffer NT&lwentrifugation fir 1 min bei 10.000 x g.
Nach erneuter Zentrifugation bei maximaler Gesclivgkeit ohne Zugabe des Puffers NT3

wurde die Saule in ein neues 1,5 ml GefalR UberfiimichlieRend

2.2.7 DNA Seguenzierung

DNA-Sequenzierungen wurden beim ZMMK-Servicelabaor Auftrag gegeben. Fir die
Sequenzreaktion wurden entweder universelle Plasodér interne Insert-spezifische Primer
und ca. 300 ng Plasmid-DNA in Kombination mit dexhi Prism Big Dye Teminator Cycle
Sequenzing Ready Reaction K{Perkin Elmer Applied Biosystems) verwendet. Die
Reaktionsprodukte wurden mit einem Abi Prism 377tofuated Sequencer (Perkin Elmer

Applied Biosystems) analysiert.
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2.2.8 Isolierung genomischer DNA aus Schwanzspite®iopsien (Laird, 1991)

Zur Genotypisierung der Mause wurde genomische A den Schwanzspitzen verwendet.
Dazu wurden 0,5-1 cm lange Schwanzspitzen mit 300ENES-Puffer Gbernacht bei 55 °C im
Thermoschuttler inkubiert. Die Proteine wurden tiuZeigabe von 150 pl 6M NaCl gefallt. Die
Proben wurden danach fiir 5 min abzentrifugiertd&n Uberstand wurden 500 100% Ethanol
und mit 200 pl 70 %Ethanol gewaschen. Danch wudierProben kurz getrocknet und mit 100
pl 100 mM Tris resuspendiert. Die Analyse der geischen DNA Erfolgte mittels
Southernblot. Von dieser DNA-Préparation wurdenpd5ir den Restriktionsverdau und die

daran anschlieRende Southernblot Analyse eingesetzt

TENES-Puffer :

50 mM Tris/HCI pH 7,4

100 mM EDTA

400 mM NacCl

0,5 % SDS

10 ml Proteinase K 20mg/mi

2.2.9 Radioaktive Markierung von DNA-Sonden mit den Stratagene Prime It Il ® Kit

Die zur Markierung verwendete DNA wurde mit Redtaksenzymen aus Plasmiden geschnitten
Es wurden ungeféahr 25ng DNA mit Wasser zu einemvBlugnen von 24pul aufgefillt und mit

10ul ,random oligo nucleotide primer” versetzt. [Bende wurde funf Minuten auf 95°C erhitzt,

zwei Minuten auf Eis abgekihlt und anschlielend X6jil 5x Primer-Puffer, 5p|-32P-dATP
(50uCi) und 2U Klenow-Enzym versetzt. Der Reaktansatz wurde eine Stunde bei 37°C
inkubiert. Nicht eingebaute Nukleotide wurden dui@éntrifugation bei 3.000x g fur zwei
Minuten Uber eine 1ml Sephadex G-50-Saule in Waabgetrennt. Die radioaktiv markierte
Probe wurde vor ihrem Einsatz in der Southern-Blo#lyse bei 100°C fur funf Minuten
denaturiert funf Minuten auf Eis abgekihlt und ddmamit 20 ml Hybridisierungspuffer
gemischt.
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2.2.10 Hybridisierung radioaktiv markierter Sonden fiur Nylonmembranen nach
Southern-Blot

Die Nylonmembran wurde in einer Glashybridisierutgse fur eine Stunde mit 20 ml
Hybridisierungspuffer bei 65° C in einem RoOhrenofgorhybridisiert. Zur Vermeidung
unspezifischer Bindungen der radioaktiven Sonde ds Membran wurde wahrend der
Vorhybridisierung 100ul denaturiertem HeringssperBidA (10mg/ml; Sigma) zur Lésung
gegeben. Nach Zugabe der radioaktiv markierten @mly Vorhybridisierungslosung erfolgte
die Hybridisierung Ubernacht bei 65 °C. Danach veulie radioaktive Probe abgegossen und die
Membran zweimal kurz mit Waschpuffer behandelt. dhtiel3end wurde zweimal eine halbe
Stunde bei 65 °C mit Waschpuffer gewaschen. Nach @eocknen wurde die Membran in
Polyethylen-Folie verpackt und ein Rontgenfilm ine Filmkassette mit Verstarkerfolie bei -
80°C exponiert.

Hybridisierungspuffef20ml):

7 ml 20% SDS

10 ml 1M NaHPQ Phosphatpuffer (pH 7,2)
40 pl 500 MM EDTA

2 ml HO

1 ml Heringsperma (10mg/ml)

0,2g BSA

Waschpuffer:
2% SSC

0,1% SDS

2.2.11 In vitro-Rekombination von DNA

2.2. 11.1 Hydrolytische Spaltung von DNA durch Rélgionsendonukleasen

Der Verdau von DNA mit Restriktionsenzymen erfolgmwveils in dem vom Hersteller
angegebenen Puffersystem und unter den empfohléemperaturbedingungen. Pro pg DNA
wurden 2 bis 10 U eingesetzt. Plasmid-DNA wurdes24bStd verdaut. Die Vollstandigkeit der

Reaktion wurde mit Hilfe eines Agarosegels konieoll
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2.2. 11.2 Dephosphorylierung der 5°-Enden von limesgerten Vektoren

Zur Verhinderung der Re-Ligation eines linearigart Vektors, der nur mit einer
Restriktionsendonuklease verdaut wurde, wurden %Sihosphatgruppen mit alkalischer
Phosphatase entfernt. Daftir wurden in einem 20ndafz 1-2 pg linearisierte Vektor-DNA mit
1 U alkalischer Phosphatase in CIP-Puffer 10 mini &/°C inkubiert. Die

Dephosphorylierungsreaktion wurde durch zehnmielitidgubation bei 65°C gestoppt.

10 x CIP-Puffer:
0,5 M Tris/HCI (pH 8,5)
10 mM MgCh

2.2.11.3 Ligation von Vektor- und DNA-Fragmenten

Die T4-DNA-Ligase Kkatalysiert die Ligation von DNAragmenten und entsprechend
hydrolysierter Vektor-DNA durch Ausbildung einer d3phodiesterbindung zwischen
benachbarten 3’-Hydroxyl- und 5’-Phosphatenden. Halle koh&siver Enden wurde das zu
klonierende Fragment in mindestens fiinffachem reafatJberschuss zum Vektor eingesetzt.
Dafur wurden in einem 10 pl Ansatz 1-2 pg GesamiADhit 1 U T4-DNA-Ligase in Ligations-
Puffer in der Regel Giber Nacht bei ca. 8°C inkubier

10 x Ligations-Puffer:
660 mM Tris/HCI (pH 7,5)
50 mM MgCh

50 MM DTT

10 mM ATP

2.2.11.4 Primer-Hybridisierung

Die beiden Oligonukleotide wurden mit Wasser sowerdiinnt, dass sie eine Konzentration von
0,05 puM aufwiesen. Der Ansatz wurde in der PCR-Mams fir 4 min bei 95°C und dann 10
min bei 70°C inkubiert. Danach wurde der Reaktioss#éz langsam auf 4°C mit einer
Geschwindigkeit von 0,1°C/sek abgekiihlt.
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Primer-Hybridisierung (Annealing):
1 ul Oligonukleotid 1

1 ul Oligonukleotid 2

48 ul Annealing-Puffer

Annealing-Puffer:

100 mM KAc

30 mM HEPES/KOH (pH 7,4)
2 mM MgAc

2.2. 11.5 Phosphorylierung der 5’-Enden von PrimBimeren

Der Reaktionsansatz der beiden hybridisierten Rriwmgrde 30 min bei 37°C inkubiert. Die
Polynukleotidkinase wurde anschlie3end bei 70°Onfir inaktiviert.

Reaktionsansatz:

2 ul der Primer-Hybridisierungs-Reaktion
1 pl T4 Polynukleotidkinase

1 ul 1 mM ATP

1 pl T4 Polynukleotidkinase-Puffer

5 pul Wasser

2.2.12 Aufreinigung von Gesamt-RNA aus Séaugetieriten gemal Qiagen

Zum Schutz vor RNasen wurden wéahrend der Arbeis standschuhe getragen. Aul3erdem
wurden nur sterile Plastikgefal3e und Pipetten sauteklavierte Lésungen verwendet. Um bis
zu 35 pg saubere Gesamt-RNA aus Saugetierzellgewinnen, wird das von der Firma Qiagen
angebotene ,RNeasy“-Kit benutzt. Fir eine Northiatamalyse wurden die Zellen einer 70-80
%ig konfluenten Gewebekulturflasche geerntet. DalsPellet wurde in 600 pl RLT-Puffer, der

Zellen aufschliel3t und gleichzeitig RNasen inhibieesuspendiert. Das Zell-Lysat wurde

daraufhin mit einer im Durchmesser 0,9 mm groRemdNaind einer 1 ml Einwegspritze
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homogenisiert. Nach Zugabe von 600 ul 70 %igem rithavurde die Losung auf die RNeasy-
Saulen gegeben und bei 8.000 x g fur 15 sek zegteift. Nach mehrmaligen Waschschritten
(700 pl RW1-Puffer und 2 x 500 pl RPE-Puffer) wurdee Saule durch zweiminitige

Zentrifugation bei 8.000 x g getrocknet. Die Elatider Gesamt-RNA erfolgte mit 30-50 ul

RNase-freiem Wasser bei 8.000 x g fur 1 min. DieARMurde bis zu ihrer Verwendung bei -80
°C gelagert.

2.2.13 Reverse Transkriptase-Reaktion

Die reverse Transkriptase (RT) ist ein Enzym, ddsARn DNA umschreiben kann. In dieser
Arbeit wurde fur die RT-Reaktion Gesamt-RNA eindeseFur die Umschreibung in cDNA
wurden randomisierte Hexanukleotide (p(g\dewahlt, die wahrend der Reaktion an beliebigen
Stellen der RNA binden und so die Synthese viel@NA-Strange ermoglichen. Fir die RT-
Reaktion wurden 500-1.000 ng Gesamt-RNA eingesetdt nach dem folgenden Protokoll in

cDNA umgeschrieben:

0,5 ul 10 mM dNTP-Mix

1 pl 50 uM p(dNy

0,5 pl M-MLV-Transkriptase

2 ul 5 x RT-Puffer

0,5 ul RNAsin (40 U/ul)
500-1.000 ng Gesamt-RNA
mit Wasser auf 10 pl auffillen.
1 Std Inkubation bei 37°C.

2.2.14 RNA-Agarose-Gelektrophorese

Vor jeder RNA-Gelelektrophorese wurden die Geltragaschenformer sowie die Gelkammern
mit 1 %igem SDS inkubiert. Zur elektrophoretischfarftrennung wurden 0,7 %ige Agarosegele
verwendet, die durch Erhitzen von 1,4 g Agaros2dmml 10 x MOPS-Puffer (pH 8,0) und 148
ml DEPC-Wasser sowie durch Zugabe von 32 ml 37 edtgemaldehydlésung nach Abkiihlung
auf 60°C, hergestellt wurden. Es wurden 20 pg R&lSpur aufgetrennt. Die RNA wurde vorher
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durch Zugabe von 1/3 Volumen RNA-Puffer und fiininMien Inkubation bei 68°C denaturiert.
Nach Zugabe von RNA-Ladungspuffer wurde die RNAlim Probentaschen geladen. Die RNA-
Auftrennung erfolgte horizontal in Flachbett-Gelapgduren mit MOPS-Laufpuffer (pH 7,0) und
einer Spannung von 20V Uber Nacht. Solche aufgetieeRNA wurden zum Transfer auf

Membranen verwendet.

10 x MOPS-Puffer (pH 7,0/8,0):
41,9 g MOPS

16,7 ml 3 M Natriumacetatlésung
20 ml 0,5 M EDTA-LOsung

mit destilliertem Wasser auf 1 | auffillen.

Proben-Denaturierungs-Puffer:
50 pl 10 x MOPS (pH 8,0)

83 ul Formaldehyd

250 pl Formamid

RNA-Ladungspuffer:
50 % (w/v) Saccharose
0,25 % (w/v) Bromphenolblau

2.2.15 Transformation vonE. coli-Zellen

2.2. 15.1 Herstellung chemokompetenter E. coli-2ell

Die hier angefuhrte Methode entspricht im Wesemdic der von (Inoueet al, 1990)
beschriebenen Methode. Eine Ubernachtkultur von BDB&len wird in 250 ml LB-Medium bei
18°C bis zu einer Ofp von 0,4 angezogen. Die Kultur wird fur 10 min &i$ inkubiert und
danach 10 min bei 2.500 x g und 4°C pelettiert. Zad-Pellet wird in 80 ml eiskaltem
Transformations-Puffer in einem Eisbad resuspetdien danach wieder abzentrifugiert zu
werden. Das Zell-Pellet wird daraufhin in 20 mlkaisem Transformations-Puffer resuspendiert
und mit 1,5 ml DMSO (7 % Endkonzentration) versdtdch einer weiteren Inkubationszeit von
10 min im Eisbad werden Aliquots von 100 pul in 8igem Stickstoff gefroren und bei -80°C

gelagert.
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Transformations-Puffer:
10 mM PIPES

15 mM CaC}

250 mM KCI

Nach pH-Einstellung auf 6,7 mit KOH und der Zugalee MnCl (55 mM Endkonzentration)

wird die Losung sterilfiltriert und kann bei 4°Clggert werden.

2.2. 15.2 Transformation von chemokompetenten Hi-Z@llen

Ein Aliquot der chemokompetentdf. colirZellen wird auf Eis angetaut und mit 0,1-0,5 pg
Plasmid-DNA oder eines Ligationsansatzes versdlath dreilBigmindtiger Inkubation auf Eis
werden die Zellen fur 30 sek auf 42°C erhitzt uafibd danach wieder fur 2 min auf Eis gekuhlt.
Danach werden die Zellen mit 1 ml SOC-Medium vetsend fur 1 Std bei 37°C inkubiert.

Aliquots von 100 und 500 pl werden auf entsprecbe®elektionsagarplatten ausplattiert.

2.2.16 E. coli-Dauerkulturen

Wichtige Transformanten werden als Dauerkultur koviert. Dazu wurden diese als
Ubernachtkultur in LB-Selektions-Medium angezogemd umit 25 % Glycerol bei -80 °C
aufbewahrt.

2.3 Proteinchemische Techniken

2.3.1 Induktion und Extraktion rekombinanter Proteine

Fur die Expression rekombinanter Proteine unterKimrtrolle des durch IPTG induzierbaren
T7p-Promotors wurden dieE. coli-Stamme XL1-Blue, DH& und M15 verwendet.
Ubernachtkulturen der entsprechenden Transformantexen 1:100 in LB-Medium mit 100
pa/ml Ampicillin verdiinnt, und bis zu einer @fgvon 0,7 unter Schitteln (250 UpM) inkubiert.
Die Expression rekombinanter Proteine wurde zuetieZeitpunkt durch Zugabe von 1,0 mM
IPTG (Endkonzentration) induziert, die Zellen wurdanschlieBend weitere 4 Std bei 37°C

geschittelt und nach der Ernte durch Zentrifugat{®©.000 x g, 10 min) in Lysis-Puffer
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resuspendiert. Hier ist zu unterscheiden, ob da&-pQder pGEX-4T-Expressionssystem
verwendet wurde. Das Produkt der Expression mit gepE-System ist das in den Vektor
klonierte Protein in Fusion mit einem ,6His-Tag". ieBer ermoglicht die

affinitdtschromatographische Reinigung des ProteiitsNi-NTA-Sepharose. Bei Verwendung
des Vektors pGEX-4T ist das exprimierte Protein Giliitathion-S-Transferase fusioniert, um die

Reinigung mit Glutathion-Sepharose zu ermdglichen.

2.3.2 Bestimmung der Proteinkonzentration

Proteinkonzentrationen wurden unter VerwendungRtesiford-Reagenz nach der Methode von
Bradford (1976) bestimmt. Sowohl fur die Probe aleh fur den Standard wurden fur jeden
Ansatz 100 pl Proteinldsung eingesetzt. Anschlidlemurde 1 ml Bradford-Reagenz

hinzugegeben. Nach 5 min wurde die Extinktion b@b ::im im Photometer gemessen. Die
Proteinkonzentration wurde durch Vergleich der Bgionswerte mit BSA-Standards (1-20 ug)

ermittelt.

2.3.3 Reinigung rekombinanter Proteine mit dem pGEX4T-1 Expressionssystem

Das Zell-Pellet einer 50 ml Bakterienkultur wurde 5 ml Puffer Lysis-Puffer resuspendiert.
Nach fuinfzehnminitiger Inkubation auf Eis wurde tgsat mit DTT (5 mM Endkonzentration),
Benzamidin (1 mM Endkonzentration), PMSF (1 mM Eoakentration) und Sarcosyl (1,5 %
Endkonzentration) versetzt. Danach wurde die Lé$ung min mit Ultraschall behandelt und 15
min bei 18.000 x g und 4°C zentrifugiert. Der Ulbansl wurde abgenommen und mit Triton X-
100 (2-4 % Endkonzentration) versetzt. Der Ubecstamrde zu 100 pl mit PBS aquilibrierter
Glutathion-Agarose-Matrix gegeben und 1 Std bei 4§€schittelt. Nach einminttiger
Zentrifugation bei 10.000 x g wurde mehrmals mitSPg§ewaschen. Um GST-Fusionsproteine
von der Glutathion-Agarose-Matrix zu trennen, egfeleine Elution mit 1 ml Elutions-Puffer.
Um das Fusionsprotein im Uberstand ohne die Glista¢B-Transferase zu erhalten, wurde das
an die Glutathion-Agarose-Matrix gebundene Fusiostsm direkt mit 10 U Thrombin in 1 ml
PBS gespalten. Die gereinigten Fusionsproteine ewurdmittels SDS-Polyacrylamid-
Gelelektrophorese (2.3.4) analysiert.
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Lysis-Puffer:
10 mM Tris/HCI (pH 8,0)

150 mM NaCl

1 mM EDTA

1 % Triton X-100
100 pg/ml Lysozym

Elutions-Puffer:
250 mM Tris (pH 8,0)

20 mM reduziertes Glutathion

2.3.4 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAS

Die GroRenauftrennung von Proteinen mittels SDS-BA@&urde unter denaturierenden
Bedingungen in 10-15 %igen Trenngelen (Tab. 2.8 &15 %igen Gradientengelen (Tab. 2.4
und Tab. 2.5) durchgefiihrt. Die aufzutrennendentdirtidsungen wurden je nach Bedarf mit
unterschiedlichen Mengen 5 x SDS-Probenpuffer versend funf Minuten bei 95°C inkubiert.
In der Regel wurden 10-20 pl Proteinldsung in j&tebentasche geladen. Die Auftrennung
erfolgte bei einer Spannung zwischen 100 und 12h\M x SDS-PAGE-Laufpuffer. Als

GroRRenstandard wurde ein Gemisch definierter Rrgitéfien verwendet.

5 x SDS-Probenpuffer:

2,5ml 1 M Tris/HCI (pH 6,5)

4,0 ml 10 % Natriumdodecylsulfat
2,0 ml Glycerin

1,0 ml -Mercaptoethanol
200 pl 10 % Bromphenolblau

10 x SDS-PAGE-Laufpuffer:
0,25 M Tris
1,9 M Glycin

1 % Natriumdodecylsulfat
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Molekilmassenstandards:

LMW-Marker (Pharmacia): 94; 67; 43; 30; 20,1; 1k[Da

HMW-Marker (Pharmacia): 212; 170; 116; 76; 53 kDa

Prestained-Marker (BioRad): 250; 150; 100; 75;30;25; 15; 10 kDa

Tabelle 2.3 Losungen zur Herstellung von 12 Minigeh fir SDS-Page
10 % SDS-|12 % SDS-{15 % SDS-| Sammelgel (5
Trenngel Trenngel Trenngel %)

Acrylamid (30 %) 20 mi 24 ml 30 mi 4 ml

1,5 M Tris/[HCI (pH | 15,1 ml 15,1 ml 15,1 ml -

8,8)

0,5 M Tris/HCI (pH |- - - 2,4 mi

6,8)

10 %ige SDS-Lésung | 670 pl 670 pl 670 pl 270 pl

dH,O 24,25 ml 20,25 m| 14,25 ml 17,13 ml

TEMED 23 pl 23 ul 23 ul 20 pl

10 % APS 240 pl 240 pl 240 pl 360 pl

Tabelle 2.4 Stockldsungen fur Gradientengele

3 % SDS-Trenngel

15 % SDS-Trenngel

Sammelgel (4 %)

Acrylamid (30 %)

11,2 ml

64,4 ml

12,3 mi

1,5 M Tris/HCI (pH
8,8)

40,8 ml

40,8 ml

0,5 M Tris/HCI (pH
6,8)

11,1 ml

10

LOsung

%ige  SDS-

1,2 mi

1,2 mi

900 pl

dH-0

64,4 mi

11,2 ml

66,9 ml

Tabelle 2.5 Zusammensetzung eines Gradientengels tdoeffer SE 260 (1,5 mm Dicke)

3 % SDS-Trenngel

15 % SDS-Trenngel

Sammelgel (4 %)
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Stocklésung pro Gel| 4,5 ml 4,5 ml 3,0ml
TEMED 8 ul 8 ul 16 pl
10 % APS 15 pl 15 pl 30 pl

2.3.5 Farbung von Polyacrylamidgelen

2.3.5.1 Farbung mit Coomassie-Blau

Zur Farbung der aufgetrennten Proteine wurden SBI8-G0 min in Farbeldsung geschuttelt.
Die nicht an Proteine gebundenen Farbstoffpartik@lden durch Schitteln in Entfarberlésung

entfernt.

Farbeldsung:
0,1 % (w/v) Coomassie-Brilliant-Blau R 250

50 % (v/v) Methanol
10 % (v/v) Essigsaure

Danach wird die Farbeldsung filtriert.

Entfarbeldsung:
10 % (v/v) Ethanol

7 % (v/v) Essigsaure

2.3.5.2 Silberfarbung

FiUr eine Farbung der aufgetrennten Proteine méresansitiveren Methode als 2.3.6.1 wurde die
Silberfarbung benutzt. Dazu wurden SDS-Gele 5 mirFikierungs-L6sung geschuittelt. Nach
mehrmaligem Waschen in Wasser (3 x 5 sek, 1 x 5 #in5 sek) wurde das Gel in 50 %igem
Azeton fir 5 min inkubiert. Nach Behandlung mit 40010 %igem Natriumthiosulfat-5-hydrat
in 60 ml Wasser wurde das Gel mit Wasser gewasgherb sek) und fir 8 min in Impragnier-
Losung geschuttelt. Danach wurde das Gel nochnaaisgchen (2 x 5 sek) und mit Entwickler-
Losung behandelt. Die Reaktion wurde nach 20-30ngekier Stopp-Lésung abgestoppt und das
Gel mit Wasser abgespuilt.
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Fixierungs-LOsung:

60 ml 50 %ige Azeton-Ldsung
1,5 ml 50 %ige Trichloressigsaure

25 ul 37 %ige Formaldehyd-Ldsung

Imprégnier-Lésung:

0,8 ml 20 %ige Silbernitrat-Losung
0,6 ml 37 %ige Formaldehyd-Ldsung
in 60 ml Wasser.

Entwickler-Lésung:

1,2 g NaCQ

25 ul 37 %ige Formaldehyd-Ldsung

25 ul 10 %ige Natriumthiosulfat-5-hydrat (303 x 5 H,0)
in 60 ml Wasser.

Stopp-Ldsung:
1 %ige Essigsaure

2.3.6 Ubertragung von Proteinen auf Nitrocelluloseembranen (Westernblot)

2.3.6.1 Transfer auf Nitrocellulosemembranen im Hditocken-Verfahren

Proteine mit einem Molekulargewicht unter 150 kDara@en mit dem Semi-Dry-Transfer-
Verfahren (Halbtrocken-Transfer) auf Membranen tibgen. Dazu wird das Gel auf eine mit
Anodenpuffer Il befeuchtete Nitrocellulosemembraerdihrt und auf zwei mit Anodenpuffer I

getrankte 3 MM Whatman-Filterpapiere gelegt. Aué dinode wird ein in Anodenpuffer |

getranktes 3 MM Whatman-Filterpapier gelegt. Dap®t mit dem Gel wird luftblasenfrei auf
das Filterpapier auf der Anode der Blotkammer dgelBgr Stapel wird mit zwei weiteren, in
Kathodenpuffer getrdnkten 3 MM Whatman-Filterpagmertberschichtet. Dann wird die
Kammer mit der Kathode verschlossen und der Tratidfer 30-45 min bei 10 V durchgefuhrt.

Anodenpuffer I
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300 mM Tris/HCI (pH 10,4)
0,05 % Natriumdodecylsulfat
10 % Methanol

Anodenpuffer II:

25 mM Tris/HCI (pH 10,4)
0,05 % Natriumdodecylsulfat
10 % Methanol

Kathodenpuffer:

40 mM Aminocaprylsaure
25 mM Tris/HCI (pH 9,4)
0,05 % Natriumdodecylsulfat
10 % Methanol

2.3.6.2 Transfer auf Nitrocellulosemembranen im Na®rfahren

Besonders fiir groRe Proteine (>150 kDa) ist dasi-BeyVerfahren (2.3.7.1) nicht sehr
effizient. Daher werden gréf3ere Proteine wie Nesprim Nassverfahren transferiert. Auf eine
aus einem Drahtnetz bestehende Anode werden zweiTransferpuffer getrankte 3 MM
Whatman-Filterpapiere gelegt. Darauf werden die PM@embran (Immobilon-P
Transfermembran) und das Proteingel luftblasesfuégezogen. Das Gel wird mit zwei weiteren
3 MM Whatman-Filterpapieren abgedeckt und mit dethidde zusammengedriickt. Um eine
gleichmalige Druckverteilung zwischen Membran umtlZ& gewahrleisten, wird unmittelbar an
den Elektroden je ein Schwamm mit eingebunden. Deansfer erfolgt in einer mit
Transferpuffer gefullten Blotkammer tber drei Tége 4 °C und 20 V. Nach dem Transfer wird
die Membran fir 10 sek mit Methanol behandelt umshatth an der Luft getrocknet. Die
Membran kann nach Trocknung sofort verwendet odef20°C gelagert werden.

Transferpuffer:
25 mM Tris

192 mM Glycin
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10% SDS
20% Ethanol

2.3.7 Farbung von Proteinen auf Nitrocellulosememianen

Nach erfolgtem Blot werden die Proteine reversibél Ponceau-S-Farbstoff gefarbt. Dies soll
einerseits die Kontrolle Uber die Effizienz des tBlos gewéhrleisten, andererseits auch die
Moglichkeit bieten, den Molekulgréienmarker zu kaxiohnen. Die Membran wird dazu fur 1-5
min in Ponceau-Farbeldsung (1:20 in Wasser verdugelegt und geschuttelt. Anschliel3end
wird sie kurz unter flieRendem Wasser abgespilaioProteinbanden sichtbar werden, werden
die Banden des MolekulgroRenmarkers mit Bleistituethaft markiert. Die vollstandige
Entfarbung der Membran erfolgt durch NCP-Pufferrdgleck-Puffer in 2.3.9.

2.3.8 Immunmarkierung und Detektion von Proteinenauf Nitrocellulose

Die Nitrocellulosemembran wurde nach dem ProtemAsfer fur 1 Std mit Block-Puffer
abgesattigt, bevor sie mit Hybridomatberstanderl (terdinnt mit Block-Puffer) oder
aufgereinigten Antikdrpern (geldst in Block-Pufféily mindestens 1 Std bei RT oder Gber Nacht
bei 4°C inkubiert wurde. Anschlieend wurde die Ndemm mit Waschpuffer gewaschen
(funfmal fur 5 min). Danach erfolgte die Inkubatiater Membran fur 1 Std mit einem
sekundaren Antikdrper, der an Peroxidase gekopyelt Anschlie3end wurden nicht gebundene
Antikorper durch 3 x 5 min Waschen mit Waschpu#etfernt. Die Immunmarkierung wurde
mit Hilfe von Chemilumineszenz sichtbar gemachtb&axidiert die am sekundaren Antikérper
gekoppelte Meerrettich-Peroxidase Luminol, was inereLichtreaktion bei 430 nm fuhrt. Dies
verursacht eine Schwarzung des Rontgenfilms. Dienbtan wurde kurz in der Luminollésung

inkubiert und ein Rontgenfilm fir 5 sek bis 30 rexponiert.

Block-Puffer

5 % Milchpulver
0,05 % Tween
in PBS

Waschpuffer
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0,1 % Tween in 1x PBS

Luminollésung:

2ml 1 M Tris/HCI (pH 8,0)

200 pl 3-Aminonaphtylhydrazid (0,25 M in DMSO)
89 ul p-Cumarsaure (0,1 M in DMSO)

18 ml Wasser

6,1 ul 30 %ige HO,-LOsung

2.3.9 Entfernung der Antikdrper nach Immundetektion

Durch diese Methode werden primare und sekundarék@per von einer zuvor zur
Immundetektion verwendeten Westernblotmembran emtf®afir wurde die Membran zwel
Mal 5 min bei Raumtemperatur im Stripping-Puffesglttelt und anschlieRend mehrmals mit
NCP-Puffer ausgiebig gewaschen. Die Membran stahtfiir eine erneute Immunmarkierung
und Detektion von Proteinen (2.3.8) zur Verfligung.

Stripping-Puffer:
0,2 M NaOH

2.3.10 Aufreinigung von IgG aus Hybridoma-Kulturiiberstdnden mit Protein-A-Sepharose
CL4B

Zur Aufreinigung monoklonaler Antikorper aus Kulilberstinden der Antikorper-
produzierenden Hybridomazellen wird der Uberstantbustandigem Riihren bei 4°C auf eine
mit Protein A-Sepharose (1 ml Protein-A-SepharokdB} beladene Saule gegeben. Das Eluat
wird aufgefangen und erneut auf die Saule aufgetrallan lasst das Eluat tiber Nacht tber die
Saule zirkulieren. Am néchsten Tag wird die SauiteWaschpuffer so lange gewaschen, bis das
Eluat eine ORgo von unter 0,1 aufweist. Dann werden die AntikOnpér Elutions-Puffer eluiert,
wobei jede Fraktion sofort mit einer Spatelspitzatrhimcarbonat neutralisiert wird. Die
Fraktionen mit einer Ok3y zwischen 0,5 und 1 werden ebenso vereinigt wiendieeiner ODRg
groRer als 1. Fraktionen, die weniger Protein dtehawerden verworfen. Die aufgereinigten

und konzentrierten Antikérper werden daraufhin gegBS dialysiert.
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Waschpuffer:
0,2 % Natriumazid

in PBS

Elutions-Puffer:
0,2 M Glycin (pH 2,7)

2.3.11 Aufreinigung des Polyklonalen Antikérpers MNsprin-2-K1 durch Affinitat
Chromatographie mit CNBr-Sepharose

Zur Aktivierung der CNBr-Beads, wurden 280 mg abggen und mit 100 ml 1mM HCL
gewaschen. Zunéchst wurden sie 2 Mal mit DialysiePlequilibriert. Das mit Thrombin
gespaltene K1-Protein wurde nach 3 Tage Dialyse deit Dialyse-Puffer zu den Beads
zugegeben und Ubernacht bei 4°C rotieren lassenBBads wurden danach abzentrifugiert und
2 Stunden bei Raumtemperatur mit 1 M Glycin blodki®ann wurden sie abwechselend mit
Saueren und basichen Puffer gewaschen, um die undebhe Antikdrper zu entfernen. Die an
K1 protein gebundene Beads wurden in einer Chrorapigesaule gepackt und an einer Pumpe
angeschlossen. Das Antikdrperserum wurde 1:2 miPR$ verdinnt und Ubernacht durch die
CNBr-K1-Saule gelaufen. Am naschten Tag wurde délé& 4 Mal mit kaltem 1x PBS
gewaschen, dann mit 8 Mal 1 ml Elutionspuffer eliiBie gereinigten Antikbrper Fraktionen
wurden Sofort mit 300 pul 0.5 M NEHCO; neutralisiert. Die Konzentrationen der einzelnen
Fraktionen wurden bei 280 nm im Photometer bestim8chliellich wurden die

Antikorperfraktionen gepoolt und gegen 1x PBS disgyt.

Saurer Puffer0,2 M Glycin (pH: 2,7)
Basischer Pufferlx PBS

Elutionpuffer:
0,2 M Glycin (pH: 2,7)
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2.3.12 Fraktionierung von COS7-Zellen in Membran-Kern- und Zytosol-Fraktion
COS7-Zellen in einer 10 cm Kulturschale (70-80 %fkeent) wurden abgeschabt, bei 1.000 x g

abzentrifugiert, in PBS gewaschen und danach ingd@@omogenisations-Puffer aufgenommen.
AnschlieRend wurden sie mit Ultraschall (7 StoR&peschlossen. Das Homogenat wurde bei
1.000 x g for 15 min bei 4°C zentrifugiert. Das |Pelwurde wiederum in 400 pl
Homogenisations-Puffer aufgenommen, mit SDS-Probiéap (2.3.5) versetzt und als
Kernfraktion markiert. Der Uberstand wurde abgen@mmnd bei 100.000 x g fir 30 min bei
4°C zentrifugiert. Der Uberstand nach der Ultrag@mgation wurde in SDS-Probenpuffer
aufgenommen und als zytoplasmatische Fraktion mdrkiDas Pellet wurde in 400 pl
Homogenisations-Puffer aufgenommen, mit SDS-Probiéapversetzt und als Membranfraktion

markiert.

Homogenisations-Puffer:

10 mM HEPES (pH 7,5)

1,5 mM MgCh

1,5 mM KCI

0,5mMDTT

0,2 mM PMSF

sowie 1 Tablette Complete-Mihinhibitoren Cocktail auf 10 ml.

2.3.13 Proteinbindungsanalysen von Fusionsproteine

Fir die Proteinbindungsanalyse zwischen |6slich&T-Gusionsproteinen wurden die beiden zu
testenden Proteine aufgereinigt (2.3.3). Eines MErateine wurde mit Thrombin von der
Glutathion-S-Transferase gespalten, das andereiRPnotirde an der Glutathion-Agarose-Matrix
belassen. Die Mengen beider Proteine wurden semiitgta/ auf einem SDS-Gel abgeschatzt.
Beide Proteinldsungen wurden tber Nacht bei 4°Gemém Roller inkubiert. Danach wurde die
Glutathion-Agarose-Matrix bei 10.000 x g abzengi&rt und mehrmals mit PBS gewaschen.
Die Pellets wurden in 30-50 pl SDS-Probenpuffergaubmmen und bei 95°C erhitzt. Die
Uberstande wurden separat mit SDS-Probenpuffer nolita Glutathion-Agarose-Matrix und
Uberstande wurden mit SDS-PAGE aufgetrennt (2.3m) durch Coomassie-Farbung (2.3.5.1),
Silberfarbung (2.3.5.2) oder Immunmarkierung (2.2:&alysiert.
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2.3.14 Herstellung monoklonaler Antikdrper

2.3.14.1 Immunisierung von M&ausen

Zur Immunisierung wurden 2 Balb/C Mause verwend®e Mause wurden mit gereinigtem
maus Nesprin-2-ABDIl immunisiert (20 pg). Bei denrhunisierung der Mause wurde Immun
Easy Mouse Adjuvant der Firma Quiagen benutzt. aus wurde dreimal im Abstand von
jeweils drei Wochen mit ca. 100pug Antigen immurrisi@ei beiden Mausen fand die letzte

Injektion vier Tage vor der Fusion der Milzzelleats

2.3.14.2 Fusion

Durch die Fusion von Milzzellen (B-Lymphozyten) nhtyelomazellen erh@lt man sogenannte
Hybridomazellen (Kohler and Milstein, 1976). Diesereinigen die Eigenschaften der
Ausgangszellen in sich, namlich Antikorperprodukti®-Lymphozyten) und Teilungsfahigkeit
(Myelomazellen). Um auf diese Hybridomazellen setekeren zu konnen, werden
Myelomazelllinien zur Fusion verwendet, die keing/pbxanthin-phosphoribosyltransferase
(HPRT) besitzen. Diese Zellen sterben in einem Mdab, das mit Hypoxanthin, Aminopterin
und Thymidin supplementiert ist. Da auch Milzzelleitht in der Lage sind, in Kultur zu
Uberleben, werden in diesem Medium nur die Fusimtiikte beider Zellarten wachsen kdénnen.
Die Milzzelle steuert das Enzym HPRT bei, so dags Rurinsynthese uber Hypoxanthin
ablaufen kann. Die de novo Synthese ist durch Apterin blockiert. Die Myelomazelle
ihrerseits bringt die Teilungsfahigkeit in die Farsiein. Die Hybridomazelle kann sich somit
vermehren. Die Milzen der beiden immunisierten MAwairden unter sterilen Bedingungen
herausprépariert und in jeweils 5ml kaltem RPMI @-84edium (Gibco) aufgenommen. Die
Milzen wurden mit Skalpell und Pinzette zerkleinarbm Fettgewebe befreit und mit einem
Glashomogenisator vorsichtig in Einzelzellen zdrle@iese Zellsuspensionen wurden
anschlieend durch je eine mit Kunstfaserwolle aydts Spritze filtriert, um grobere
Bestandteile abzutrennen. Die Zellen wurden zweimakaltem, serumfreien RPMI-Medium
gewaschen (Beckman, 1500 UpM, 5 min, 4°C), andékhd in je 5 ml RPMIoH (RPMI-
Medium ohne Hepes-Puffer) aufgenommen und auf &sefjt. In allen Fallen wurde die Milz

der Mause in zwei Hélften aufgeteilt, die dann mwtei unterschiedlichen Myelomastdmmen
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(Stamm x63-Ag8.6538 und Stamm PA#§81) fusioniert wurden. Fir jede Fusion wurden die
Zellen einer halben Milz (ca. 5x 1(Zellen) in 5 ml RPMIoH-Medium und 2,5 x 10

Myelomazellen in 5 ml RPMIoH-Medium zusammengegeli@aser Ansatz wurde zentrifugiert

(Beckman, 1500 UpM, 5 min, 4°C) und das Pellet notigt gut trocken gesaugt. Das Pellet
wurde mit der Spitze einer zugeschmolzenen Pateettpi ausgebreitet, 0,5ml PEG 4000 (PEG
solution ready to use, Sigma) zugegeben und geinauMinute im 37°C Wasserbad inkubiert.

Nach einer einminttigen Inkubation bei Raumtempegraturden 10ml RPMIoH-Medium unter

leichtem Schitteln des Réhrchens im Wasserbademogdise zupipettiert. Nach 10minutiger
Inkubation auf Eis wurden die fusionierten Zellebzentrifugiert, das Sediment in 125ml

Normalmedium aufgenommen und auf 10 Costarplateetent (0,5ml pro Loch). In jedes dieser

Locher waren am Vortag 0,5 ml einer Makrophagensasipn pipettiert worden. Die Platten

wurden bei 37°C, 5%CQund 95% Luftfeuchtigkeit inkubiert. 24 Stunden nadér Fusion

wurden in jedes Loch 0,5 ml eines dreifach konzerten HAT-Selektionsmediums zugegeben.
Das Medium wurde dreimal wdchentlich gewechselthevamach 14 Tagen HAT-Medium durch

HT-Medium ersetzt und nach weiteren zwei WocherSdikektion beendet wurde.

Normalmedium

500 ml RPMI 1640 mit Hepes und Glutamin
55 ml fotales Kalberserum

5,5 ml 200 mM L-Glutamin

5,5 ml Kanamycinlésung (Gibco)

5,5 ml einer frischen IOM -Mercaptoethanollésung
3x HAT-Medium:

571,5 ml Normalmedium

16,5 ml HAT-Stocklésung

16,5 ml Aminopterinstocklésung

1x HAT-Medium:

571,5ml Normalmedium

5,5ml HAT-Stochl6sung

5,5ml Aminopterinstocklésung

1x HAT-Medium:

571.5 ml Normalmedium
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5,5 ml HAT-Stocklésung

HAT-Stockldsung:

1,0 x 10* M Hypoxanthin

1,6 x 10° M Thymidin

Aminopterin-Stockldsung:

4 x 10° M Aminopterin

Alle zugesetzten Losungen wurden steril filtriert.

Makrophagensuspension:

Zur Isolierung von Makrophagen wurden ca. 10ml Nalmedium unter sterilen Bedingungen in
die Bauchhdhle einer durch Genickdislokation ges&steMaus injiziert. Die 10 ml Medium
wurden wieder entnommen und der Vorgang noch zweimederholt. Die Makrophagen
wurden anschlieRend abzentrifugiert (Beckman, 10@0/ ohne Bremse, 5 min, 4°C) und
zweimal mit Normalmedium gewaschen. Die Makrophagemden in 125 ml Normalmedium

aufgenommen, dabei wurden fur eine Fusion mit BA¢B1-Zellen Makrophagen von sechs

Méausen und fur eine Fusion mit x63-Ag8.6538-ZelMakrophagen von 10 M&usen verwendet.

Zum Klonieren wurden Makrophagen von einer Mausdrmml Normalmedium aufgenommen.

2.3.14.3 Test der Uberstande

Die Uberstande der einzelnen Vertiefungen wurdeesget, sobald Klone im Mikroskop sichtbar
wurden und sich das Medium gelblich verfarbte. Bigikorpermenge im Uberstand ist dann
hoch genug, um detektiert zu werden. Als erstert Tagrde ein Enzymimmunoassay der
einzelnen Uberstande durchgefiihrt. Dazu wurdenpllofer Uberstande eine Stunde in mit je
1pg gereinigtem Antigen beschichteten Mikrotitetiga inkubiert. Als zweiter Antikdrper wurde
ein mit alkalischer Phosphatase gekoppelter ZiegieMaus Antikorper eingesetzt. Als Substrat
diente p-Nitrophenyl-phosphat (Sigma Fastbletten, Sigma). Diese farblose Substanz wird
durch die Phosphatasereaktion in gelbes p-Nitrogh@mgewandelt. Nach einer halben Stunde
Reaktionsdauer wurde die Extinktion bei einer Wd#age von 405nm gemessen. Uberstande,

die zu einer Extinktion grof3er als 0,15 fuhrtenraen im Immunoblot getestet. Daflr wurden
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Nitrozellulosestreifen, auf die im SDS-Gel aufgetrees Gesamtproteinextrakt von CAP1- oder
CAP2-Polypeptid exprimierendeB. coli Zellen aufgetrennt worden war, mit je 0,5 ml der
Uberstande uberschichtet. Die Teststreifen wurder Mlacht mit den Uberstanden inkubiert, 3x
10 Minuten mit NCP-Puffer gewaschen und mit an lekhe Phosphatase gekoppeltem Ziege-
anti-Maus Antikorper eine Stunde inkubiert. AnseBknd wurden die Streifen wieder in NCP-
Puffer gewaschen und dann 5 min in 0,1 M Natriutmeaatpuffer, pH 10,2, inkubiert, um das

fur die Enzymreaktion erforderliche alkalische Mili herzustellen. Danach wurden die Filter
10min in einer Losung des Substrats BCIP (BCIP/NBdrbentwicklersubstrat, Promega)

geschwenkt und die Reaktion durch Uberfiihren indatagestoppt. Zellen von Uberstanden, die

in diesem Test eine Bande korrekter Grof3e aufwjeserden kloniert.

2.3.14.4 Klonierung

Zur Klonierung wurden die Zellen aufgewirbelt undt Mormalmedium verdinnt. Aus dieser
Suspension wurden dann mit einer ausgezogenen uRazptte kleine Tropfen in die
Vertiefungen einer Mikrotiterplatte pipettiert. Wntdem Mikroskop wurde festgestellt, welches
der Locher nur eine Zelle enthielt. Diese Vertigfen wurden dann mit einer
Makrophagensuspension in Normalmedium aufgefuldt imm Brutschrank ca. 10 Tage inkubiert.
Danach erfolgte ein erneuter Test der Einzelkloménnmunoblot. Klone, die ein positives Signal
zeigten, wurden zunéachst auf Costarplatten Ubetiomd anschlie3end in Gewebekulturflaschen
Uberfuhrt. Hierzu wurden zunéchst 5 ml, dann 15und 50ml Kulturen angezogen. Die 50 ml
Kulturen wurden zum Sammeln der Hybridomatberstaretevendet (3 x wochentlich). Die
Zellen wurden hierbei durch Zentrifugation abgetitefBeckman, 1000 UpM, 5 min, 4°C) und
die Uberstande bei 4°C oder —20°C aufbewahrt.

2.3.14.5 Konservierung der Hybridomaklone

Zur Konservierung der einzelnen Klone wurden diefeeiner dichtgewachsenen 50 ml Kultur
geerntet und in 5ml eiskaltem Einfriermedium aufgeamen. Die Zellsuspension wurde auf
sechs Einfrierrdhrchen (2,2 ml, Nunc) verteilt, diaf Eis gehalten wurden. Die Ampullen
wurden dann in ein isolierendes Styroporbehaltageajlt und fur mindestens 24 Stunden in einer
-80°C Gefriertrune aufbewahrt. Das Styroporgefafgtsdabei fir ein genigend langsames
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Absinken der Temperatur in der Zellsuspension. Nasfdestens einem Tag konnten die Zellen
in ein Aufbewahrungsgefald im Stickstofftank Uberfierden.

Fur die erneute Kultivierung eines eingefrorenerbtijomakions wurde eine Ampulle ziigig im
37°C Wasserbad aufgetaut und der Inhalt in 20mhidmedium Uberflhrt. Nach Zentrifugation
(1000 UpM, 5 min, 4°C) wurde das Medium abgegossienZellen in 1ml Normalmedium

aufgenommen und in einer Vertiefung einer Costépian Brutschrank inkubiert.

2.4 Immunbhistologische Methoden:

2.4.1 Praparation von Gefrier- und Paraffinschniten

Wildtyp und ABD-Nesprin-2 defiziente Mause wurdemrch Ather/Chloroform (im Verhaltnis
1:1) betdubt und getttet. AnschlieRend wurden HBligre und Gehirn entnommen und fur
Gefrierschnitte in Tissue-Tek-Einbettlosung (Sakumaf Trockeneis oder in Stickstoffdampf
eingefroren. Die Blockchen wurden bei -80 °C getadelr Paraffinschnitte wurden die Organe
fir ca. eine Stunde in 4 % Paraformaldehyd (PF&gfi, 15 min in PBS gewaschen und Uber
Nacht in 70 % Ethanol bei 4 °C inkubiert. Die Pérafinbettung erfolgte mit einem
Einbettautomaten (Citadell 1000, Shandon) mit fotien Programm: jeweils 1 h 70 %, 80 %,
90 %, 96% Ethanol, 3 x 2 h 100 % Ethanol und 35<HLXylol, 2 h Paraffin Nr. 3, 3 h Paraffin
Nr. 6. Zur endgultigen Einbettung wurden die Gehiin Einwegplastik-Cubes mit fllissigem
Paraffin Uberflihrt, ausgerichtet und zur Aushartanfj eine Kuhlplatte gestellt. Die Lagerung
der Blockchen erfolgte bei 4 °C.

Die Anfertigung von Gefrierschnitten erfolgte baenexr Temperatur von ca. -18 °C in einem
Kryostat (Leica). Dabei Schnitte mit einer Dickenv@ pum erstellt. Die Schnitte wurden auf
Objekttrager (Shannon) Uberfuhrt und bei -20 °Ggeit.

Von in Paraffin eingebetteten Organen wurden eltiengchnitte angefertigt. Hierzu wurde ein
Mikrotom (Microtom GmbH) verwendet. Die 6 pm dick8chnitte wurden zum Strecken in ein
40 °C warmes Wasserbad und anschlielend auf Ofdigétt (Shannon) dberfuhrt. Zum
Trocknen wurden die Objekttrager Uber Nacht aué dtieizplatte (37 °C) gelegt. Die Schnitte

wurden bei Raumtemperatur gelagert.

4 % Paraformaldehyd:
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400 ml ddl—;O auf 60 °C erwarmen

20 g Paraformaldehyd einriihren

1 N NaOH zugeben bis die Losung wieder klar ist
50 ml 10 x PBS zugeben

pH-Wert mit HCI auf 7,4 einstellen

auf 500 ml mit ddIEIO auffillen

Aliquots bei -20 °C lagern

2.5 Zellbiologische Methoden

2.5.1 Isolierung von primdren dermalen Keratinozyten und Fibroblasten aus

neugeborenen Méause

Ein Tag alte Mause wurde der Kopf, die Extremitatend der Schwanz abgetrennt und 30 min
auf Eis gestellt. Die Mausekoérper wurden zwei Mamuin -Isodona eingetaucht, zwei Mal kurz
in PBS gewaschen, zwei Minuten in 70% Ethanol dzsémt und wieder in 1 x PBS gewaschen.
Danach wurde die komplette Haut entnommen und miit Rermis nach unten auf 2 ml 1x
Trypsin / 0,02% EDTA in einer 3 cm Schale (Nunctgeckt. Anschliel3end wurden die Schalen
fur zwei stunden bei 37°C inkubiert. Nach der Tigpshandlung konnte man mit Hilfe einer
Pinzette Die Epidermis von der Dermis abziehen.

Fir die Isolierung der priméaren Keratinozyten wudie Epidermis mit zwei sterilen Skalpellen
in winzigen Stucke zerkleinert, in 1,5 ml EppendGeéfal3e eingefuhrt und fur eine Stunde bei
Raumtemperatur geschiittelt, dann fir eine Minuie9bérpm abzentrifugiert. Die Uberstande
wurden in 6 cm Schalen auf Feederzellen ausplati®aizu wurden 3T3 Fibroblasten als
Feederzellen verwendet. 3T3 Fibroblasten wurdenzbm Erreichen der Konfluenz kultiviert
und mit Mitomycin (10 pug / ml) 2 Stunden bei 37 t&ubiert, dann mit 1 x PBS gewaschen. Um
die Differenzierung der Keratinozyten zu verhindemrden sie in einem speziellen Medium mit
niedrigem Gehalt an Calcium, kultiviert. Die Zellemrden zweimal in der Woche mit frischen
Feederzellen gefuttert und das Medium dreimal im déoche gewechselt. Die ersten
Keratinozytenkolonien wurden erst nach drei Wodheobachtet.

Fir die Isolierung der primaren Fibroblasten wutgee Dermis wie oben beschrieben zerkleinert
und in einem 15 ml Gefal3 (Falcon) mit 2 ml 400U |/ Kollagenase eingefuhrt. Die Gefal3e

wurden eine Stunde bei 37°C ganz langsam gerthd dann auf Schalen mit DMEM-Medium
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(Glukose 4500 mg / ml von Gibco) ausplattiert. Ries der Dermis gewonnenen Fibroblasten

konnten am né&chsten Tag fur Experimente verwendet.

2.5.2 Kultur von Saugerzellen

Saugerzellen wurden in Zellkulturschalen im Brutaolk bei Wasser gesattigter Atmosphéare und
5 % CQ bei 37°C mit modifiziertem DMEM-Kulturmedium kuwiert. Die Zellen wurden alle 2
bis 3 Tage passagiert. Dazu wurden die Zellen ®B% Bewaschen und dann mit 1 ml/100 mm
Schale 0,05 % Trypsin/EDTA abgeldst (ca. 3 min BéfC). Die Zellen wurden 1:10 in
DMEM/FBS verdunnt und ausplattiert.

2.5.3 Einfrieren und Auftauen von Zellen

10" Zellen wurden in Einfriermedium aufgenommen. Dasfrieren von Zellen in Kryo-
Rohrchen erfolgte bei -70°C oder in flissigem StioK. Aufgetaut wurden die Zellen ziigig bei
37°C im Wasserbad. Anschlielend wurden die Zeldorsin DMEM Medium gegeben.

Einfriermedium:
70 % DMEM
20 % FCS

10 % DMSO

2.5.4 Wundheilungsexperimente

Nesprin-2-ABDKnock-outprimare dermale Fibroblasten und Wild type Fibasbén wurden bis

zum Erreichen der Konfluenz auf Deckglaschen inL@dhplatten kultiviert. Mit einer Gelben

Spitze wurde ein Schnitt in die Zellschicht gemachhschlieend wurde sofort mit PBS
gewaschen und die Zellen mit frischem vorgewarmMedium versorgt. Die Zellen wurden
danach in die 37°C Kammer am Mikroskop (Leica) giéistNach der VergroRerungseinstellung
und dem Fokussieren, wurde die Wunde 24 Stundemy ladle 10 Minuten fotografiert. Die

aufgenommenen Bilder wurden in Gif-Datei konvettigrd in dem Softwaremoviegearzu einer

Animation verarbeitet.



2. Material und Methoden 61

2.5.5 Fluoreszenzmikroskopie

2.5.5.1 Fixieren und Permeabilisieren von Saugetielien

Auf Deckglaschen ausgesate Zellen wurden einmalRB® gewaschen. Die Zellen wurden
entweder mit Methanol fixiert und permeabilisiedieo mit 1 ml 3 % Paraformaldehyd in PBS fir
5 min bei Raumtemperatur fixiert dann mit 0,5 %dmiX-100 in PBS permeabilisiert fir 10 min
bei Raumtemperatur. Danach wurden die Deckglas8hemit PBS gewaschen und konnten fir

die Fluoreszenzmikroskopie verwendet werden.

2.5.5.2 Indirekte Immunfluoreszenzmikroskopie

Mit Hilfe dieser Methode lasst sich die intrazellitd Verteilung bestimmter Proteine in fixierten
Zellen nachweisen. Dabei wurden spezifische Pretwiit inren korrespondierenden Antikdrpern
markiert. Der Nachweis erfolgte dann indirekt, inmdeder erste Antikdrper mit einem
fluoreszierenden zweiten Antikdrper markiert wurdder bei Anregung mit bestimmten
Wellenlangen eine sichtbare Fluoreszenz verurs&ckierte und permeabilisierte Zellen wurden
mit primarem Antikorper fur 60 min bei Raumtemparabder 4°C Uber Nacht inkubiert und
anschlieRend 3 x fur 5 min mit PBS gewaschen. Daled wurden dann mit sekundarem
Antikérper fir 60 min bei Raumtemperatur inkubiertd anschlie3end 3 x fir 5 min mit PBS
gewaschen. Die Zellen wurden dann in Gelvatol deget und zum Ausharten Uber Nacht bei

Raumtemperatur stehen gelassen.

Gelvatol:

20 g Gelvatol in 80 ml PBS,

40 ml Glycerin zugeben, 16 Std rihren,
15 min bei 12.000 x g zentrifugieren,

25 ng/ml DABCO zum Uberstand geben,

aliquotiert in Spritzen bei -20°C lagern.

2.5.5.3 Konfokale Lasermikroskopie

Fur die normale Fluoreszenzmikroskopie wurde damrekzenzlichtmikroskop DMR der Fa.
Leica benutzt. Fur die konfokale Lasermikroskopierde das von der Fa. Leica entwickelte
CLSM-SP Mikroskop benutzt, das optische Schnittebedurch die Praparate erlaubt. Das Gerat
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ist mit einem Krypton- und einem Argonlaser ausast und ermoglicht elektronische
Anregung bei unterschiedlichen Wellenlangen. DieteDawerden mit dem begleitenden

Bildverarbeitungssystem der Fa. Leica weiterveriggbe

2.5.6 Transfektion von Saugetierzellen

2.5.6.1 Transiente Transfektion von Saugetierzelidmrch Elektroporation

5 x 1¢ Zellen wurden in 200 ul DMEM aufgenommen und 10 haghreine Plasmid DNA

hinzugegeben. Die Zellen wurden 10 min auf Eis Im&t und dann bei 975 pF und 300 V
elektroporiert. Die Zellen wurden dann 10 min beauRitemperatur stehen gelassen.
AnschlieRend wurden die Zellen in 20 ml DMEM aufgemmen, in eine 10 cm Zellkulturschale

gegeben und im Brutschrank kultiviert.

2.5.6.2 Transfektion von Saugetierzellen mit Oligatamin™

Die zu transfizierenden Zellen wurden am Tag vor @imnsfektion in eine 6-Loch Platte
ausgesat, so dass die Zellen bei Beginn der Tharwiezu 20-30 % konfluent waren. Am
nachsten Tag wurden die Zellen einmal mit Opti-ME®waschen und danach in 1 ml Opti-
MEM fur 30 min inkubiert. Parallel wurde der Traekfionsansatz vorbereitet. Dazu wurden 10
pl Plasmid einer 1 mg/ml Lésung in 100 pul Opti-MEMd 6 pl Oligofectamin in 24 pl Opti-
MEM geldst und fur 7 bis 10 min bei Raumtemperatkubiert. Danach wurden beide Losungen
vorsichtig durch langsames Pipettieren gemischt fimd20 bis 25 min bei Raumtemperatur
inkubiert. Nach Zugabe von 64 pl Opti-MEM wurdere djesamten 200 pl in ein Loch der 6-
Loch Platte gegeben und fir 4 Std im Brutschrakkinert. In dieser Zeit fand die Transfektion
mit Hilfe des Oligofectamins statt. Danach wurdes dpti-MEM abgesaugt und durch 3 ml
frisches DMEM ersetzt. Die Zellen wurden 1 bis 3gd&aspater fixiert und fur die

Immunfluoreszenz oder als Proteinhomogenat aufgéatb

2.5.7 Zellsorierung mittels Durchflusszytometrie FACS-Analyse)

FACS steht fur Fluorescence activated cell sorting Die allgemeine Bezeichnung ist

Durchflusszytometrie. Das Prinzip der Untersuchibbeguht auf der von optischen Signalen
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seitens der Zelle, wenn diese einen passiertbEli@verden in einer Losung befindliche durch
eine gesaugt und passieren im Sensormodul eiepsdm Laserstrahl. Die Zelle emittiert dabei
Streulicht woraus man unterschiedliche Eigenschafter Zelle ableiten kann. Das Streulicht
wird durch Zellgré3e, die Struktur der Zellwand s@mtrazellulare Bestandteile beeinflusst. Die
Zellen kénnen damit in unterschiedliche Fraktiorsemtiert und gezahlt werden. 5°%1Bellen
wurden trypsiniert und zwei Mal mit PBS gewasch&ann wurden sie mit 1,2 ml PBS
resuspendiert, dazu wurden 3 ml 95% Ethanol zugegelnd kraftig gemischt. Die Zellen
wurden mit 70% Ethanol 30 min fixiert, Uberstandrwerfen, in 1ml Detergentldsung
resuspendiert und 10 min bei Raumtemperatur S¢hifdann wurden 5ml DAPI-Farbelésung
dazu gegeben resuspendiert und bei Raumtemperataub Messung aufbewahrt. SchlieRend

konnten die Zellen in dem Facs-Gerat auf Zellzylhssen sortiert.

Detergenzlésung

100 ml bidestilliertes Wasser
1,2 g ZitronenSaure
0,5 g Tween 20.

DAPI-Farbelésung

100 ml Bidestilliertes Wasser
7,1 g NaHPQ, * H?O (0.4 mol/l)
0,2 mg DAPI

dunkel aufbewahren.
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3. Ergebnisse

3.1 Herstellung, Aufreinigung und Charakterisierung des polyklonalen
Antikdrpers pAbK1

Das Nesprin-2 Gen ist ein sehr komplexes Gen, @laséhrere Isoformen kodiert, die sich in
ihrem Aufbau und ihrer molekularen Masse enorm rgoteeiden (Abb. 3.1). Die grof3te Isoform
hat eine Masse von 789 kDa (6899 as) und besitzaNarerminus die Aktin-bindende Domaéane
ABD, eine aus 22 Spektrin-Doméanen folgende zentRagion und eine Transmembrandoméne
(TMD) am C-Terminus, gefolgt von einem aus 30 Ansiéuaren bestehenden perinukledren Teil.
Die weiteren drei C-terminalen Isoformen Nesprin(@1 kDa), -2 (87 kDa) und -2 (377 kDa)
besitzen eine unterschiedliche Anzahl an SpektomBnen, die Transmembrandoméane und den
perinuklearen Teil. Eine 30 kDa kleine ABD-Isofownrde ebenfalls identifiziert (Abb. 3.1).

Zur Proteinanalyse wurden bereits zwei monokloalékorper gegen das humane Nesprin-2
hergestellt, mAb K20-478 gegen die ABD und mAb KX gegen die zwei letzten Spektrin-
Doménen im C-terminalen Bereich (Abb. 3.1). Beid&ikorper erkennen eine 800 kDa Bande
bei Westernblotanalysen von COS7 Zell-Lysaten. iDimunzytochemische Analyse an COS7
Zellen zeigte, dass beide Antikorper eine Farbumgden Kern herum liefern. Zusatzlich haben
Zhenet al (2002) mittels selektiver Permeabilisierung duBibitonin gezeigt, dass mAb K20-
478 die aulere Kernmembran farbt. Die Préasenz vespfih Protein im Kern konnte nicht

ausgeschlossen werden.

A { mab k20:278 A n“‘:;{f‘”m“
oM ) ={ e [ =) [ =l Nesorin2 (21 kb, 796 kDa)
i} Nesprin2-ABD-S 1 in-2y (11.1kb, 377 kD
8 "y, U TH o 38 m

~H nesprin2p (3.4 K5, 874D3)

{[H nespein-2a (26 kb, 61 k00)

Abb. 3.1 Struktureller Aufbau von Nesprin-2 und desen unterschiedlichen Spleil3formen.
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Nesprin-2 besteht aus einer Aktinbindungsdomaneal@mit der Bezeichnung ABD), zweiundzwanzig Spaktr
Domanen (kleine Ovale) und die Transmembrandom&lMd®] am C-Terminus (schwarze Balken). Die Epitofpe f
die Antikdrper sind mit einem umgedrehten Y préaisent

3.1.1 Expression und Aufreinigung von GST-K1

Um eine detaillierte biochemische und zellbiologescAnalyse der C-terminalen Nesprin-2
Isoformen zu ermdglichen, wurde im Rahmen diesdyeArein dritter Antikdrper hergestellt
(pAbK1). Sowohl der polyklonale pAbK1 als auch detb K49-260 sind gegen die letzten zwei
Spektrin-Domanen des Proteins gerichtet. Dafir eaid Fragment (K1) des humanen Gens mit
dem GST Gen fusioniert (Vector pGEX4T1), das fi@ Aminoséauren 6546 bis 6796 kodiert, die
die letzten zwei Spektrin-Domanen umfassen. Dasméknante Protein wurde i. coli XI1-
Blue als I6sliches Protein exprimiert und konnteesme Glutathion-Agarose-Matrix gebunden
und der Nesprin-2-Anteil anschliessend mit Throndbigespalten werden (Abb. 3.2).

Abb. 3.2 Expression und Aufreinigung des Nesprin-2K1
Polypeptids.

Die Abbildung zeigt ein mit Coomassie-Blue gefasbie?% SDS-
Polyacrylamid Gel. Das Fusionsprotein GST-K1 wumdeE. coli
XL1-Blue Zellen exprimiert und die Proteinexpressiwurde fur 4
Stunden mit 1 mM IPTG induziert. Nach der Zelllyseirde die
Uberstand- und Pellet-Fraktion durch Zentrifugatg@wonnen. Der
Uberstand wurde fiir 30 min bei Raumtemperatur n#T®eads
behandelt. Das an GST Beads gebundene Fusionsp8Ji-Nesp.
2-K1 wurde mit Thrombin 0Uber Nacht bei Raumtemparat
geschnitten. Dadurch wurden drei K1 Elutionen geveor) Nesp. 2-
K1-E1, -E2, -E3. GST als Kontrolle wurde ebenfall$ aufgetragen.
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3.1.2 Herstellung und Aufreinigung von polyklonale Antikbrpern gegen Nesprin-2

Zur Immunisierung von Kaninchen wurde das Nespriii2Polypeptid in einer Konzentration
von 500 pg an die Firma Pineda (Berlin) geschi@d¢ren vom 60. bzw. 90. Tag nach der
Immunisierung wurden in ImmunfluoreszenanalyselC&87 Zellen getestet. Daflir wurden die

Seren am Polypeptid K1 affinitatsgereinigt (AbiB)3.
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Rohserum
Nesp. 2-K1
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Abb. 3.3 Affinitatsreinigung des pAbK1 Antikdrpers

(A) Flussdiagramm zur Affinitatsreinigung der pAbK1 tkrper. Das Nesprin-2 K1 Polypeptid wurde an die
Cyanbromid-Sepharose gekoppelt und mit dem pAbKhsRmm inkubiert. Die gegen das K1-Polypeptid
gerichteten Antikorper binden an die Saule, wahrdiednicht-spezifischen Antikdrper mit 1 x PBS almgschen
wurden. Die gebundenen Antikdrper wurden schlié3tigt Glycinpuffer in finf Schritten eluiertB). 5 pl jeder der
Fraktionen wurden auf einem 12% igen SDS-PolyaomdaGel aufgetrennt und mit Coomassie-Blue sichtbar

gemacht.
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3.1.3 Charakterisierung der polyklonalen Nesprin-2Antikorper

3.1.3.1 Spezifitatsuntersuchungen des pAbK1

Zur Charakterisierung von pAbK1 und um eine mogligtreuzreaktion des Antikérpers mit dem
verwandten Nesprin-1 auszuschlieRen, wurden CO8&nzZenit Vektoren, die fur verschiedene
GFP-Fusionsproteine kodieren, transfiziert,. DieBasionsproteine enthalten C-terminale
Fragmente von Nesprin-1 und Nesprin-2, wobei dnNesb und dnNesprin-2 aus den letzten
Spektrin-Doméanen, der TMD und dem perinuklearen Gestehen, Nesprin-2SR enthalt die vier
letzten Spektrin-Doméanen, tmNesprin-2 enthalt dieIDT und den perinukleare Teil des
Nesprin-2 (Abb. 3.4 C). Die Zellen wurden am Tagmaler Transfektion geerntet und die
Zellhomogenate in einem 12%igen SDS-Polyacrylamad &ifgetrennt. Als Kontrolle wurden
Lysate von COS7 Zellen und von GFP exprimierenddte@ aufgetrennt.

Die GFP-Fusionsproteine wurden von einem GFP etkéhbb. 3.4 A, B). pAbK1 erkannte
spezifisch das Fusionsprotein dnNesprin-2 (Abb.B.4Das gleiche Fusionsprotein wurde von
mAb K49-260 erkannt (Abb. 3.4 A), wahrend dnNes{irimon keinem der beiden Antikdrper
detektiert wurde. Dies schlief3t eine Kreuzreakdivites pAbK1 mit Nesprin-1 aus.
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Abb. 3.4 Spezifitat des pAbK1

COS7 Zellen wurden mit Plasmiden transfiziert, die Expression von C-terminalen Nesprin-2 bzw. Nesp
GFP-Fusionsproteinen erlaubten. Die Proteinlysateden in einem 12%igen SDS-Polyacrylamidgel auéggtt. In
Westernblotanalysen wurde die Spezifitdat des pA{RYL im Vergleich zu mAb K-49-26QA) Uberprift. Die
Detektion der GFP-Fusionsproteine erfolgte durcti-@RP Antikérper. Die Detektion der priméren Ardipern
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erfolgte mit einem sekundarenMaus- bzw. -Kaninchen Peroxidase-gekoppelten Antikorper unschlel3ender
Chemilumineszenz(C) Schematische Darstellung der C-terminalen GFPeRsproteine. Die Spektrin-Domanen
sind durch Ovale gekennzeichnet und die Transmeambradne durch einen schwarzen Balken.

3.1.3.2 Westernblotanalyse und Immunfluoreszenzen anterschiedlichen Zelllinien mit
pAbK1

Zunachst wurde die Detektion des endogenen Ne&pmiit- Hilfe des pAbK1 untersucht. Daflr
wurden Westernblotanalysen von COS7, HaCaT und HBKZelllysaten durchgefihrt.
Desweiteren wurden Immunfluoreszenzen an HaCaTeZedngefertigt. pAbK1 erkannte ein
Protein von 800 kDa in den drei Zelllinien (Abb58.In Immunfluoreszenzanalysen an HaCaT
Zellen erkannte pAbK1 &hnliche Strukturen wie dienmklonalen Antikorper mAb K-20-478
und mAb K-49-260 und farbte die Kernmembran sedmksan (Abb. 3.6).
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A Abb. 3.5 Westernblotanalyse mit pAbK1
S kDa Proteinlysate aus den Zelllinien HaCaT, COS7 und
HEK297 wurden in einem SDS-Polyacrylamid-
== — — Gradientengel (3-10%) getrennt und auf eine PVDF-
Membran dberfihrt und mit pAbK1l (1:1000)
inkubiert. Die Detektion der priméaren Antikérper
erfolgte mit einem sekundaren -Kaninchen
& 1 =5() Peroxidase-gekoppelten Antikorper und
— anschlieBender Chemilumineszena. allen Lysaten
» konnte die grof3e Nesprin-2 Isoform bei 800 kDa
L nachgewiesen werden.
=150
=100
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A

pAb K1 R o {20-478 Uberlagerung

K49-260 Uberlagérung

Abb. 3.6 Nesprin-2 Detektion mit pAbK1 in HaCaT Zelen.

HaCaT Zellen wurden mit 3% PFA fixiert und mit pAbKA, D), K20-478 B) und K49-260 E)
gefarbt. Bild(C) zeigt, dass pAbK1 und K20-478 die KernmembranenZéden erkennen und dass
deren Farbungen sich Uberlagern und nicht von derannterscheiden. Zusatzlich haben pAbK1 und
K49-260 ein identisches Farbungsmuster in HaCaTleZe(F). Die Detektion der primaren
Antikérpern erfolgte mit einem sekundareaus Cy3 bzw. Kaninchen FITC. Balken, 25 um.

3.2 Nesprin-2 ist in der au3eren und inneren Kernmmbran lokalisiert

Durch Immunfluoreszenzaufnahmen und biochemischéhdtien wurde bereits gezeigt, dass
Nesprin-2 hauptséchlich in der Kernmembran von B8égen lokalisiert ist. Weitere
Experimente bestatigten die Lokalisierung diesetdirs in der &ulReren Kernmembran (Zkén
al., 2002). Die Bindung von Nesprin-2 an Proteine ideeren Kernmembran wie Lamin A/C
und Emerin weist auf seine Anwesenheit auch imriemeles Kerns hin (Libottet al, 2005).
Um dies zu bestéatigen, wurde die Lokalisierung Besteins mittels Elektronenmikroskopie
untersucht. Dabei wurden alle drei verfiigbaren Nesp Antikorpern verwendet. Wegen der
guten Zellkernmorphologie und ihrer starken Nesfriexpression wurden HaCaT Zellen fur
dieses Experiment ausgewahlt. Abb. 3.7 zeigt eiegéilung der Goldpartikel im Bereich der
Kernmembran nach Inkubation mit den N-terminus gigehen mAb K20-478 und den C-

Terminus spezifischen pAbK1 Antikdrpern. Eine betans intensive Goldpartikel Anreicherung
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wurde mit pAbK1 beobachtet (Abb. 3.7 A). Nesprikeghnte sowohl an der inneren (Abb. 3.7 A,
leere Pfeile) als auch an der au3eren Kernmembalo. 3.7 A, schwarze Pfeile) nachgewiesen
werden. Ein &hnliches Verteilungsmuster wurde rait chonklonalen Antikérpern gegen den N-
Terminus (Abb. 3.7 B) und den C-Terminus (nichtedg®) beobachtet. Eine quantitative Analyse
der Goldpartikel zeigte, dass die Mehrheit der @aitkel sich auf der inneren Seite des Kerns
befindet.
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Abb. 3.7 Elektronenmikroskopische (EM) Untersuchungvon Nesprin-2 in

HaCaT Zellen.

Die EM Untersuchung wurde mit dem polyklonalen pAkld) und mit mAb K20-
478 (B) durchgefuihrt, die N-terminale oder C-terminale é8ene des Proteins
erkennen. Beide Antikdrper erkannten sowohl nuldeéfleere Pfeile) als auch
zytoplasmatisches (leere Pfeile) Nesprin-2. DiedBattikel sind mit gelben Kreisen
markiert. Nu, Kern; cy, Zytoplasma. Balken, 100 nm.

3.3 Die Nesprin-2 Lokalisierung in Fibroblasten isttamin A/C abhangig

3.3.1 Nesprin-2 bindet an Lamin A/C und an Emerin
Libotte et al (2005) zeigten, dass ein C-terminales Nespriegnh&nt direkt mit Lamin A/C und

Emerin assoziieren kann. Um die Bindung zu Lami@ #énauer zu untersuchen, wurden COS7
Zellen mit dem mutierten Fusionsprotedenopus GFP-LaminB1 2+ transfiziert. Dieses
Fusionsprotein kann endogenes Lamin A binden undeuilen. Dabei wird Lamin A aus der
Kernlamina verdrangt und bildet im Inneren desk&ts kleine Aggregate. In den transfizierten
Zellen war Nesprin-2 ebenfalls in die mit GFP-LaBiln 2+ gefarbten Bereiche umverteilt und

nur noch in geringem Maf} an der Kernmembran zuefin(Libotteet al, 2005). Dies deutet
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darauf hin, dass die Nesprin-2 Lokalisierung anKienmembran Lamin A/C abhangig ist. Fur
die Lokalisierung von ANC1, dem Nesprin-2 Orthologe C. elegansan der Kernmembran ist
die Anwesenheit von Lamin A notwendig (Letal, 2002).

3.3.2 Nesprin-2 ist nicht am Kern in Lamin A/CKnock-outZellen lokalisiert

Um die Interaktion von Lamin A/C und Nesprin-2 néalze untersuchen, wurde die Nesprin-2
Verteilung in LaminA/CKnock-out(KO) Fibroblasten analysiert. Lamin A/C KO-Fibrabten
zeigen dramatische Kerndefekte (Abb. 3.8 D, Pfeile) diesen Zellen konnte eine
Misslokalisierung mehrerer Kernmembranproteine, wiB. Emerin, beobachtet werden. In
Wildtyp Fibroblasten konnte mit pAbK1l die typischEesprin-2 Kernmembranfarbung
beobachtet werden. In den Lamin A/C KO-Fibroblastlgegen ist eine Umverteilung des
endogenen Nesprin-2 aus der Kernmembran in dap@gma deutlich zu erkennen (Abb. 3.8 C,
D). Diese Ergebnisse zeigten, dass die Lokalisgereon Nesprin-2 an der Kernmembran von
Lamin A/C abhangig ist.

pAbK1

Abb. 3.8 Verteilung von Nesprin-2 in Lamin A/CKnock-outibroblasten

(A, B) In Wildtyp Fibroblasten ist Nesprin-2 am Kern kentriert, bei den
Lamin A/C- Knock-out Fibroblasten eine Umverteilung des Nesprin-2 in
das Zytoplasma deutlich erkennb@, D). Priméarer Antikorper, pAbK1,
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sekundarer Antikorper-Kaninchen Alexa 568-Konjugat Die DNA wurde
mit DAPI gefarbt. Balken, 10 um.

Um nachzuweisen, dass die Umverteilung von Nespricamin A/C abhangig ist, wurden
Knock-outZellen mit einem Plasmid transfiziert, das fur eit einem HA-Epitop versehenes
Lamin A kodiert. Das sollte zu einer Reetablierulsy originalen Nesprin-2 Verteilung fuhren.
In den transfizierten Zellen konnte jedoch nur gadielle Relokalisierung des Nesprin-2 an die
Kernmembran beobachtet werden. Der grofdte Anteil Nesprin-2 befindet sich nach wie vor
im zytoplasmatischen Bereich (Abb. 3.9 B).

HA-Lamin A Nesprin-2

Abb. 3.9 Nesprin-2 Relokalisierung an der Kernmemban in den Lamin A/C Knock-out Fibroblasten durch
die Expression eines HA-Lamin A Fusionsprotein.

Lamin A/C Knock-outFibroblasten wurden mit einem Plasmid transfizidas die Expression eines HA-markierten
Lamin A ermdglicht. HA-Lamin A wurde mit einem HAmikorper aus Ratte sichtbar gemaghj. In (B) ist die
Nesprin-2 Farbung mit dem pAbK1 gezeigt. Eine p#giRelokalisierung des Nesprin-2 an die Kernmemider
HA-Lamin A erprimierenden Zelle ist deutlich erkdxam (Pfeile). Die Detektion der primaren Antikbrpafolgte
mit den sekundaren AntikérpernRatte Alexa 568-Konjugat bzw-Kaninchen FITC Konjugat. Die DNA wurde
mit DAPI gefarbt. Balken, 10 um.

3.3.3 Lamin C ist ausreichend fur Nesprin-2 Lokakierung in der Kernmembran

Um weitere Einblicke in die molekularen Zusammerg&awischen Nesprin-2 und lamin A/C
zu erhalten, wurde die Haut immuhistochemisch sowht. Der Aufbau der Haut zeigt eine
Unterteilung in drei verschiedene Schichten: Epider Dermis sowie Subcutis. In der Epidermis
sind Laminproteine unterschiedlich exprimiert. W&iid Lamin C in allen Schichten der
Epidermis einschlie3lich der basalen Schicht vonkdmist Lamin A nur in den dermalen
Fibroblasten und in der oberen Schicht der Epiderarhanden (Venablex al, 2001). Um die

Lokalisierung von Nesprin-2 in Abhangigkeit von deamin A oder Lamin C Isoformen zu

testen, haben wir die Nesprin-2 Expression in mdiden Hautgefrierschnitten mittels

Immunfluoreszenz mit Lamin A/C, Lamin A und Nesp#rspezifischen Antikdrpern analysiert.
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Lamin C ist in allen Schichten der Epidermis und der basalen Schicht vorhanden
(Abb. 3.10 A), Lamin A dagegen nur in wenigen sbpsalen Zellen der Epidermis
(Abb. 3.10 B). Nesprin-2 zeigte das gleiche Veutggssmuster wie Lamin C. Es ist an der
Kernmembran von allen epidermalen Zellen einschée3der basalen Schicht vorhanden
(Abb. 3.10 C). Eine schwache Nesprin-2 Kern Farbkmgnte zusatzlich auch in den dermalen
Fibroblasten beobachtet werden.

Die Verteilung von Nesprin-2 in der Epidermis lagshe Schlussfolgerung zu, dass die
Abwesenheit von Lamin A in der basalen Schicht &riiinfluss auf die Nesprin-2 Expression
hat und dass die Anwesenheit von Lamin C ausretcistnum eine Kernmembranlokalisierung

von Nesprin-2 zu gewahrleisten (Abb. 3.10).

Lamin A/C, wifid, DAPI o & ' Lamin A, w6fid, DAPI Nesprin-2, aspa

Abb. 3.10 Lamin C ist ausreichend, um eine Kernmentanlokalisierung von Nesprin-2 zu gewahrleisten.

Ein menschlicher Hautschnitt wurde mit Paraformiajdefixiert und mit drei unterschiedlichen Antik@mm gefarbt.

In (A) ist Lamin A/C mit dem Maus-Jol-2 Antikérper geftiriDie Farbung ist in allen epidermalen Schichten
einschlieBlich der basalen Schicht und der dermBlbroblasten zu sehen. Dagegen ist Lamin A nuwémigen
suprabasalen Zellen anweselfd). Nesprin-2 wurde mit mAk K20-478 sichtbar gemackine deutliche
Kernmembranfarbung in allen Epidermisschichten wubgobachte{C). Das gleiche Verteilungsmuster konnte
auch anhand von Lamin C beobachtet werden. Inte@rid wurde mit dem Ratte anté 4 gefarbt. Die Detektion
der primaren Antikérpern erfolgte mit einem sekuedd -Maus-Cy3 bzw. Ratte-FITC-Konjugat. Die DNA wurde
mit DAPI gefarbt (blau). Balken, 200 um.

3.4. Analyse der Nesprin-2-ABD defizienten Mauslim@

Zur Funktionsuntersuchung von Nesprin-2 wurde lereine Nesprin-2 ABD defiziente
Mauslinie 1999 bei der Arbeitsgruppe Walz in Fregogeneriert. Das Ziel war, das vollstandige
Nesprin-2 Gen zu inaktivieren. Dies sollte durck &ekombination einekKnock-outVektors,
bei dem die Exons zwei, drei und vier durch ein®@mNg¢cin-Resistenz-Kassette ersetzt worden

sind, erreicht werden.
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3.4.1 Das Nesprin-2 Gen

Durch Sequenzierung von amplifizierten PCR-Produkéewie aus Vergleichen bestehender
Sequenzen aus Datenbanken konnte die vollstandigeri-2 cDNA aufgeklart werden (Zhen
et al, 2002). Das Nesprin-2 Gen liegt auf Chromosom &4 henschlichen Genoms und auf
Chromosom 12 des Mausgenoms und umfasst mehr al&Bwit 115 Exons. Introns nehmen

mehr als 94 % des gesamten Gens ein.

Exon 1
ATG GCC GCT AGC CCT GTG CTG CCC ACG GAA GAT GGA GAG GGT TTC TTG GGC ATT GAT GAT
CTACACTTTTCACTG CAAG GT

Exon 2
AG CT GAG CAG GAG GAC ACT CAG AAG AAA ACC TTC ACC TGC TGG ATA AAC TCA CAG CTG
GCA AAG GT

Exon 3
AG CAC ACA CCT CCC TCA GTT GTA TCT GAC TTA TTC GCA GAC ATC AAG AAG GGG CAT GTC
CTC CTG GAC CTG TTG GAA GTC CTC TCG GGA CAG CAG TTG GT

Exon 4
AG CCT CGG GAT AAA GGA TCT AAT ACA TTC CAG TGC AGA ATC AAC ATA GAA CAT GCC CTG
ACATTC CTG AAAAAC AGATCT GT

Exon 5

AG ATC AAG CTA ATA AAT ATC CAT GTT GCT GAC ATT GTA GAA GGA AAC CCG TCC ATT ATC
CTT GGC CTG ATC TGG ACC ATC ATC CTG CAC TTT CAT GT

Exon 6

AG ATT GAG AAG CTC GCT CAG ACT CTG TCT TGC GAT TAC AAT CAA CCT TCA CCG GAG GTT
GTG AGC GTG GCT GCC TCA TCT CCT ACC TCA AGT CCT CCC ACT AAG AAG TGC TCC AAG GCT
CAA GCT CAG GCA AGA TGG CAG TGG TCT GCC AAG AAG GCT CTT CTG CAG TGG GCT CAG GAG
CAG TGT GCC AG GT

Exon 7

AG G TCT GAG TCT GTC AAT GTG ACA GAT TTT AAG TCA AGC TGG AGA AAT GGG ATG GCT TTT
TTG GCT GTC ATT CAT GCC TTG C GA CCA GAC CTG ATT GA C ATG GAC AGC ATG AGG CAC AGA
TCC AAC AAA GAC AAT CTG AAA GAG GCC TTC AGG ATC GCA GAA CAT GAG CTG AAG ATC ccCC
AAATTG CTG GAACCAGAAG GT

Exon 8
AG AT GTA GAT GTC GTG AAT CCT GAT GAG AAG TCC ATC ATG ACT TAC GTG GCG CAG TTC CTG
AAG TAT TCG AAG GAT GCG CCT GGC CCC GGG GATTCC ACA CAG GTATGTC GT

Exon 9
AG GG ATG CTC TGG TCT GGC TAA CTC TGC AAG AGA AGA GAT TCC AGA AGA TGC TGA AGG
ACT CAG CAA GTG AGA CCT ACT GTAACA AGT ATCATG TGA GT

Abb. 3.11 Auflistung der Sequenzen der ersten neuBxons des murinen Nesprin-2 Gens, die fir die
ABD kodieren. )
Grau: Startkodon, rot, Exon-Intron Ubergénge, gilijons an den Exongrenzen

Die Exon-Intron Ubergange des Nesprin-2 Gens hasitiie Konsensus-Sequenz 5'-GT...AG-3'.
Das Start-Kodon ATG befindet sich in dem zweiteroExDie ABD des Nesprin-2 Proteins
besteht aus 253 AS und wird von Exon 3 bis eingBlith Exon 9 kodiert (Abb. 3.11) (Zhex

al., 2002). Die ABD von Nesprin-2 besitzt eine bettiche Homologie zu ABDs, die in den vor
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kurzem beschriebenen Proteinen Nesprin-1 (Enaf@irgune, 2001) und Calmin (Ishisai al,
2001) zu finden sind. Dabei unterscheiden sichdde ABDs von den herkémmlichen ABDs
durch eine 30 Aminoséauren lange Insertion zwisa@mbeiden CH Domanen.

Es wird vermutet, dass Nesprin-2 fur die Kern V&mnong bzw. Positionierung in der Zelle
verantwortlich ist. Fur die Ausubung dieser Funktgpielt die ABD eine entscheidende Rolle.
Bei der Generierung der Nesprinkhock-outMaus Zelllinie wurde angenommen, dass, wenn
die ABD als potentiell funktionelle Doméane zerstdvird, das Protein nicht mehr seine

Funktionen ausiiben kann.

3.4.2 DieKnock-outStrategie

Anhand von Sequenzanalysen des Nesprin-2 Gens winmdeStrategie zur Inaktivierung dieses
Gen entwickelt. Dies sollte durch Zerstorung derdi# ABD kodierenden Exons erfolgen. Es
wurde durch Sequenzanalyse festgestellt, dasst sklbsh alternatives SpleiRen zwischen Exon
1 und Exon 5 das Leseraster nicht wiederhergesteltden kann. Die Inaktivierung des Gens
sollte dann durch Deletion der Exons 2, 3 und &,dilirch eine Neomycin-Kassette ausgetauscht
werden sollten, erzielt werden. Das LeserastexionEL endet mit der ersten Base eines Kodons.
Um ein durchgehendes Leseraster zu erhalten, mdastadchste Exon mit den 2 letzten Basen
eines Kodons beginnen. Das wirde nach der DeldgoiiExons 2, 3 und 4 erst in Exon 8 der Fall
sein. Exon 3, 4, 5 und 6 beginnen mit vollstandigedons und Exon 7 beginnt mit der letzten
Base eines Kodons (Abb. 3.11). Eine Zerstorung Bzevschiebung des Leserasters in Exon 1
fuhrt so entweder zur vollstandigen InaktivierungnvNesprin-2, oder durch alternatives
SpleiRen von Exon 1 an Exon 8 zur Generierung aingslistandigen Proteins, bei dem aber die
ABD fehlt.

Der 5"Arm desknock-outVektors ist ungefahr 9 kb und wurde aus der gesoingn DNA mit
dem Enzyme Kpnl rausgeschnitten und isoliert. Dérid ist 950 bp grof3 und wurde mittels
PCR amplifiziert. Daftr wurde der sense Primer Bh8 der antisense Primer P14 verwendet.
P13 befindet sich in dem vierten Intron und P1dem flinften Intron. Schliel3lich wurden beide

Arme in einer Neomycin-Kassette kloniert (Abb. 3.10
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Abb. 3.10: Schematische Darstellung der Nesprin-8nock-outStrategie.

Dargestellt sind der genomische Bereich mit detearsechs Exons (Ex, schwarze horizontale Balkes)Nksprin-
2 Gens, der verwendeknock-out-Vektors und das mutierte Allel. Dé&nock-outVektor besteht aus einem 9 kb
Kpnl Fragment (5"-Arm) einer Neomycin-Kassette, dénften Exon des Gens und dem 3"-Arm (0.95 kb)e &lr
Klonierung des Vektors und Genotypisierung der Méarslevanten Restriktionsenzymschnittstellen sihdnso
dargestelltKpnl (K): Schnittstellen des 5"Arm&coR I(E): Genotypisierung mit der 5 -Sonde und Del-ABEzcl
(S): Genotypisierung mit der 3’- Sonde. Die, fieg Gienotypisierung mittels PCR verwendeten Prim&; P21 und
NEO sind mit blauen Pfeilen dargestellt. Die Sondérd in griin prasentiert: 5-Sonde im 5°-Arm; ®n8e
aulerhalb des 3"-Arms und die Del-ABD-Sonde, déeEdions drei und vier beinhaltet.

3.4.3 Genotypisierung der Nesprin-2 defizienten Maslinie

Zur Analyse der defizienten Mause wurden ein Paandzygote und ein Paar heterozygote
Mause an unser Labor geschickt. Vor der Verpaardeg Mause wurden sie mittels PCR
genotypisiert und ihr Genotyp bestatigt. Aufgrunes dortgeschrittenen Alters wurde bei der
Verpaarung der Mause festgestellt, dass mit Auseales homozygoten Mannchens, alle
tbrigen Tiere nicht mehr fertil waren. Daraufhinrdel das homozygote Mannchen mit einem
Wildtyp Weibchen verpaart, dann wurden heterozydgdédehkommen miteinander verpaart, um
homozygote Tiere zu bekommen. Die Genotypisierungr dliere erfolgte durch

Restriktionsverdau der genomischen DNA mit EcoRWbSacl und einer anschlieRenden

Southernblotanalyse mit der 5°-, 3"- und der DelPABonde.

3.4.3.1 Genotypisierung mittels PCR

Um Wildtyp, heterozygote und Nesprin-2 defizienteAude voneinander unterscheiden zu
konnen, wurden PCRs mit drei unterschiedlichen @nndurchgefuhrt. Abbildung 3.10 zeigt die
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Position der Primer. P21 ist zwischen Exon zwei Erdn drei platziert, P18 ist zwischen Exon

funf und Exon sechs platziert und der NEO Primdinldet sich in der Neomycin-Kassette. Der

sense Primer P21 wurde so gewahlt, dass mit deiseasé Primer P18 bei Heterozygoten und
beim Wildtyp ein PCR-Produkt von 1,2 kb entstehbl§A3.11 -A). Mit dem sense Primer NEO

und dem antisense Primer P18 entsteht nur bei éi#stgoten und Homozygoten Mausen ein
PCR Produkt mit einer Grof3e von ungeféahr 1,2 kib(Abl11 B).

A. PCR mit P21-P18 B. PCR mit P18-NEO

Kb M WT +/- -f=

1,6

0,85 -= |2 Kb

Abb. 3.11 Genotypisierung der Nesprin-2 defizienterMause anhand von Schwanzspitzen-Biopsien mittels
PCR.

Die PCR wurde mit zwei Paar Primern P21/P18 und/WH® an DNA aus Schwanzspitzen von Wildtyp,
Heterozygoten und Homozygoten durchgefuhrt. Anse@ahd wurden die amplifizierten Fragmente in eifler%
igen Gel aufgetrennt. Bei dem Reaktionsansatz e dPaar P21 und P18 entsteht ein Produkt von 1,Bekb
Wildtyp und bei heterozygoten Mausgh). Da die Wildtyp DNA keine Neomycin-Kassette besitrgab die PCR
mit dem Primerpaar NEO/P18 ein Produkt von 1,1 lblei den heterozygoten und homozygoten MagBgn

3.4.3.2 Genotypisierung mittels Southernblotanalyse

Im Rahmen dieser Arbeit wurden insgesamt drei Somdstellt, die bei der Genotypisierung der
Méause mittels Southernblotanalyse verwendet wesdditen. Die 5°-Sonde ist 460 bp lang und
befindet sich im 5°-Arm deKnock-outVectors, die 3-Sonde umfasst 570 bp und ist 1890
stromabwarts von Exon 5 lokalisiert und die Del-ABBbbe ist 495 bp grol3 und umfasst Exon 3
und 55 bp des Exon 4 (Abb. 3.10).

In Southernblotanalysen von EcoRI geschnittener D&BSt sich mit der 5°-Sonde (siehe Abb.
3.10) das Wildtyp- (4 kb) vom mutierten Allel (3ké) unterscheiden (Abb. 3.12 A). Die Del-
ABD Sonde erkennt ein 2,5 kb Fragment in der DNA Wildtyp und heterozygoten Mausen.
Bei den homozygoten Tieren liefert diese Sonde egmal (Abb. 3.12 C). Dies zeigt, dass die
Exons 2, 3 und 4 tatséchlich deletiert worden sind.
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Die mit Sacl geschnittene DNA wurde mit der 3 -Serigbridisiert. Diese Sonde liefert beim
Wildtyp-Allel eine 7 kb Bande und beim mutierteridleine 6 kb Bande (Abb. 3.12 B)

A B C

WT - e wI +- -
- Kb - _ Kb
- :
2,5
6 !

Abb. 3.12Genotypisierung der Nesprin-2 defizienten Mause miels Southernblotanalyse.

Die aus Schwanzspitzen-Biopsien gewonnene DNA wumite ECORI und Sacl geschnitten und in 0.7% igen
Agarose Gelen aufgetrennt und auf Nylonmembranansteriert. Danach wurden die Membranen mit den
entsprechenden Sonden hybridisiert. Die 5"-Sonkenet eine 4 Kb Bande beim Wildtyp und eine 3,4 Bdnde
beim mutierten AllelA). Die 3"-Sonde erkennt eine 7 Kb Bande beim Wildigpl beim mutierten Allel eine 6 Kb
Bande(B). Die Del-ABD Sonde liefert ein Signal von 2,5 Kkilm Wildtyp und bei den heterozygoten und kein
Signal bei den homozygoten Maug€). WT: Wildtyp; +/-: Heterozygot; -/-: Homozygot.

=
|

3.4

3.4.3.3 Eigenschaften der Nesprin-2 defizienten Mau

Die Nesprin-2 defizienten Mause (Nesprin-2 (-/-indslebensfahig, fertil und zeigten keine
erkennbaren Abnormalitaten gegentber Wildtyp-Tiekdulte Nesprin-2 (-/-) Mause zeigten
gegenuber ihren gleichgeschlechtlichen Geschwistert keine Unterschiede in Korpergréfe
und Form (Abb. 3.13). Nesprin-2 (-/-) Tiere besitzevie die Kontrolltiere eine intakte

Sinneswahrnehmung und keine motorischen Auffaliigke
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Abb. 3.13 AuReres Erscheinungsbild einer Wildtyp ud einer Nesp.-2-ABD"
Maus.

Gezeigt sind zwei 9 Wochen alte mannliche Geschvtiste. Die Nesprin?)
zeigt gegeniiber dem Geschwistertier keine Untezgehiin Kdrpergrosse und
Form.

3.4.4 Herstellung und Charakterisierung eines moridonalen Nesprin-2 AntikGrpers der
gegen die ABD gerichtet ist

Im Labor existierten bereits zwei Nesprin-2 speszifie monoklonale Antikorper. Einer ist gegen
die ABD von humanem Nesprin-2 erzeugt worden (KZ8)4und ein zweiter gegen den C-
terminalen Teil des Proteins (K49-260). Diese Adrder sind Spezies-spezifisch und erkennen
nur die humanen Antigene.

Um Reagenzien fir die weitergehende Untersuchudgeinock-outMaus zu erhalten, wurde
ein spezifischer monoklonaler Antikorper gegen egkombinantes Maus Nesprin-2-ABD
Protein hergestellt (GST-Nesprin-2-ABDII).

3.4.4.1 Klonierung, Expression und Aufreinigung va@ST-Nesprin-2-ABDII (Maus)

Die Aktinbindedomane von Nesprin-2 und Nesprin-Stélet aus zwei Calponin-homologen
Doménen (CHD), die untereinander zu 49% identigod.sUm eine Kreuzreaktion der neu
hergestellten Antikdrper mit dem homologen Protéasprin-1 zu vermeiden, wurde eine Region
ausgewahlt, die weniger homolog mit Nesprin-1 vi2as ausgewahlte Epitop besteht aus der
zweiten CHD und den darauf folgenden 210 Aminos@gidb. 3.14).

Abb. 3.14 Schematische Darstellung von Nesprin-2-ABI.

Die ABD des Nesprin-2 wird von Exon drei bis eingelich Exon neun des Gens kodiert. Um zu vermeidass
der Antikdrper mit dem verwandten Protein Nesprikr@uzreagiert, wurde eine Region mit geringeremdimgie
fur die Generierung eines rekombinanten ProteisAatigen gewahlt. Das Antigen beinhaltet die zev&HD und
die darauffolgenden 210 Aminosauren (Nesprin-2 ABDABD: Aktinbindungsdoméane; CH: Calponin-Homolegi
Domaéne; SPEC: Spektrin-Homologie-Doméane; Ex: Ex@xons sind mit einem schwarzen Balken dargestsit.
Aminosaure.
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Das Protein wurde als GST-FusionsproteirEin.coli XL1-Blue Zellen exprimiert und konnte
nach Sarkosylbehandlung aus dem Zellpellet isolstden. Das gereinigte und vom GST-
Anteil abgespaltenen Nesprin-2 ABDII Polypeptid tet erwartete Grosse von ungefahr 34 kDa
(Abb. 3.15 C).

A B C

Abb. 3.15 Aufreinigung und Isolierung der Nesprin-2ABD-II.

Das Plasmid pGEX4T-1-Nesprin-2 ABDII wurde i coli XL1blue transformiert und die Expression
mit 0,1 mM IPTG bei 37°C induziert. Proben vor umach Induktion wurden entnommen und die
Proteine in einem 12% igen SDS-Polyacrylamidgegetrénnt und mit Coomassie-Blue gefahj.

Da sich das Fusionsprotein in der unldslichen kwak{Pellet) befand, wurde diese Fraktion mit
Sarcosyl behandelt und anschlieBend abzentrifugheg dem entstandenen Pellet und den Uberstand
wurden Proben enthommen und in einem 12% igen Ggetrennt. Eine Probe von dem vorherigen
Pellet nach IPTG Induktion wurde ebenfalls als {osi Kontrolle aufgetragen(B). Nach der
Behandlung mit Sarcosyl befand sich das Fusionsprdoh der I6slichen Fraktio(B). Aus dieser
Fraktion wurde das GST-Nesprin-2 ABDII mit Hilfe woGST-Beads isoliert und von GST mit
Thrombin geschnitten. Zur Konzentrationsabschatzwogden 10 pl der Nesprin-2 ABDII Lésung
und drei unterschiedlichen BSA Konzentrationen Z1ynd 5ug) in einem 12% igen SDS-PA-Gel
aufgetrenn{C). Ub: Uberstand; Pt: Pellet.

3.4.4.2 Herstellung und Charakterisierung des Anditpers gegen murines Nesprin-2-ABDII

Zur Immunisierung wurden Mause mit dem gereinigkéaus Nesprin-2 ABDII immunisiert
(siehe 2.3.13)Es wurden insgesamt acht Hybridomazelllinien isglideren Uberstande im
Westernblot eine Immunreaktion gegen rekombinaN&sgprin-2-ABDII zeigten.

Auf Grund der starken Expression von Nesprin-2 grdfinozyten, wurde die Pam212 Maus
Zelllinie fur die weitere Charakterisierung der ro&lonalen Antikdrper beniitzt. Zunachst wurde
eine immunozytochemische Analyse mit den Antikémpelurchgefuihrt. Nur drei der acht
Antikérper zeigten eine deutliche KermembranfarbyAdpb. 3.17 A-C). Die ubrigen Klone
haben eine Aktinfilament &hnliche Farbung gezeigbb( 3.17 C). Um die Spezifitdt der
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Antikérper weiter zu untersuchen und um insbesandér Erkennung von endogenem Nesprin-2
zu testen, wurde eine Westernblotanalyse an PamfitRinlysaten durchgefiihrt. Nur
K56-374-3 und K56-386-2 haben die 800 kDa BandeNksprin-2 Proteins erkannt (Abb. 3.18
A; B Pfeile). K56-374-3 erkannte auch das mit demdblgl aus Pam?212-Zellen
immunprazipitierte Protein (Abb. 3.18 C), was alsnwkis gewertet wurde, dass beide
Antikérper, das gleiche Protein erkennen.

Um eine Kreuzreaktion des Antikérpers mit der AB@nwWesprin-1 auszuschliel3en, wurde ein
Hautschnitt mit K56-386-3 und einem polyklonalen spién-1 spezifischen Antikorper
gleichzeitig gefarbt. In der Haut sind Nesprin--duxesprin-2 unterschiedlich verteilt. Wéhrend
Nesprin-1 hauptsachlich an der Peripherie der ddt&alisiert ist, befindet sich Nesprin-2 an
der Kernmembran. Abb. 3.19 C zeigt, dass keine ldgerung zwischen den zwei Farbungen
festzustellen ist. K56-386-2 zeigt eine starke Kegmbranfarbung in allen Epidermisschichten
(Abb. 3.19 A), wahrend der Nesprin-1 Antikorper @eripherie der Zellen stark farben (Abb.
3.19B).

Abb. 3.17 Spezifitatskontrolle der monoklonalen Ankorper K56-374-3, K56-386-2, K56-10-13; K56-413-5
mittels Immunfluoreszenz an Pam212 Keratinozyten.

(A) Farbung mit K56-374-3B). Farbung mit K56-386-2C) Farbung mit K56-410-18D) Farbung mit K56-413-

5. In A, B und C wurde eine Nesprin-2 typische @d beobachtet (Kernmembranfarbung). In D ist eine
zytoskelettartige Struktur von K56-413-5 erkanntreeém. Die Detektion der primaren Antikdrper erfelgnit
einem sekundarenMaus-Cy3. DNA wurde mit DAPI gefarbt. Balken, 2B
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Abb. 3.18 Detektion von Nesprin-2 in Zellhomogenate
von PAM212. Pam212-Proteinlysate wurden in einem SDS-
Polyacrylamid Gradientengel (3-10%) aufgetrenntf eime
PVDF Membrane transferiert und mit K65-3748) bzw.
K56-386-2(B) getestetC. Immunprazipitation mit pABK1 an
PAM212 Zellen und Detektion des prazipitierten Biog mit
K56-374-3. Spur 1, Gesamtzelllysat von Pam212 Hell
Kontrollfraktion, Zelllysate prazipitiert mit deneharose A-
Beads. 3, Pam212 Zelllysat. Immunprazipitation pfbK1.
Inkubation war mit mit mAb K56-374-3. Die Pfeileigen
auf die 800 kDa Nesprin-2 Bande.

Abb. 3.19 K56-386-2 zeigt keine Kreuzreaktion mit Msprin-1 in der Haut.

Ein Maus-Hautschnitt wurde mit Paraformaldehyd dikiund mit K56-386-2 und einem Nesprin-1 speifést
Antikorper gefarbt. K56-386-2 zeigt das typische spln-2 Farbungsmuster in allen Epidermisschichten
einschlieBlich der basalen Schicht der HgAt. Der Nesprin-1 spezifische Antikérper erkennt Bieripherie der
Zellen (B). Eine Uberlagerung der beiden Bilder zeigt keineloKalisation (C). Die Detektion der priméaren
Antikérper erfolgte mit den sekundaren AntikdrperMaus-Cy3 bzw. -Kaninchen-FITC. Balken, 200um.

3.4.5 Untersuchung der Gewebe der Nesprin-2 (-Maus

Nesprine sind in fast allen Geweben der Maus naisibae Interessanterweise gibt es in vielen

Geweben Unterschiede nicht nur in der Lokalisieruag Nesprin-2 verglichen mit Nesprin-1,
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sondern auch in ihrer Abundanz. Nesprin-1 ist irel&muskel und im Gehirn stark exprimiert,
wobei Cerebellum, Cerebrum und Hippocampus diengitste Farbung zeigen (Abraham,
Dissertation 2004). Westernblotanalysen an Maushewemit pAbK1 haben gezeigt, dass
Nesprin-2 mehrere Isoformen besitzt. Diese Isoforrhaben unterschiedliche Grdéssen und
variieren stark in ihrer Expression in den versdbieen Geweben. Im Gehirn wurden zwei
Isoformen detektiert, die eine molekulare Masse 168 und ca. 95 kDa aufweisen. Im Herzen
und Skelettmuskel konnte eine 95 kDa und eine 58 Bande erkannt werden, wobei die 95
kDa Bande mehr abundant im Skelettmuskel ist. inNiere und Milz wurde eine 200 kDa
Bande detektiert, in der Leber und Lunge konnteejsanur ein Protein von 75 bzw. 60 kDa
nachgewiesen werden (Abb. 3.20). Die Westernblbgaeavon den Hautproben war nicht
erfolgreich. Eine Immundetektion von Nesprin-2 giarar aber in der Keratinozyten Zelllinie
HaCaT mdglich. Diese Ergebnisse und immunhistocbeimei Daten (Abb. 3.19), die im Rahmen

dieser Arbeit durchgefiihrt wurden, zeigen einekst&ixpression von Nesprin-2 in der Haut.

Abb. 3.20 Verteilung von pAbK1l-positiven Proteinenin
Geweben der Haut.

Nach Isolierung von Mausgeweben wurden daraus iRtggate
hergestellt und in gleicher Menge in einem Gar&ienEDS-
Polyacrylamidgel (3-10%) aufgetrennt. AnschlieResrfblgte
die Immundetektion mit pAbK1l (sekundéarer Antikorper
Kaninchen Peroxidase Konjugat). HaCaT Proteinlygatden
als Positivkontrolle verwendet. pAbK1l detektierteehrere
Proteine, die auf die Anwesenheit von gewebspetifin
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Nesprin-2 Isoformen deutet. Nur im HACaT-Lysat ktmmlie
groRe Nesprin-2 Isoform detektiert werden. Im Gehirurden
zwei Proteine von 150 und 95 kDa detektiert. In Hend
Skelettmuskel wurden 95 kDa und 50 kDa Proteinaratk Die
95 kDa Form ist prominenter beim Skelettmuskeldém Niere
und Milz wurde eine 200 kDa Form detektiert. In deber und
Lunge konnte nur ein Protein detektiert werden vésbzw. 60
kDa.

Die Nesprin-2 (-/-) Mausen weisen keine nennen®meftbnormalitaten in ihrer Anatomie und
ihrem Verhalten auf. Zur histologischen und immugtdibgischen Untersuchungen der
defizienten Mause wurden drei Gewebe ausgewéhhjr@eHaut und Niere. Dafur wurden die
drei Gewebe den Wildtyp- und den Nesprin-2 (-/-)atden entnommen und Paraffin- und
Gefrierschnitte hergestellt.

3.4.5.1 Hamatoxylin -Eosin Farbung

Um einen ersten Eindruck von der Morphologie deemen Organe der Nesprin-2 (-/-)-Mause zu
gewinnen, wurden Paraffinschnitte mit Hamatoxylosl (HE-Farbung) gefarbt. Die HE-
Farbung ist eine Ubersichtsfarbung, die Zellkerne aytoplasmatische Bestandteile darstellt.
Die Schnitte wurden auf histologische Defekte himtessucht. Im Gehirn wurden bestimmte
Zonen wie Cerebellum (Purkinje Zellen, Abb. 3.21g#Ajne Pfeile) und Hippocampus (Abb. 3.21
A), genauestens untersucht. Wie die Abb. 3.21 zeigkein Unterschied zwischen Wildtyp und

Mutante zu erkennen.
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Abb. 3.21 Histologische Untersuchungen der Nespria?Gewebe im
Vergleich zu Wildtyp.

Parrafinschnitte ausKnock-out und Wildtyp Gewebe wurden mit
Hematoxylin-Eosin gefarbt(A) Im Cerebellum der beiden Tiere wurden
die Purkinje-Zellen (griine Pfeile) bzw. die gramal&chicht untersucht,
jedoch konnte kein Unterschied gesehen wer@nEs wurden ebenso im
Hippocampus keine histologischen Abnormalitéatengiestellt werden(C)
In der Niere wurden Glomeruli (gelbe Pfeile) unde dilistalen und
proximalen Tubuli (blaue Pfeile) untersuciib) HE-Farbung an Haut-
Paraffinschnitten. In allen untersuchten Gewebennnten keine
histologischen Defekte detektiert werden. Balkéd) @m

85
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3.4.5.2 Immunhistochemische Analyse an Nesprin-2(defizienten Mausen

Fiur die Immunhistochemie wurden ebenfalls Hautyéiend Gehirn ausgewahlt. Daflr wurden
die Gefrierschnitte eingesetzt.

3.4.5.2.1 Immunhistohemische analyse an Nesprin-Z-§-Haut

Die Hautschnitte wurden mit K56-386-2, einem E-CGadh spezifichen Antikdrper und DAPI
gefarbt. K56-386-2 farbt beim Wildtyp alle Schiamtder Epidermis einschlie3lich der basalen
Schicht. Haarwurzeln in der Dermis wurden auch npf8E-Cadherin wurde als Kontrolle
verwendet, um die Zellperipherie zu farben. Inesprin-2 (-/-)-Haut konnte keine Farbung mit
K56-386-2 festgestellt werden (Abb. 3.22 B), eimieis auf das Fehlen des entsprechenden
Epitops. Im Gegensatz dazu konnte mit pAbK1, degegeden C-Terminus von Nesprin-2
gerichtet ist, eine deutliche Farbung in der Haet Blausmutante festgestellt werden (Daten
nicht gezeigt). Dies weist daraufhin, dass die i@ealen Isoformen von Nesprin- 2 (Abb. 3.1)

in der Nesprin-2 (-/-)-Maus weiterhin exprimiertnden (Daten nicht gezeigt).

Abb. 3.22 Farbung von Hautgefrierschnitten in der Nesprin-2(-/-)-Maus im Vergleich zum Wildtyp.
Immunfluoreszenz mit K56-386-2 an gefrorenen Hauigtten einer adulten Wildtyp- und Nesprin-2(-Naus.
Dieser Antikorper farbt bei der Wildtyphaut die Ikarembran in allen Schichten der Epidermis (epi3ifiel3lich
der basalen Schicht und die Haarwurzeln in der Be(derm)(A). Bei der Haut der Nesprin-2(-Maus ist keine
Farbung zu sehe(B). Die Schnitte sind 7um dick. Die DNA wurde mit DAgefarbt (blau). Die Detektion der
primaren Antikorper erfolgte mit einem sekundareMaus-Cy3 bzw. -Kaninchen-FITC. Die Schnitte sind 7um
dick. Die DNA wurde mit DAPI gefarbt (blau). BlkeB00 pm
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3.4.5.2.2 Immunhistochemische Analyse an Nesprin{Z-)-Gehirn

Anhand der bereits existierenden Daten Uber diepfifed Verteilung im Gehirn wurden drei
Gehirnregionen fir diese Analyse ausgewahlt: Cditebe Cerebrum und Hippocampus (Abb.
3.23). Bei Nesprin-1 wurde zwar auch eine starkduiéy der Purkinje-Zellen festgestellt, aber
die granulare Schicht war Nesprin-1 negativ (Abmh2004). Die Verteilung des Nesprin-2
Proteins im Wildtyp- und im Nesprin-2 (-/-)-Gehiwurde in Gefrierschnitten analysiert. Beim
Wildtyp-Cerebellum wurde eine sehr starke Farbueigkernmembran und im Kerninneren der
Purkinje Zellen beobachtet (Abb. 3.24 A, weil3e [Bjein der granularen Schicht wurde nur die
Kernmembran der Zellen gefarbt (Abb. 3.24 A, gritieile). Uberraschenderweise wurde eine
schwache Farbung mit dem K56-386-2 im CerebellumNksprin-2 (-/-)-Maus festgestellt. In
den Purkinje Zellen konnte eine schwache Farbunthimaren des Kerns gesehen werden (Abb.
3.24 B, weil3e Pfeile), eine Farbung der granul&ehicht konnte jedoch nicht beobachtet
werden (Abb. 3.24 B, griuine Pfeile). Im Hippocampasinte kein Unterschied festgestellt
zwischen Wildtyp und Nesprin-2 (-/-) (Abb. 3.24 D), festgestellt werden.

Abb. 3.23 H-E Farbung eines sagittalen Gehirnschrtiés
einer 20 Tage alten Maus.

1) Hippocampusformation

2) Cortex cerebri

3) Cerebellum

4) Bulbus olfactorius

5) Capsula interna

6) Striatum




3. Ergebnisse 88

Abb. 3.24 Immunhistochemische Analyse mit dem K5685-2 an Gehirnschnitten eines Gehirns einer Wildtyp
und Nesprin-2 (-/-)-Maus

Gefrorene Gehirnschnitte aus Nesprin-2 (-/-)- uniddi¢p-Maus wurden mit PFA fixiert und mit dem K=B6-2
gefarbt. Eine starke Expression konnte imCerebellach Purkinje Zellen von Wildtyp Mausen detekti@grden, in
den Purkinje ZellenA. weil3e Pfeile) und in der granularen Schidht griine Pfeile). Im Hippocampus wurde das
typische Nesprin-2 Farbungsmuster der KernmembeabdchtetB). In den Nesprin2? Gehirnschnitten war eine
K56-386-2 Reaktivitat vorhanden. Im Cerebellum siid Purkinje Zellen B. weiRe Pfeile) und die granularen
Schicht schwach gefarbB(griine Pfeile). In Hippocampus dagegen konnte kigiterschied zum Wildtyp gesehen
werden (D). Die Detektion der primaren Antikdrper erfolgtetndiem sekundaren AntikérperMaus-Cy3. Die
Schnitte sind 7um dick. Die DNA wurde mit DAPI gedti(blau). Balken, 100um.

3.4.5.2.3 Immunhistohemische analyse an Nesprin-Z-f-Niere

Fur die Analyse der Nesprin-2 (-/-)-Mausniere wurddenfalls gefrorene Schnitte verwendet.
Die Fixierung erfolgte mit PFA. Aus Westernblotays&in von COS7 Zelllysaten (einer
Nierenzelllinie) mit den N- und C-Terminus speafien Antikdrpern war anzunehmen, dass in
der Niere nur die 800 kDa Nesprin-2 Isoform experhiwird (Zhenet al, 2002). Bei dem
Wildtyp-Nierenschnitt wurde eine Nesprin-2 Farbumglen Glomerulei, proximalen und distalen
Tubulis beobachtet (Abb. 3.25 A). Bei der Nespria-}-Mausniere dagegen konnte kein Signal
detektiert werden (Abb. 3.25 B).
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Abb. 3.25 Verteilung des Nesprin-2 Proteins in deMausniere.
Nierengefrierschnitte aus Nesprin-2 (-/-)- und WjifMaus wurden
mit PFA fixiert und mit K56-386-2 gefarbt. In derilityp-Niere war
die Farbung von Nesprin-2 in den Glomeruli, proxXigma und
distalen Tubuli kraftiglA). In der Nesprin-2 (-/-)-Mausniere konnte
keine Farbung beobachtet werd@). Die DNA wurde mit DAPI
gefarbt (blau). Die Detektion der primaren Antikérperfolgte mit
einem sekundaren-Maus-Cy3. Die Schnitte sind 7 um dick. Die
DNA wurde mit DAPI gefarbt (blau). Balken, 100um.

3.5 Analyse derKnock-out Fibroblasten

3.5.1 Untersuchung der Nesprin-Xnock-outFibroblasten im Vergleich zum Wildtyp

3.5.1.1 Eigenschaften der Nesprin-2 (-/-) Fibrobtas

Zunachst wurde eine Nesprin¥nock-out Analyse auf der Zellbiologieebene durchgefiihrt.
Dafur wurden priméare dermale Fibroblasten aus nsugemen Nesprin-2 (-/-ynd Wildtyp
Mausen isoliert. Die Haut der neugeborenen Mauselavisoliert und so prapariert, dass die
Epidermis von der Dermis getrennt wurde. Aus demide wurden die Fibroblasten gewonnen
(siehe 2.5.1). In einer Westernblotanalyse an dgsaten der Nesprin-2 (-/Qnd Wildtyp
Fibroblasten erkannte pAbK1 im Wildtyp drei Proteimon 800, 130 und 75 kDa (Abb. 3.26
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+/+). Fur Nesprin-2 (-/-)konnte die 800 kDa Isoform nicht detektiert werdabb. 3.26 -/-) die
130 und 75 kDa Proteine waren unverandert vorhanDes ist ein weiterer Hinweis daruaf,

dass in den Nesprin-2 (-/-) Mausen die grof3e 808 IKBsprin-2 Isoform nicht exprimiert wird.

Abb. 3.26 Westernblotanalyse an Homogenaten von N&f-2 (-/-)
und Wildtyp Fibroblasten.
Nesprin-2 (-/-Jund Wildtyp Fibroblastenlysate wurden in einem 3410
SDS-Polyacrylamid getrennt und auf PVDF Membranieerfiihrt. Die
Immundetektion erfolgte mit pAbK1, der gegen denTé&minus
gerichtet ist. Beim Wildtyp wurden drei Nesprin{2egifische Signale
erkannt: 800 (schwarze Pfiele), 130 und 75 kba); Bei den Nesprin-
2 (-/-) konnte die 800 kDa Isoform nicht detektiert werd&hb. 3.24 -
/-). -I-, Nesprin-2 (-/-) fibroblasten; +/+, Wildtfibroblasten.
Die Detektion der primaren Antikérper erfolgte minem sekundaren
-Maus-Peroxidase Konjugat. Die Schnitte sind 7 piok.dDie DNA
wurde mit DAPI gefarbt (blau).

Zunachst wurden die Zellen auf Deckglaschen ausgeBa fixiert und mit DAPI gefarbt. In der
DAPI-Farbung wurden Zellkerndeformationen in dersptéen-2 (-/-)Fibroblasten in Form von
kugelférmigen Ausbuchtungen des Kerns beobachté&h.(A3.27 A). In einer quantitativen
Analyse wiesen in den Nesprin-2 (-Fiproblasten 18,75% Kerndeformationen aufweisen. Be
den Wildtyp Fibroblasten dagegen waren nur in 1, Zellen die Kerne deformiert (Abb.
3.27 B).

18.75 O++

-

57 1,75
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Abb. 3.27 Zellkerndeformationen in dermalen Fibrobhksten.

Dermale Nesprin-2 (-/Hribroblasten wurden isoliert und mit PFA fixie(A) Die DAPI-Farbung an diesen Zellen
zeigte kugelférmige Ausbuchtung des Zellkerns (weeile).(B) Die graphische Darstellung zeigt die quantitative
Analyse von Zellkerndeformationen in Nesprin-2)(Fibroblasten im Vergleich zu Wildtyp Fibroblastddnter
dem Mikroskop wurden 500 Zellen gewahlt und davienzzllen mit Kerndeformationen gezahlt. Wéahrenddsn
Wildtyp Zellen 1,75% deformierte Kerne gefunden eam, weisen bei den Nesprin-2 (-/-)Fibroblastern73%,
Kerndeformationen auf. +/+, Wildtyp Fibroblastef; Nesprin-2ZKnock-outFibroblasten. Balken, 10 pum.

3.5.1.2 Elektronenmikroskopische Analyse

Um einen besseren Einblick in den strukturellentéfigrund der Kerndeformationen zu erzielen,
haben wir die Mutanten mittels Eletronenmikroskopralysiert (Zusammenarbeit mit Dr. U.
Euteneuer, Institut fur Zellbiologie, LMU Muncherh Wildtyp Fibroblasten ist die Form des
Kerns rund und regelmdassig und die Kernmembranirkaietlich ( (Abb. 3.28 A). Bei den

Nesprin-2 (-/-) Fibroblasten dagegen wurde haufig ®iskontinuitat der Kermembranen in den
beobachteten Regionen mit Kerndeformationen (Al28)¥estgestellt (Abb. 3.28, grine Pfeile).

Zusatzlich wurden Kernmembraneinbuchtungen beoba¢Abb. 3.28, rote Pfeile).

Abb. 3.28 Elektronenmikroskopische Analyse an Nespr-2 (-/-)und Wildtyp Fibroblasten

Nesprin-2 (-/-) und Wildtyp Fibroblasten wurdeniéist und einer elektronenmikroskopischen Analysteraogen.
Es wurden Kernmembrandeformation bei démock-outZellen festgestellt. Diese Deformationen sind eire
kugelférmige und ovale Fortsetzung der Kernmembhardiesen Ausbuchtungen wurde eine Diskontinuolgit
Kermembran beobachtet E( grine Pfeile). Ebenso wurden an diesen Stellersatzliche kleine
Kernmembranausbuchtungen, die sich in Richtung ikeanes befinderB; E, F, rote Pfeile), beobachtet.
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3.5.2.3 Immunfluoreszenzanalysen an den Nesprird2) (Fibroblasten

Um festzustellen, ob der Verlust der groRen Nesprilsoform Auswirkungen auf andere
zytoplasmatische als auch Kernmembran Komponerata, iwurden di&nock-outFibroblasten
mit unterschiedlichen Antikérpern gefarbt. Die 2Zellwurden fixiert und zuerst mit Nesprin-2
Antikérpern gefarbt. In den Wildtyp Zellen farbt 36-386-2 die Kernmembran (Abb. 3.29 A), in
denKnock-outZellen wurde keine Farbung beobachtet (Abb. 3.2PBbK1 dagegen ergab bei
beiden Zellarten das typische Kernmembranfarbungsmuaes Nesprin-2 Proteins (Abb. 3.29 B,
D). Dies ist eine zusétzliche Bestéatigung, dassCdterminalen Isoformen von Nesprin-2 in der
Knock-outMaus exprimiert werden.

Abb. 3.29 Vorkommen der N- bzw. C-terminalen Isofomen von Nesprin-2 in Wildtyp und Knock-out
Fibroblasten.

Zellen wurden auf Deckglaschen gebracht, mit Pi#eift und mit K56-386-2 bzw. pAbK1 gefarbt. In dé¥ildtyp
Zellen erkannte K-56-386-2 die Kernmembi#), in denKnock-outZellen wurde keine Farbung beobacHhte}.
pAbK1 dagegen farbte bei beiden Zellarten die Keamforan und das Zytos@B, -D). Die Detektion der priméren
Antikdrper erfolgte mit den sekundéaren AntikdrperMaus-Cy3 bzw. -Kaninchen-FITC. Die DNA wurde mit
DAPI gefarbt (blau). Balken, 25 um

Da Nesprin-1 und Nesprin-2 homolge Proteine sindl wich in der Struktur und ihrer
Primarsequenz sehr ahneln, ist es mdglich, dassvsigtuell redundante Funktionen aufweisen.
Um zu uberprifen, ob die Nesprin-1 vermehrt expgiiwird in den Nesprin-2 (-/-)
Fibroblasten, wurden di&nock-out Zellen mit einem polyklonalen Nesprin-1 spezifisch

Antikorper gefarbt, der gegen die ABD des Protegesichtet ist. Es konnte jedoch kein
Unterschied festgestellt werden zwischen der NespiWerteilung in derKnock-outZellen im
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Vergleich zu Wildtyp (Daten nicht gezeigt). LAP2n érotein der inneren Kernmembran, zeigt
in beiden Zelllinien eine vergleichbare Verteilungd ist im Kern und an der Kernmembran
nachweisbar. (Abb. 3.30 C, D).

Abb. 3.30 Verteilung von Nesprin-1 und LAP2 in Nespn-2 (-/-) und Wildtyp Fibroblasten.

Nesprin-2 (-/-) und Wildtyp Fibroblasten wurden mit polyklonalemtkdrpern, die gegen die ABD von Nesprin-1
erzeugt wurden (Nesprin-1 ABD) (A, B) oder einemR2Aspezifischen monoklonalen Antikorper (C, D) gafa
Die Nesprin-1 Farbung war in beiden Zelllinien verghbar. Nesprin-1 war im Zellkern und im Zytosaokalisiert.
Die LAP2 Verteilung war ebenfalls vergleichbar. Dgriméaren Antikdrpern wurden mit den sekundaren
Antikdrpern -Maus-Cy3 bzw. -Kaninchen-FITC detektiert. Die DNA wurde mit DABéfarbt (blau):/-, Nesprin-

2 (-/-) und +/+, wildtyp Fibroblasten. Balken, 25 pum.

Die Expression eines dominant negativen Nesprimiggptids (GFP-tm) in COS7 Zellen hat
gezeigt, dass der damit verbundene Verlust von fegpeine Verdrangung von Emerin
verursacht, einer Komponente der inneren Kernmemfriotte et al, 2005). Deshalb wude
auch die Emerinverteilung analysiert. In den WipdBellen ist Emerin an der Kernmembran und
im Kerninneren vorhanden (Abb. 3.31, griine Pfelbe),den Nesprin-2 (-/-Fibroblasten wurde
in den Zellen mit deformierten Kernen eine Emermeaiherung in den Kernausbuchtungen
festgestellt (Abb. 3.31, weilRe Pfeile). Die AktinduTubulinfarbung war in beiden Zelllinien
gleich (Abb. 3.32).
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Abb 3.31 Emerinverteilung in den Nesprin-2 (-/-Fibroblasten.

Nesprin-2 (-/-Jund Wildtyp Fibroblasten wurden mit PFA fixiert unadt einem
Emerin spezifischen monoklonalen Antikdrper gefahbtWildtyp Fibroblasten
ist Emerin an der Kernmembran und im Kerninnererhaoden(C), bei den
Nesprin-2 (-/-) Fibroblasten wurde bei den Zellen, die Kerndeforomen
aufweisen, eine Anlagerung des Proteins in den #&esinuchtungen festgestellt
(A, B, weilRe Pfeile). Die Detektion der primaren Antikérerfolgte mit den
sekundéaren Antikdrpern-Maus-Cy3. Die DNA wurde mit DAPI gefarbt.
Balken, 10 um.

94
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Abb. 3.32 Verteilung der Aktinfilamente und Mikrotu buli in den Nesprin-2 (-/-) Fibroblasten.

Nesprin-2 (-/-)und Wildtyp Fibroblasten wurden mit PFA fixiert unohit TRITC-Phalloidin oder einem
monoklonalen anti-Tubulin Antikdrper (W3A) gefarlgsekundarer Antikdrper, -Maus FITC-Konjugat). Die
Verteilung der Filamentsysteme ist vergleichl§A). Aktinfarbung,(B) Tubulinfarbung. Die DNA wurde mit DAPI
gefarbt. -/-, Nesprin-2 (-/-und +/+,Wildtyp Fibroblasten. Die Pfeilspitzen sein auf abnorme Zellkerne. Balken,
25 pm.

3.5.2 Wachstumskurve und Zellzyklusanalyse der Npan-2 (-/-) Fibroblasten

Zellwachstum und Zellzyklus setzen das Zusammehspischiedener zellularer Vorgange in
Gang. Das Aktin-Zytoskelett ist dabei einer staadifReorganisation unterworfen. Die Mutation
eines aktinbindenden Proteins oder dessen Auseagakibnnte daher zu einer Veranderung des
Wachstums und einer Stérung des Zellzyklusproze$gbeen. Zur Uberpriifung, ob die
beobachteten Kerndeformationen bei den Nesprin-ZFidroblasten einen Einfluss auf das

Zellwachstum und den Zellzyklusverlauf haben, wuedee Wachstumskurve erstellt bzw. eine
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Zellsortierung  der unterschiedlichen  Zellzyklusgdras mittels  Durchflusszytometrie
durchgeflnhrt.

3.5.2.1 Wachstumskurve

Knock-out Zellen und Kontrollzellen wurden gezéinid mit einer Ausgangszahl von>Iduf 6-
Loch Kulturschalen verteilt. Sechs Tage lang wurde dedizZhl bestimmt und die gezahlten
Werte in einer Kurve dargestellt (Abb. 3.33). Biaock-outFibroblasten zeigten in den ersten
Tagen ein den Kontrollzellen vergleichbares Waahstiegdoch wurde ab dem dritten Tag eine
Zunahme der Wachstumsgechwindigkeit beobachtet.(3l33).

Abb. 3.33 Wachstumskurve der Nesprin-2 (-/-) und Wdtyp Fibroblasten
Knock-outZellen und Kontrollzellen wurden gezéahlt und miite Ausgangszahl
von 10 Zellen auf 6-Lochplatten ausgebrachitiglich wurde die Zahlzahl der
Zellen bestimmt. SchlieBlich wurden die Werte imegi Kurve dargestellt. Die
Zellzahl beider Zellarten stiegen bis zum zweitexg Dleich an, aber danach war
das Wachstum dédfnock-outZellen schneller als die Wildtyp Zellen. Insgesamt
wurde das Experiment dreimal durchgefuhrt; gezegyt ein reprasentatives
Experiment.Nesp.-2 -/-, Nesprin-Enock-outFibroblasten; WT, Wildtyp.

3.5.2.2 Zellzyklusanalyse
Die DNA von Nesprin-2 -/- und Wiltyp Fibroblastenuvde mit DAPI gefarbt. Die DAPI

Fluoreszenz ist proportional zur DNA-Menge der &ell und kann mittels der
Durchflusszytometrie durch das FACS-Gerfludrescencectivated cell sorter) gemessen
werden. Die Zellen wurden in drei Phasen sortiertZellen in der GO/G1 Phase, deren DNA
noch nicht repliziert ist. 2. Zellen in der G2/M &e, deren DNA repliziert worden ist und die
somit die doppelte Menge an DNA besitzen. 3. Zelteler S- Phase, die tber eine mittlere

Menge an DNA verfiigen. Das Fluoreszenzintensitaggdmm der Zellen zeigt verschiedene
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Stufen, anhand derer man zwischen drei Zellpoprati unterscheiden konnte. Die obere
Zellpopulation mit der hoheren Fluoreszenz zeigt dellen in der G2/M- Phase. Die mittlere
Zellpopulation mit der mittleren Fluoreszenzint¢fsizeigt die Zellen in der S-Phase und die
untere Zellpopulation mit der niedrigen Fluoreszeeigt die Zellen in der G1/GO Phase. Im
zweiten Diagramm wurde die Zahl der Nesprin-2 -2wb Wildtyp Fibroblasten in jeder
Zellzyklusphase in Bezug auf deren Fluoreszenzeddefit. Bei beiden Zelltypen zeigten die
Peaks, dass sich mehr Zellen in der G1/G0 Phase2®2bei den WildtygA) und 80, 24% bei
den Nesprin-2 -/{B)) befinden als in der G2/M (13,02% bei den Wildiypd 13,97%), was
daraufhin deutet, dass die G1/GO langer dauertialS52/M. Die statistische Analyse zeigte
jedoch kein Unterschied zwischen Wildtyp und Nes{ri/-.

A. Wildtyp Fibroblasten

G1/GO - 82,02%
S- 4,4%
G2/M -13,02%

G1/GO

G2M !
T

G2/M
G1/GO

B. Nesprin-2 -/- Fibroblasten

GL/GO - 80,24%
G1/Go S- 579%

G2/M -13,97%

G2/M |_ML

1/GO G2/M
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Abb. 3.34 Zellzyklusanalyse der Nesprin-2 -/- bzwWildtyp Fibroblasten mittels Durchflusszytometrie.
Nesprin-2 -/- und Wildtyp Fibroblasten wurden triypert, fixiert und die DNA mit dem fluoreszierend&arbstoff
DAPI gefarbt, wobei die Fluoreszenzintensitéat prtipaal zur DNA- Menge ist. Danach wurden die Zelenhand
ihrer Fluoreszenz nach Zellzyklusphasen in einerosfzerat sortiert. Die Abbildung zeigt insgesamteizw
Auswertungsdiagramme der Nesprin-2 -/- FibroblasterVergleich zum Wildtyp. Das erste Diagramm zedig
Fluoreszenzintensitat der ZelleA,(B links). In dem zweiten Diagramm wurde die Zahl detlen in jeder Phase
des ZellzyklusesA, B, rechts) dargestellt. Das Fluoreszenzintensitéggedimm der Zellen zeigt verschiedene Stufen
anhand deren man zwischen drei Zellpopulationerracleiden konnte. Die obere Zellpopulation mit li#neren
Fluoreszenz zeigt die Zellen in der G2/M- Phase. mittlere Zellpopulation mit der mittleren Fluozeszintensitat
zeigt die Zellen in der S-Phase und die unterepdpllilation mit der niedrigen Fluoreszenz zeigtZidlen in der
G1/GO0 Phase. Im zweiten Diagramm wurde die Zahl Mesprin-2 -/- bzw. Wildtyp Fibroblasten in jeder
Zellzyklusphase in Bezug auf deren Fluoreszenzadedjit. Fir beide Zelltypen zeigte sich, dass gieffir Zellen in
der G1/GO Phase (82,02% bei den Wild{yy) und 80, 24% bei den Nesprin-2 (B)) befinden als in der G2/M
(13,02% bei den Wildtyp und 13,97%), was daraufiieutet, dass die G1/GO Phase langer dauert al&2iigl
Phase. Die statistische Analyse zeigte jedoch kelaterschied zwischen Wildtyp und Nesprin-2 -/ll&® FL-
4A/W, DAPI Fluoreszenz;ounts Zellzahl x 1000.

3.5.3 Wundheilungsexperiment

3.5.3.1 Mikroskopische Analyse an lebenden Zellen

Nach der Identifizierung der Kerndeformationen @n&nock-outFibroblasten und dem Befund,
dass diese Deformationen keinerlei Einfluss auf delbwvachstum und die Zellteilung dieser
Zellen haben, sollte geprift werden, ob diese Deftionen einen Einfluss auf die
Beweglichkeit der Zellen haben. Dazu wurde ein Wagildngsexperiment durchgefuhrt. Im
Wundheilungsexperiment wird die Situation am Wundrainer Verletzung simuliert. Um eine
Wunde wieder zu verschliel3en, proliferieren dieleteam Wundrand und wandern von dort in
die Wunde ein. In der Kulturschale wird diese Sitra durch einen ,Schnitt“ in einer
konfluenten Zellschicht simuliert. Die hier verwenein Fibroblasten migrieren von den
~wWundrandern® in das Zentrum des ,Schnitts".

Dermale Fibroblasten der Nesprin-2-ABEnock-out und Wildtyp Mause wurden bis zum
Erreichen der Konfluenz auf Deckglaschen in 24-lppatten kultiviert. Mit einer gelben
Pipettenspitze wurde ein Schnitt in die Zellschigetnacht. AnschlieRend wurden die Zellen
sofort gewaschen und mit frischem vorgewarmtem Medversorgt. Die Zellen wurden danach
in eine 37°C warme Kammer am Mikroskop gestelle Bfunde wurde 24 Stunden lang alle 10
Minuten fotografiert. Abb. 3.35 zeigt Fotos 5, 1% und 20 Stunden nach der Schaffung der
Wunde. Wahrend bei den Nesprin-2 (-F)broblasten eine deutliche Verzdgerung des
Heilungsprozesses beobachtet wurde (Abb. 3.35,t@wigen), war bei den Wildtyp Zellen die
Wunde nach 20 Stunden komplett zugewachsen (ABB, 30 Std oben).
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Abb. 3.35 Verlauf der Wundheilung bei Nesprin-2 (<) Fibroblasten.

Dermale Fibroblasten von Nesprin-2-AB{hock-outund Wildtyp Mausen wurden bis zum Erreichen denfiKeenz
auf Deckglaschen in 24-Lochplatten kultiviert. Métner gelben Spitze wurde ein Schnitt in die Zébilisiot
vorgenommen. Die Zellen wurden danach in die 37&nker am Mikroskop (Leica) gestellt und tber 20n8an
beobachetet und ihre Bewegung dokumentiert. Dagliiesind Aufnahmen vom Zeitpunkt 0, 5, 10, 15 w2@
Stunden. Wéahrend die Wunde bei den Wildtyp Fibrstiela schon nach 20 Stunden geschlossen war, walehei
Knock-out Fibroblastender Wundschluss noch nicht vollstandBgzeigt ist ein reprasentatives Experiment.
Insgesamt wurde es dreimal durchgefiihrt. Std, SondVvT, Wildtyp; KO, Nesprin-ZKnock-out; Schwarzer
Balken, 200 pm.

3.5.3.2 Statistische Auswertung des Wundheilungssxpents

Nach der beobachteten Verzdogerung des Heilungsggegeder Nesprin-2 (-/fibroblasten
erfolgte eine statistische Analyse, um festzusteltd diese Verzdgerung statistisch signifikant
ist. Dafur wurden Bilder zum Zeitpunkt 5, 10 und $&unden nach dem Zufiigen der Wunde
verwendet. Ziel war es, die Bewegungsgeschwindigle Zellen zu messen, mit der sie in die
Wunde migrieren. Dies wurde durch die Messung demdgrol3e in Abstanden von funf
Stunden erreicht. Daflr wurde das aufgenommene fBilfl Stunden nach Zufiigen der Wunde
an sechs unterschiedlichen, zuféllig festgelegtesiti®nen gemessen. Nach fiunf und zehn
Stunden wurde sie in den selben Positionen ernemtegsen. So konnte bei jeder Position
festgestellt werden, um wieviele um pro Stunde sigh Zellen bewegten. (Tabelle 3.1, Abb.
3.36)
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Abb. 3.36 Auswertungsbeispiel des Wundheilungsexpearents.

Dargestellt ist ein Auswertungsbeispiel des Wundhegssexperiments. Drei Fotos einer Probe, die 5ud@ 15
Stunden nach Zufligen der Wunde aufgenommen wurdeinden ausgewahlt. Die Wunde wurde auf dem
aufgenommenen Bild in sechs unterschiedlichen,llmyfiestgelegten Positionen gemessen. Nach fumf zehn
Stunden wurde die Wunde in den selben Positioneruérgemessen. So konnte bei jeder Position festljes
werden, um wieviel um pro Stunde sich die Zellemvdgten, um die Wunde zu schlieBen. Std, Stundes;, Po
Position; Balken, 200 um

Das Experiment wurde fiur Nesprin-2 (-F)broblasten und fir die Kontrollzellen dreimal
durchgefihrt. Die gemessenen Werte wurden in dbell&a3.1 eingetragen. Zuerst wurden die
Wunden in cm/Std gemessen, dann in pum/Std umgasecty cm entsprach 200 pm).
Schliel3lich wurde ein Mittelwert je Zellart von ddrei Proben errechnet. Wildtyp Zellen haben
sich 40 pum/Std mit einer Standartabweichung von 4n®Std bewegt, um die Wunde zu
schlieBen. Die Nesprin-2 (-/-)Fibroblasten bewegten sich 29 pum/Std mit einer
Standardabweichung von 1,2 um/Std (Abb. 3.29). Diestéatigt die oben beobachtete
Verzdgerung der WundschlieRung bei den Mutanteroblasten (Abb. 3.28). Die in der Tabelle
3.1 présentierten Werte wurden zunachst in einaprgschen Darstellung zusammengefasst
(Abb. 3.29). Die statistische Signifikanz des betitaten Phé&notyps wurde bei der Berechnung
desp-Wertes der gemessenen Zellgeschwindigkeiten bé&diarten deutlich gemacht. Fur die
p-Wert Berechnung wurden die Mittelwerte der Zeltdesindigkeit verwendet. Der errechnete
p-Wert betragt 0,03. Dies zeigt eine hohe statiséscSignifikanz der errechneten
Zellbewegungsgeschwindigkeit zur SchlieRung der déusn.

Abb. 3.37 Signifikanz der errechneten Bewegungsgdsgindigkeiten
der Nesprin-2 -/- und Wildtyp Fibroblasten bei derWundheilung.
Diese graphische Darstellung fasst die Werte ab&llea3.1 zusammen.
Wildtyp Zellen haben sich mit 40 um/Std mit eingar®lartabweichung
von 4,9 um/Std bewegt, um die Wunde zu schlieRén.N@sprin-2 (-/-)
Fibroblasten bewegten sich mit 29 um/Std mit eBndartabweichung
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von 1,2 um/Std. Die Signifikanz des beobachteteanBtyps wurde bei
der Berechnung degp-Wertes mittels eined-Tests flr verbundene
Stichproben der gemessenen ZellgeschwindigkeiteidebeZellarten
deutlich gemacht. Fir digWert Berechnung wurden die Mittelwerte der
Zellgeschwindigkeit verwendet. Das ausgewahlte Alphtragt 0,05. Der
errechnetep-Wert betragt 0,03 (< Alpha=0,05). Dies zeigt eimghe
statistische Signifikanz der errechneten Zellbewgggeschwindigkeit
zur SchlieBung der Wunde.

-/- Fibroblasten-2 -/- Fibroblasten-3 -/- Fibroltasten-4

5h 10h 15h |5h 10h |15h [5h 10h 15h
Wundengrésse (mm) pos. 1 15 7 5 17,5 (15,1 |125 |20,4 |15 12
Wundengrdsse (mm) pos. 2 14 9 6,5 [175 |14 8 20 16,8 14
Wundengrésse (mm) pos. 3 15 9 6,5 20,5 [15 8,7 22 16,3 8
Wundengrosse (mm) pos. 4 12,2 7 0 17 12 8 18,2 13,5 7,5
Wundengrésse (mm) pos. 5 14 7 0 185 [14 8 21 19 12,5
Wundengrésse (mm) pos. 6 10,5 6 0 20,5 |13 8,7 20,8 |13 8
Mittelwert (mm) 135 |75 3 18,58113,85(8,98 |20,4 |15,6 10,3
Mittelwert (um) (7mm=200um) 384 2143 |86 |531 ([396 |257 |582,9 446 295,2
Zellgeschwindigkeit (um/5 Std) 170 129 135,21 139 137,14 |150,5
Zellgeschwindigkeit (um/Std) 34 25,7 27,05|27,81 27,43 30,1
Zellgeschwindigkeit (um/Std) Mittelwert 30 27 29
Wundengrosse (um/Std) 29

+/+ Fibroblasten-1 +/+ Fibroblasten-2 +/+ Fibrokasten-3

5h 10h 15h |5h 10h |15h [5h 10h 15h
Wundengrésse (mm) pos. 1 21 125 |35 |175 [10,5 |45 175 |85 3
Wundengrésse (mm) pos. 2 18,8 10 3 17 11 6,3 145 |9 3
Wundengrdsse (mm) pos. 3 16,5 7 0 17 10 6 17,3 12,8 5
Wundengrosse (mm) pos. 4 16,5 9 3 18 11,8 |3 17,8 |10 6
Wundengrdsse (mm) pos. 5 17 7,3 0 17 11 5 154 |11 0
Wundengrosse (mm) pos. 6 16 9 0 19 10,5 [3,5 16,5 |10 2
Mittelwert (mm) 176 |[9,13 |1,58|17,6 |10,8 |4,7 16,5 [10,2 3,17
Mittelwert (um) (7mm=200um) 504 261,0 |45 502 [309 [135 |471 |292 90
Zellgeschwindigkeit (um/5 Std) 2429 |216 193,8|173,8 180 201
Zellgeschwindigkeit (um/Std) 48,57 [ 43,1 38,76 | 34,8 35,90 40,29
Zellgeschwindigkeit (um/Std) Mittelwert 46 37 38
Wundengrésse (um/Std) 40

Tabelle 3.1 Auswertung des Wundheilungsexpments
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4. Diskussion

4.1 Nesprin-2 Isoformen haben unterschiedliche Geweverteilungen

Die grof3te Isoform von Nesprin-2 (Nesprin-2 giam} ein Molekulargewicht von 800 kDa und
besteht aus 6883 Aminosauren. Nesprin-2 giantimsfTeansmembranprotein vom Typ 1l und
besitzt mindestens drei unterschiedliche DomananNiterminalen Teil des Proteins enthélt es
eine Aktinbindungsdoméane (ABD), die aus zwei Calpdromologen Domanen (CH)
zusammengesetzt ist, im Anschluss an die ABD befistch ein langer-helikaler Abschnitt,
der vier nukledre Lokalisationssignale sowie zweudin-Zipper und 22 Spektrin-Domanen
enthalt. Der C-terminale Teil des Proteins bestelg einer einzelnen Transmembrandomaéne.
Eine N-terminale kurze Isoform (ABD-S) sowie C-temale kurze Isoformen (Nesprin-22
und 2) sind bisher identifiziert worden.

Um eine detaillierte Untersuchung des Nesprin-2 résgionsprofils durchfihren zu kénnen,
wurde im Rahmen dieser Arbeit zusatzlich zu deneitserexistierenden monoklonalen
Antikérpern, zwei neu Antikdrper hergestellt. Dexlyklonaler Antikdrper pAbK1 ist gegen die
letzten zwei Spektrin-Doméanen gerichtet, der mooioéde Antikorper K56-386-2 wurde gegen
die zweite CH-Doméne und die darauffolgenden 20dnas@uren gerichtet. Der Einatz dieser
Antikérper hat gezeigt, dass das Nesprin-2 Gen kehplex ist, und mit unterschiedlichen
Isoformen in den meisten Geweben vertreten ist.untnstochemische Analysen mit K56-386-2
an Nesprin-ZKnock-outGeweben lassen vermuten, dass in der Niere nugrdgse Nesprin-2
Isoform vorhanden ist. Westernblotanalyse mit deruhld C-Terminus-spezifischen Nesprin-2
Antikérpern an COS7 Zellen, einer Nieren Zelllinkgstéatigten diese Ergebnisse (Zletral.,
2001). Zusatzlich wurden Westernblotanalysen anmauHaut, Niere, Leber, Herz, Lunge, Milz
und Skelettmuskel durchgefihrt. Diese Gewebe exeréan unterschiedliche kurze C-terminale
Isoformen. Vergleichbare Daten wurden von Zhatgal. (2005) verdffentlicht. In der Haut
wurde eine sehr starke Expression von N- und vder@inalen Nesprin-2 Isoformen in allen
Epidermisschichten beobachtet. Auch wurde in die€ggan fir Nesprin-1 und Nesprin-2 eine
unterschiedliche subzellulare Lokalisierung festigjis Wahrend Nesprin-1 an der Zellperipherie

zu finden ist, weist Nesprin-2 eine deutliche Keemnitoran Lokalisierung auf.
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Unsere Daten und die Resultate aus anderen Arbgisgn sind ein Hinweis dafir, dass das
Nesprin-2 Gen sehr komplex ist und fur viel melofésmen kodiert als bis jetzt angenommen

wurde.

4.2 Die Lokalisation von Nesprin-2 am Kern ist Lammn A/C abhangig

Libotte et al. (2005) zeigten, dass der C-Terminus von Nespiim-4tro undin vivo an Lamin
A/C und Emerin bindet. Diese Daten stimmen mit &reit in vitro Experimenten Uberein in
denen gezeigt wurde, dass Nesprin-1 ebenfalls migrth und Lamin A interagiert (Mislowet
al., 2002). Im Rahmen dieser Arbeit wurde durch Uniglsngen an Lamin A/&nock-out
(KO) Fibroblasten festgestellt, dass die NesprlmeRalisierung in der Kernmembran Lamin A/C
abhangig ist. Durch immunzytochemische Analysende&ueine Nesprin-2 Umverteilung ins
Zytoplasma in diesen Zellen festgestellt. Die Rgheit unserer Ergebnisse wurde durch
Uberexpression des HA-Lamin A Fusionsproteins iesedn Zellen bestatigt. Durch die
Expression von Lamin A wurde &hnlich wie im Wildtygesprin-2 wieder am Kern der
transfizierten Mutanten lokalisiert (Abb. 3.9). Bé Ergebnisse unterstiitzen die Daten von
Libotte et al. (2005) in denen eine Nesprin-2 Abhangigkeit vomlraA/C gezeigt wurde. Die
Expression des auf Lamin A/C dominant negativ widen Protein&XenopusGFP-LaminB1 2

in COS7 Zellen fuhrte zu einer Umverteilung von arm. In den transfizierten Zellen lag
Lamin A in kleinen intranuklearen Aggregate vor undiesen fand sich ebenfalls Nesprin-2.
Um diese Nesprin-2 Abhangigkeit von Lamin A/C einder beiden Lamin Isoformen
zuzuordnen, wurde die Verteilung von Nesprin-2 én Haut untersucht. In der Haut sind Lamin
Proteine unterschiedlich exprimiert. Wahrend Lamth in allen Schichten der Haut
einschliesslich der basalen Schicht vorkommt, &nln A nur in den dermalen Fibroblasten und
in der oberen Schicht der Epidermis vorhanden (Wlersaet al, 2001). Nesprin-2 ist dagegen in
allen Schichten der Haut nachweisbar und die Abmlesie von Lamin A in der basalen Schicht
hat keinen Einfluss auf die Nesprin-2 Expressiobl{A3.10). Wir schliessen daraus, dass Lamin
C ausreichend ist fir eine normale Nesprin-2 Lakaliung an der KernmembraAhnliche
Ergebnisse wurden von (Zhaegal, 2005) fuir SW13 Zellen gezeigt, denen Lamin A tteRlr
Nesprin-1 wurde ebenfalls eine Lamin A/C Lokalisiegaabhangigkeit festgestellt. In humanen

Fibroblasten mit der homozygoten missense Lamin AVDtation Y259X wurde eine
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Umverteilung von Nesprinlund Emerin beobachtet. Die Uberexpression von hamin diesen
Zellen war ausreichend, um eine normale Verankeheider Proteine in der Kernmembran zu
erhalten (Muchiret al, 2003). Die Abhéngigkeitsbeziehung von Lamin Ai@lwen Nesprinen
scheint in der Evolution konserviert zu sein unddeuebenso il€. elegandeschrieben. Fur die
ANC1 und UNCB84 Lokalisierung an der Kernmembran dg Anwesenheit von Lamin A
notwendig (Leeet al, 2002). ANCL1 ist der Nesprin-2 Ortholog @ elegansUNCB84 ist eine
Komponente der inneren Kernmembran. FQ@. elegans wurde ein Brickenmodell
vorgeschlagen, bei dem ANC1, das Protein der aof3¢eenmembran, durch eine strukturelle
Brucke, die aus UNC84 und anderen assoziierteneidsst besteht, mit der Kernlamina
interagiert (Leeet al, 2002).

Die Daten von Libottest al. (2005) lassen die Vermutung zu, dass Lamin A/C kinen die
Lokalisierung und die Funktion von Nesprin-2 neg&ieeinflussen. Zwischen den Aminoséuren
243-566 von Lamin A/C, dem Interaktionsbereich RNésprin-2, liegen 34 bekannte potentielle
Mutationen, die zu Laminopathien fihren (Burke &telwart, 2002; Hutchison, 2002; Novedti
al., 2002; Worman and Courvalin, 2004). Laminopathsamd Krankheiten, die Stérungen in
unterschiedlichen Geweben hervorrufen wie z.B. kel&tmuskel. Interessanterweise sind die
Nesprin-1 und Nesprin-2 Isoformen im Skelettmusitatk exprimiert. Genetische Daten vVdn
melanogasterzeigten, dass das Nesprin Ortholog MSP 300 eihe w&htige Rolle bei der
embryonalen Muskelmorphogenese spielt (Rosenbesgittd al., 1996).

Mutationen in Lamin A/C kdénnen demzufolge die Binduan Nesprine schwéachen, was den
Funktionsverlust dieser Proteine zur Folge habemt& Jedoch sind weitere Experimente notig,
um die Beteiligung der Nesprine in Laminopathien lmstatigen. Durch eine Analyse der
Nesprin-2 Lokalisation in den entsprechenden Meatankann moglicherweise auch die
Bindestelle des Nesprin-2 an Lamin A/C weitreinggemerden.

4.3 Subzellulare Lokalisierung und mogliche Funktimen von Nesprin-2
Isoformen

KASH Proteine kénnen den Kern mit den drei versddnen zytoplasmatischen Netzwerken,
dem Aktinzytoskelett, mit dem Zentrosom und mit deBolgiapparat verbinden: Diese

Verbindung lasst vermuten, dass die KASH Protemalar aul3eren Kernmembran lokalisiert
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sind (Leeet al, 2002). Die Interaktion von Nesprin mit den inmedéernmembranproteinen
Lamin A/C und Emerin war ein Hinweis darauf, dagsse Proteine ebenfalls in der inneren
Kernmembran lokalisiert sind (Misloet al, 2002; Libotteet al, 2005; Zhanget al, 2005). Der
Nachweis hierfur erfolgte durch immunelektronenmogkopische Untersuchungen mit den
verschiedenen Antikorpern, die die Lokalisation d&®teins an der inneren und &ausseren
Kernmembran und im Zellkern bestatigten.

Unklar ist, wie riesige Proteine wie Nesprin-2 iendZellkern gelangen, da normalerweise
Proteine, die grol3er sind als 60 kDa, die Kernpamet passieren kdénnen (Soullam and
Worman, 1995; Pante and Kann, 2002). Eine Mdglithis¢ dass dies wahrend der Mitose
passiert, da sich zu diesem Zeitpunkt bei vield@aperontischen Zellen der Zellkern auflost.

Bei Zhanget al. (2005) wurden &hnliche Ergebnisse durch elektromieoskopische und
immunhistochemische Analysen an Myoblasten und Myen erzielt. Zusatzlich wurde gezeigt,
dass bestimmte Nesprin-2 Isoformen in den Mitochiend im endoplasmatischen Reticulum
(ER), in der Plasmamembran und im sarkoplasmatmsé&tetikulum (SR) vorhanden sind. Diese
Daten sind ein weiterer Hinweis dafir, dass daphie® Gen sehr komplex ist. Ausserdem wird
vermutet, dass das Gen fur viel mehr Isoformenéwdils bisher angenommen. Aktuelle Daten
Uber das verwandte Klarsicht Proteildnmelanogasterdas mit den Nesprinen die C-terminale
KASH-Domane gemeinsam hat, haben gezeigt, dassKi#asicht Gen flur mindestens drei
Isoformen kodiert, die unterschiedliche Lokalisagno und Funktionen aufweisen (Gabal,
2005). Die Klarsicht -Isoform, die durch die KASH Doméane an der Kernmeanblokalisiert
ist, spielt eine Rolle bei der Kernmigration in demotorezeptoren im Auge. Dielsoform wird
durch die LD-Domane an Lipidtropfchen (Lipidblasoheverankert und koordiniert so den
Lipidtransport inD. melanogaster.

Ahnlich wie das Klarsicht Protein konnten die Nés{# Isoformen je nach Lokalisierungsort
verschiedene Funktionen ausuben. Die Isoformen, imigler Kernmembran und im Kern
lokalisiert sind, kdnnen eventuell bei der Orgamsaund bei der Stabilitatserhaltung des Kerns
durch dessen Verankerung an das Aktinzytoskela#t wiichtige Rolle spielen. Dies wurde im
Rahmen dieser Arbeit bei der Analyse der Nesprikrdck-out Fibroblasten, bei denen die

grosse Nesprin-2 Isoform fehlt, festgestellt. lasgin Zellen wurden Kernmembrandeformationen
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bzw. diskontinuitdten beobachtet, was auf einerrivgerte Stabilitat der Kernmembran
hindeutet.

Manche Spektrinproteine interagieren spezifisch@nganellen im Zellinneren und vernetzen sie
mit dem Zytoskelett (Windeet al, 1995; De Matteis and Morrow, 2000). Die Nesprin-2
Isoformen, die an den Mitochondrien und am ER vertnd, konnten durch &hnliche
Mechanismen diese beiden Organellen mit dem Aktosielett vernetzen. Unsere Analysen
zeigten, dass sich auch im Kerninneren sowohl ABB-auch C-terminale Nesprin-2 Isoformen
befinden. Die ABD-Isoformen konnten nukle&res Aldinden, fur das mittlerweile bewiesen ist,
dass es eine Rolle bei der Chromatin-Organisatien,Transkription und dem RNA-Transport
spielt (Randcet al, 2000; Pederson and Aebi, 2002; Echevaetial, 2003; Shumakeet al,
2003).

Die starke Expression von Nesprin-2 im SR lasstmuen, dass Isoformen des Proteins
Organellen wie das SR und die Mitochondrien mit deéenn oder den Sarkomeren verbinden
kénnten. Andere Isoformen konnten diese Organeti@éh dem Aktinzytoskelett oder der
Plasmamembran vernetzen. Ausserdem konnte Nespre@ir2 strukturelle Rolle bei
Muskeldifferenzierung spielen (Zhaegal, 2005).

4.4 Analyse der Nesprin-Xnock-outMause

Zur Funktionsuntersuchung von Nesprin-2 wurde &lasprin-2 ABD defiziente Mauslinie 1999
in der Arbeitsgruppe Walz in Freiburg generierte diesprin-2 als Interaktionspartner von
Polycystin, einem Kationenkanal. Durch die Rekorabon deskKnock-outVektors, bei dem die
Exons zwei, drei und vier durch eine Neomycin-Resiz-Kassette ersetzt worden sind, sollte
das Gen vollstandig inaktiviert werden. Die Knoak-&trategie wurde so gewahlt, dass selbst
durch alternatives Splei3en zwischen dem Exon @masExon finf das Leseraster nicht wieder
hergestellt werden kann. Nesprin-2 defizienten Ma{idesprin-2 (-/-)) sind lebensfahig, fertil
und zeigen keine erkennbaren Abnormalitdten geganhldtyp-Tieren. Adulte Nesprin-2 (-/-)
Mause zeigen gegenuber ihren gleichgeschlechtliéeschwistertieren keine Unterschiede in
KorpergrofRe und Form. Die Knock-outs haben vergiicmit den Kontrolltieren eine ahnliche
Sinneswahrnehmung und zeigen keine motorischen&higieiten. Die ersten Analysen an

diesen Mausen wurden an Haut, Niere und Gehirnhdgfcihrt. Durch Verwendung von
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Antikérpern, die gegen den N- und C-Terminus vorspiim-2 gerichtet sind, wurde festgestellt,
dass die C-terminalen Isoformen des Proteins ngphreiert werden. Diese Resultate wurden in
Westernblotanalysen an Homogeaten von Nesprin-R Kibroblasten bestatigt. Dies bedeutet,
dass das Nesprin-2 Gen nur partiell inaktiviert deyrso dass nur die die ABD-enthaltenden
Isoformen einschliel3lich der grof3en Isoform defetierden sind. Wahrend in Haut und Niere
keine Farbung mit K56-386-2 zu sehen war, konntemianchen Gehirnregionen wie dem
Hippocampus eine normale Verteilung von Nesprire@dachtet werden.

K56-386-2 wurde gegen ein Protein generiert, dastdii2 Domane der Nesprin-2 ABD und die
darauffolgenden 200 Aminoséauren enthélt. Die peesitiSignale im Hippocampus kdnnten durch
die Expression von Isoformen erklart werden, dieidosduresequenzen enthalten, die sich an
die ABD anschliessen. Eine ausfiihrliche Analyse Nesprin-2 Gens deutet daraufhin, dass
durch alternatives Splei3en Exon eins und Exon &ohtbinieren kdnnen. Dadurch kdnnten
Isoformen generiert werden, die einen Teil des Bhsesumfassen, der im fur die Immunisierung
verwendeten Protein vorhanden war.

Mikroskopische Analysen an dermalen Nesprin-2 fFibyoblasten haben gezeigt, dass die Kerne
dieser Zellen Deformationen aufweisen. Elektronémoskopische Aufnahmen zeigten
kugelférmige Ein- und Ausbuchtungen der Kernmembizusatzlich wurden Diskontinuitaten
der Kermembran in diesen Ein- und Ausbuchtungetyéstellt. Dies deutet auf eine Instabilitat
der Kernmembran in diesen Zellen hin und bestéligt Bedeutung von Nesprin-2 in der
Aufrechterhaltung der Kernarchitektur und bei desrddnembranstabilitdt. Nesprin-1 dagegen
scheint diese Rolle nicht zu besitzen. Dies wurde der Analyse von transgenen Mausen
festgestellt (Apekt al, 2000). In den Muskelzellen dieser Mause ist Naspr(Syne 1) durch
die Uberexpression eines dominant negativ wirken@eoteins nicht vorhanden. In den
Muskelzellen dieser Mause wurden keine Kerndefaonah beobachtet.

Weitere Komponenten der Kernmembran sind in derpiite2 (-/-) nicht beeinflusst durch den
Verlust des Proteins und weisen einer normale Weng auf. Bemerkenswert ist dies fir
Emerin. Emerin ist ein Protein der inneren Kernmeanhund ist in der Lage mit sich selbst und
mit anderen Kernproteinen wie Lamin A/C Interakganeinzugehen (Bengtsson and Wilson,
2004). Libotteet al. (2005) zeigten, dass Nesprin-2 Emerin an der Kemmonan stabilisiert

durch eine Interaktion der letzten zwei SpektrimiZmen von Nesprin-2 mit Emerin. Die
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Nesprin-2 (-/-) Fibroblasten weisen eine normaleeEmVerteilung auf. Dies deutet daraufhin,
dass das Fehlen der grossen Nesprin-2 Isoform KE&meirkung auf die Emerinverteilung hat
und dass die Stabilitdt dieses Proteins an derrfembran durch die C-terminalen Isoformen,
die die Emerinbindungsdoméanen enthalten, gewéateteisrd.

Uberraschenderweise haben die Kerndeformationerdein Knock-out Fibroblasten keinen
Einfluss auf das Zellwachstum und die ZellteiluBggegen lasst die reduzierte Zellmigration in
Wundheilungsexperimenten auf eine Rolle von Nespiirei der Zellbewegung schliessen.

C. eleganaund D. melanogastetassen als einzige einen Einblick in die Funktiem Nesprine
zu. Eine Inaktivierung des ANC1 Gen @ eleganszerstort die regelmafligen Abstdnde der
Kerne in den mehrkernigen Zellen (Hedgecock andnidum, 1982). Eine Mil3lokalisierung von
Mitochondrien wurde ebenfalls in den Zellen mit AN@Autationen beobachtet (Lest al,
2002). Diese ANC1 Kernverankerungsdefekte habenm lkdiee drastischen Effekte auf diz
elegansTiere. Dagegen sind Mutationen Dmosophila melanogastéviSP-300 Protein letal. Die
Embryonen sterben aufgrund von Defekten in der Muims&rphogenese (Rosenberg-Hasson
al., 1996).

FUr Saugertiere wurde bis jetzt kein Nesgfimock-outModel veréffentlicht. Nesprin-2 spielt
eine entscheidende Rolle in wichtigen Prozessearivatb des Kerns durch seine Bindung an
LaminA/C und durch die Stabilisierung von Emerindier inneren Kernmembran (Libotée al,
2005). Dies und die oben genannten DatenDauselanogasteundC. elegandassen vermuten,
dass eine Nesprin-Bnock-outMaus Defekte in unterschiedlichen Geweben aufweigmnte.
Es bleibt jedoch &aulRerst schwierig, einen kompieKaock-out des Nesprin-2 Proteins zu
generieren, da das Gen 115 Exons besitzt und eineme Vielfalt an Isoformen besitzt.
Zusatzlich ist bei so einem riesigen Gen nicht ,klab diese Isoformen Produkte durch
alternatives SpleiRen sind und/oder ob sie durtgrradtive Promotoren in den Introns reguliert
werden. Obwohl das homologe Nesprin-1 eine andesgeBeverteilung hat (Apat al, 2000;
Zhanget al, 2001; Padmakumaat al, 2004) und andere Funktionen auszulben scheirdl &p
al., 2000; Goughet al, 2003; Fan and Beck, 2004; Patal, 2005), konnte Nesprin-1 die
Abwesenheit von Nesprin-2 ausgleichen. AuRerdermagtzahlreiche Isoformen, die einen Tell

der Nesprin-2 Funktionen tbernehmen kdnnen. Genagden seiner Grof3e bleibt es jedoch ein
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ehrgeiziges Unterfangen die vollstdndige Funktiom Wesprin-2 als struktureller Organisator
der Zellkernmembran und des Aktin-zytoskeletts akiren.

Lamin A/C Knock-outMause entwickeln muskulare Dystrophien ab dertemet.ebenswoche,
dann sterben sie in der achten Woche nach der Gebeir embryonalen Fibroblasten dieser
Méause wurden Kerndeformationen beobachtet in Foom kugelformigen Ausbuchtungen der
Kernmembran (Sullivaret al, 1999). AuRerdem konnte in den Zellen von Musk&ticdphie
Patienten sowie bei Progerie Patienten ebenfaltadéormationen festgestellt werden (Eriksson
et al, 2003; Reichartet al, 2004). Ahnliche Deformationen wurden bei Nesg&ir(-/-)
Fibroblasten beobachtet. Dies ist ein Hinweis filneendgliche Beteiligung von Nesprin-2 in
Laminopathien. Durch die Lamin A/C Abwesenheit bBunktmutationen kdnnte die Interaktion
von Lamin A/C mit wichtigen Kernproteinen wie z.@n Nesprinen gestort werden. Dies kbnnte
zu einer Destabilisierung der Kernmembran fihreshinrKerndeformationen resultieren.

Ein anderer Hinweis fur die mogliche Nesprin-2 Hegang in Laminopathien ist seine
Ahnlichkeit mit Dystrophin. Dystrophin und der nilim assoziierte Dystrophin-Glycoprotein
Komplex (DGC) sind Proteine, die das Aktinzytoskieteit der extrazelullaren Matrix verbinden.
Mutationen in diesen Komponenten verursachen Mdgké&lophien vom Typ Duchenne beim
Menschen (Burke, 2001). Dystrophin und Nesprinf2l stark exprimiert in Muskel, sind riesig,
binden Aktin und besitzen Spektrin-Domanen und lkdnmntrazellulare Organelle mit der
Plasmamembran verbinden (Djinovic-Carugbal, 2002; Gimonaet al, 2002; Ostlund and
Worman, 2003). Eine kontinuierliche Verbindung vaellkern zur Plasmamembran ist gut
vorstellbar, bei der Nesprin-2 die Verbindung zusillkern und zum Zellkerninneren herstellt,
im Zytoplasma an Aktinflamente bindet, die wiederwon Dystrophin gebunden und mit der
Plasmamembran und schliesslich der extrazellul&atrix Gber den Dystroglykankomplex
verbunden sind. Interessanterweise hat man beerRati mit Muskeldystrophien auch eine
inkorrekte Lokalisierung von Kern und Mitochondribaobachtet (Burket al, 2001; Mounkes
et al, 2003a).
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5. Zusammenfassung

Nesprin-1 and Nesprin-2 (auch Enaptin and NUANCEagat) sind Mitglieder der-aktinin
Superfamilie, die sich durch eine Aktin-bindende ni2me, einen elongierten Bereich mit
Spektrindomanen und eine C-terminale Transmembganweauszeichnen, mit der sie in der
Kernmembran verankert sind. Sie sind riesige Pretand gehen viele Interaktionen mit anderen
Proteinen ein, unter anderem den KernkomponentemrnLA/C und Emerin.

Im Rahmen dieser Arbeit wurde die Nesprin-2 Lolalen am und im Zellkern mit Hilfe von
neu etablierten Antikdrpern gezeigt und neue Isoéor bestatigt. Die Nesprin-2 Lokalisation am
Zellkern ist LaminA/C abhangig, wobei Lamin C ausné um diese Lokalisierung zu
stabilisieren. Nesprin-2 (-/-) Mause sind charaktert worden und der Defekt im Gen ist
aufgeklart worden. Diesen M&ausen fehlen Isoforndenen die Aktin-bindende Domaéne fehlt, u.
a. die langste Isoform, die vom Nesprin-2 Gen kadigrd, wahrend C-terminale Isoformen vom
Gendefekt nicht beriihrt sind. Die Mause zeigen kaiffensichtlichen Defekte. Jedoch weisen
Nesprin-2 (-/-) Fibroblasten Kerndeformationen aaf Form von kugelférmigen Ein- und
Ausbuchtungen sowie Diskontinuitaten der Kernmemb#hnliche Kerndeformationen wurden
in Zellen von Patienten beobachtet, die an Lamitiopa leiden. In Wundheilungsexperimenten
wurde eine erhebliche Beeintrachtigung bei den Nesp (-/-) Fibroblasten beobachtet. Sie
waren nicht in der Lage eine Wunde in der gleicheit zu schliessen wie Wildtyp Fibroblasten.
Unsere Resultate deuten auf eine Instabilitét dernkembran in diesen Zellen hin und
bestatigen die Bedeutung der grossen Nesprin-2orsofbei der Aufrechterhaltung der
Kernmembranstabilitat, Kernarchitektur und Zellbgiighkeit. Nesprin-2 ist somit ein neuer

Kandidat fur die Auslésung von Laminopathien und skkldystrophien des Menschen.
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6. Abstract

The vertebrate proteins Nesprin-1 and Nesprin-2o(akferred to as Enaptin and NUANCE)
together with ANC-1 ofCaenorhabditis eleganand MSP-300 ofDrosophila melanogaster
belong to a novel family of alpha-actinin type adbinding proteins residing at the nuclear
membrane. Nesprinig€ a new lamin- and emerin-binding protein of tluelear envelope.
Polyclonal and monoclonal antibodies generated nagathe C-terminus and N-terminus
respectively showed that nesprin-2 isoforms locatethe outer and inner nuclear membrane, in
the cytoplasm as well as within the nucled& demonstrate also that nesprin-2 isoforms are
expressed in a wide range of tissues. Our stud®s iadicate that the nuclear envelope
localization of nesprin-2 depends on lamin A/C #mel expression of lamin C is sufficient for a
proper localization of nesprin-2. This is undertingy our findings in fibroblast cells of Lamin
A/C Knock-out mice where we observed an alterettiligion of nesprin-2. In order to reveal
the functions of nesprin-2 and its link to humasedise, we analysed nesprin-2 Knock-out mice
which do not express the ABD-isoforms of the prmotdihese mice do not show any phenotype
but at the cellular level we observed nuclear defdion in form of blebs und disruptions of the
nuclear envelope. Similar deformations were obskrve laminopathies patient cells.
Furthermore, a wound healing experiments showeefectlin the motility of these cells. These
results propose a role of nesprin-2-ABD isoformgnaintaining of nuclear membrane stability
and nuclear architecture as well as cell motililge Data suggest a potential involvement of this

multi-isomeric protein in human diseases.
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