Diese Arbeit ist denen gewidmet,
die mir voran gingen,
die an meiner Seite stehen

und denen, die mir folgen werden.



Molekulare und funktionale Analyse der

elastischen Eigenschaften von Titin

Dissertation zur Erlangung des akademischen Grades des
Doktors der Naturwissenschaften

(Dr. rer. nat.)

eingereicht im Fachbereich Biologie, Chemie, Pharmazie

der Freien Universitat Berlin
vorgelegt von

Michael H. Radke

aus Berlin

November 2006



1. Gutachter : Prof. Gotthardt

2. Gutachter : Prof. Rathjen

Disputation am 22.Dezember 2006



Danksagung:

Bei Herrn Professor Gotthardt mochte ich mich nicht nur fir die freundliche Aufnahme in
seinem Labor, die Hilfestellung bei der Bearbeitung des Themas, die gute Betreuung und
Zusammenarbeit bedanken, sondern auch fur die Bereitstellung der finanziellen Mittel, um
dieses Projekt zu bearbeiten. Seine konstruktive Kritik, Ermunterung und stets gewdahrte
Unterstlitzung trugen malRgeblich zum Erfolg dieser Arbeit bei.

Herrn Prof. Rathjen danke ich fiir Bereitschaft das 2. Gutachten zu erstellen und fir
die Ubernahme des Vorsitzes der Priifungskommission.

Bei der gesamten Arbeitsgruppe Gotthardt mdchte ich mich fir die stets freundliche
und kooperative Zusammenarbeit und die Bereitschaft zu fachlichen Diskussionen, sowie fur
die grol3en und kleinen Hilfestellungen im Labor bedanken.

Mein besonderer Dank gilt hier unserer Technischen Assistentin Beate Goldbrich die
durch ihren unermudlichen Einsatz sowohl bei der Genotypisierung als auch bei
Klonierungen, PCRs, Southernblots und vielen weiteren Arbeiten im Labor wesendlich zum
gelingen der Experimente beigetragen hat. Ebenfalls bedanken mdchte ich mich bei Katy
Raddatz fur die Hilfe bei allen Proteinbiochemischen Fragen und bei Stefanie Weinert fir die
Hilfe bei Fragen zur Immunhistochemie und Mikroskopie. Auch bei unseren TA-Schilerinnen
Katrin R&bel und Cathrin Rudolph mochte ich mich fir die Unterstitzung bei der
Immunfluoreszenz-Farbung bedanken.

Ich mdchte mich weiterhin bei Prof. Granzier und seiner Arbeitsgruppe bedanken, der
mich wé&hrend meines Forschungsaufenthalts in Pullman, Washington aufnahm und
unterstitzte. Mein besonderer Dank gilt hier Dr. Jun Peng fiir die Unterstitzung bei den
Versuchen am isolierten Herzen, Yiming Wu fur die Durchfihrung der Experimente zur
Muskelfasermessung, Xiuju Luo fur die RNA Chipanalyse und Mark McNabb fir die
elektronenmikroskopischen Analysen.

Ebenfalls méchte ich mich bei Lynne Nelson fiir die exzellente Unterstiitzung bei den
echokardiographischen Untersuchungen bedanken.

Auch bei der Arbeitsgruppe Morano und besonders bei Dr. Karczewski bedanke ich
mich far die Bereitstellung der Ausristung zur Vermessung und Analyse der
Kardiomyozyten.

Besonders bedanken mochte ich mich auch bei der Arbeitsgruppe Willnow fur die zur
Verfugunkstellung der ES-Zellen, sowie die freundliche und hilfsbereite Unterstitzung bei
Zellkulturexperimenten und der Mdglichkeit der Mitbenutzung der Laborgeréatschaften. Mein
besonderer Dank hier an Dr. Helle Petersen und Dr. Tilmann Breiderhoff fir die Einfihrung
in die Geheimnisse der ES-Zellkultur. Ebenfalls bedanken md&chte ich mich bei Susanne
Schitz und Katja Becker fur die Injektion ES Zellen.

Vielen Dank



Inhaltsverzeichnis

1 ZUSAMIMENTASSUNG ...ttt bttt b bbb n e 1-1
2 ADSIFACT ...t 2-3
3 EINIEIIUNG oot eenenre s 3-5
3.1 DAS HEIZ ... 3-6
3.2 DS SANKOIMEN ...ttt bbbttt 3-7

K T N I | O P PSSRSO 3-9
3.3.1 Das Titin FIlamentSyStem.........cccviiiiiiiieie s 3-9
3.3.2 Titins elastische EIEMENTE ........cvviiiiecceee e 3-11
3.3.3 Titing BiNAUNQSPAITNET .........viiieiece et 3-13
3.34 Titin bei Herzkrankheiten ... 3-15

3.4 KNOCKOUL TECANOIOGIE ......veiiiiiee e 3-16
3.5 ZIele der ADRIT ......cei e e 3-19

4 Material und Methoden ..........coiiiiiiiiii e 4-21
4.1  Molekularbiologische Methoden: ............ccooeiieiiciicic e 4-21
41.1 CheMIKAIIEN. ..o 4-21
412 0110 o =] o PP U PR RPPR PP 4-21
4.1.3 BaKterien-StammM ........ccoiiiiiieieieie e 4-21
414 GBIALE ...ttt b et an e be e nr e re e 4-21
4.15 ] £ USSR 4-22
4.1.6 PLASIMITE ...t 4-22
4.1.7 ENZYIME .o 4-23
4.1.8 DN - 1o L= LA o] TSRS 4-23
419 Polymerase-Ketten-Reaktion (PCR) .......ccccooviiiiiiiiiiienc e, 4-24
4.1.10 Real Time RT-PCR (TaQMaN).......cccciueiieeieiierireieseesieseeseesiesseesinesaesneessens 4-27
4.1.11  GeleleKtrOPNOTESE .....ccuveiveeiecieecie ettt 4-28
4.1.12  Aufreinigung von DNA aus Agarose-Gelen ..........cccoveveneeieninnneniesee e, 4-29
4.1.13  Klonierung von DNA Fragmenten und VEKIOren..........cccocveriienivnicinennenn 4-30
4.1.14  Generierung der Targeting-VektOren.........cccocveveieeneeiesieese e, 4-30
4.1.15  SEOUENZIEIUNQ c.vveveerieeiee st ste ettt ste e steeste e s raestessaesaeetesneesraenneaneesaeens 4-31



4.1.16  Southernblot mit genomischer DNA...........cccoiiiii e, 4-32
4.1.17  Proteinpraparation..........coeieeiieieiie e e see st e e sreesreeaesneeseens 4-32
4.1.18  ProteinkonzentrationsheStimmUNG ..........cccoovriiinieiieiee e 4-33
I S Y 1 11 (o] T SO 4-34
4.1.20  WESEEINDIOL. ..o s 4-35
4.1.21 Préaparation von Herzen fir Histologische Untersuchungen............cccccc...... 4-35
4122 H&E Farbung an Parafinschnitten des Herzens .........c.cccocceviieineieninnnnen, 4-36
4.1.23  Azan novum Farbung an Parafinschnitten des Herzens...........ccccococevvnienne. 4-36
4.1.24  IMMUNTIUOTESZENZ.....cviiiiiiiecice e 4-36
4.2 Zellbiologische MethOTEN............ccveiiiiiiieie e 4-37
421 ZEHKUITUE GBI ...ttt 4-38
422 4] 1 - o USRS 4-38
4.2.3 Material fir die ZEHKUITUT..........cccoviiii e, 4-38
4.2.4 Zellkultur Medien, Lésungen und Chemikalien ...........cccccovvveveiiciiciecinennnn, 4-39
4.2.5 Beschichtung von Zellkulturschalen mit Gelatine............ccccooovviiieieiinnnnn, 4-40
4.2.6 Erzeugung priméarer Fibroblasten ..o, 4-40
4.2.7 Kultivieren / Passagieren von Zelllinien...........cccocvvveveeve e 4-40
4.2.8 Einfrieren und Auftauen von Zellen ..., 4-41
429 Inaktivieren von Fibroblasten ... 4-41
4210  ES-ZEll-TArgeting.....ccoceiirieiiiieieieie e 4-41
4.2.11  Isolation adulter KardiomyOzyten.........ccceiiverreresieene e seese e sieesie e, 4-43
4.2.12  Kontraktionsmessung der Kardiomyozyten...........ccccoevevveieeiesieesieesiesnesnen, 4-44
4.3 FUNKEIONEIHE STUTIEN ..o 4-44
43.1 Haltung und Verpaarung der VEersuchStiere ..........ccoceoererenineneneeieee, 4-44
4.3.2 Isoliertes arbeitendes Herz nach Langendorf..........cccccoevieiveiiiicieciecnnn, 4-44
4.3.3 Echokardiographie...........ccvooi i 4-46
434 Induktion von Hypertrophie durch adrenerge Stimulation..............c.ccc........ 4-46
4.4  Auswertung der Daten und Statistische Analyse ........cccoeviiiiinininneneseen, 4-46
T =t 0 T=1 o 111 OSSR 5-48

5.1  Klonierung der Targeting Vektoren und Rekombination der N2B und PEVK-

Region5-48

5.11
5.1.2

NZ2B TaIGELING ...veveviieitieiieie ettt bbb 5-48
PEVK TargetiNg ....ccveieiieciieie st ste ettt nne e 5-50



8

9

5.2  Erzeugung N2B- und PEVK- defizienter MAUSE ..........cccevveieerveresienie e e, 5-52
Uberpriifung der N2B bzw. PEVK Defizienz auf genomischer Ebene............cccc......... 5-53
5.3  Analyse der N2B- bzw. der PEVK- defizienten Tiere.........cccceovvvivienneniennennnn, 5-54
5.3.1 Expressionsanalyse der mutierten Titin RNA-Transcripte.........ccceevevvrvnnne. 5-54
5.3.2 Analyse der mutierten TitiNProteiNe.........cceevevveve i 5-56
5.3.3 Phanotypische Analyse der N2B- und PEVK-defizienten Tiere.................... 5-59
5.34 Analyse von Funktion und kontraktilen Eigenschaften des Herzens............. 5-66
535 Einfluss der Deletionen auf Bindungspartner von Titin in der I-Bande........ 5-74
5.4  Zusammenfassung der ErgebniSSe .......cccoiiiiiiiiininiiieeee e 5-80
DISKUSSION ...ttt sttt b ettt s be e be e e e beenbeeneenreas 6-82
6.1  Generierung der N2B- und PEVK-Knockout-Modelle.........c.cccccoevvervivicinennenne. 6-82

6.2 Der Aufbau der Sarkomere in N2B- und PEVVK-defizienten Tieren ist nicht
DEEINTIACHTIGL. ...t 6-83

6.3  Erhohte passive Steifheit und diastolische Dysfunktion in N2B-und PEVK-

QI ZIBNEEN TN .. eeeee e e ettt e e e e e e ettt e e e e e e e e e eeeeas 6-84

6.4 Die kontraktile Funktion ist in N2B defizienten Kardiomyozyten erniedrigt, in

PEVK defizienten Zellen erNONt...........ooov i 6-86
6.5  Die I-Bande als Schnittstelle zwischen Signaltransduktion und Biomechanik.....6-88
6.6  WeiterfUhrende StUIEN............ccooiiiiiiiceee e 6-92
6.7  Abschlielende Bewertung der Ergebnisse.........cccooviieiiiiiiieniesiece e 6-94

N 4] = Vo USSP 7-95
7.1 Verzeichnis der Tabellen...........ccoviiiiiiii e 7-95
7.2 Verzeichnis der ADDIAUNGEN.........coviiiiii e 7-95
7.3 Verzeichnis der ADKUIZUNGEN ..o 7-96

Verzeichnis der erfolgten Publikationen...........cccccooveiiii i, 8-98

L O AUV ZEICIINIS, e e 9-98



	Inhaltsverzeichnis
	1 Zusammenfassung 
	2  Abstract 
	3  Einleitung 
	3.1 Das Herz  
	3.2 Das Sarkomer 
	3.3 Titin 
	3.3.1 Das Titin Filamentsystem 
	3.3.2 Titins elastische Elemente 
	3.3.3 Titins Bindungspartner 
	3.3.4 Titin bei Herzkrankheiten 

	3.4 Knockout Technologie 
	3.5 Ziele der Arbeit 

	4  Material und Methoden 
	4.1 Molekularbiologische Methoden: 
	4.1.1 Chemikalien  
	4.1.2 Lösungen 
	4.1.3 Bakterien-Stamm 
	4.1.4 Geräte 
	4.1.5 Kits 
	4.1.6 Plasmide 
	4.1.7 Enzyme 
	4.1.8 DNA Präparation 
	4.1.8.1  Präparation von BAC DNA 
	4.1.8.2  Präparation von Plasmid DNA 
	4.1.8.3  Präparation von genomischer DNA aus Mausgewebe 
	4.1.8.4  Präparation von genomischer DNA aus ES-Zellen 

	4.1.9 Polymerase-Ketten-Reaktion (PCR)  
	4.1.9.1 PCR Chemikalien 
	4.1.9.2 Primer 
	4.1.9.3 PCR Protokolle zur Genotypisierung 
	4.1.9.4 Amplifizierung von DNA für Klonierungen 

	4.1.10 Real Time RT-PCR (TaqMan) 
	4.1.11 Gelelektrophorese 
	4.1.11.1 Agarose-Gele für DNA 
	4.1.11.2 Titin Agarose-Gele 
	4.1.11.3 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (PAGE) 

	4.1.12 Aufreinigung von DNA aus Agarose-Gelen 
	4.1.13 Klonierung von DNA Fragmenten und Vektoren 
	4.1.13.1 Restriktionsverdau von DNA 
	4.1.13.2 Dephosphorylierung von linearisierten Vektoren 
	4.1.13.3 Ligation 
	4.1.13.4 Transformation 

	4.1.14 Generierung der Targeting-Vektoren 
	4.1.15 Sequenzierung 
	4.1.16 Southernblot mit genomischer DNA 
	4.1.17 Proteinpräparation 
	4.1.18 Proteinkonzentrationsbestimmung 
	4.1.18.1 Bradford Proteinkonzentrationsbestimmung 
	4.1.18.2 Proteinkonzentrationsbestimmung mit Amidoschwarz 

	4.1.19 Antikörper 
	4.1.20 Westernblot 
	4.1.21 Präparation von Herzen für Histologische Untersuchungen 
	4.1.22 H&E Färbung an Parafinschnitten des Herzens 
	4.1.23 Azan novum Färbung an Parafinschnitten des Herzens 
	4.1.24 Immunfluoreszenz 
	4.1.24.1 Antikörperfärbung an Herzschnitten 
	4.1.24.2 Antikörperfärbung an Kardiomyozyten 


	4.2 Zellbiologische Methoden 
	4.2.1 Zellkultur Geräte  
	4.2.2 Zellen 
	4.2.3 Material für die Zellkultur 
	4.2.4 Zellkultur Medien, Lösungen und Chemikalien 
	4.2.5 Beschichtung von Zellkulturschalen mit Gelatine 
	4.2.6 Erzeugung primärer Fibroblasten 
	4.2.7 Kultivieren / Passagieren von Zelllinien 
	4.2.7.1 Fibroblasten Zellkultur 
	4.2.7.2 ES- Zellkultur 

	4.2.8 Einfrieren und Auftauen von Zellen 
	4.2.9 Inaktivieren von Fibroblasten 
	4.2.10 ES-Zell-Targeting 
	4.2.10.1 Elektroporation 
	4.2.10.2 Selektion auf G418-resistente ES-Zellklone 
	4.2.10.3 Picken von ES-Zellklonen 
	4.2.10.4 Injektion positiver ES-Zellen in Blastozysten 

	4.2.11 Isolation adulter Kardiomyozyten 
	4.2.12 Kontraktionsmessung der Kardiomyozyten 

	4.3 Funktionelle Studien  
	4.3.1 Haltung und Verpaarung der Versuchstiere 
	4.3.2 Isoliertes arbeitendes Herz nach Langendorf 
	4.3.3 Echokardiographie  
	4.3.4 Induktion von Hypertrophie durch adrenerge Stimulation 

	4.4 Auswertung der Daten und Statistische Analyse 

	5  Ergebnisse 
	5.1 Klonierung der Targeting Vektoren und Rekombination der N2B und PEVK-Region 
	5.1.1 N2B Targeting 
	5.1.2 PEVK Targeting 

	5.2 Erzeugung N2B- und PEVK- defizienter Mäuse 
	Überprüfung der N2B bzw. PEVK Defizienz auf genomischer Ebene 

	5.3 Analyse der N2B- bzw. der PEVK- defizienten Tiere 
	5.3.1 Expressionsanalyse der mutierten Titin RNA-Transcripte  
	5.3.2 Analyse der mutierten Titinproteine 
	5.3.2.1 N2B-defizientes Titin ist verkürzt 
	5.3.2.2 Exon 49 ist im N2B Knockout deletiert 
	5.3.2.3 Erhöhte Expression der N2BA Isoformen im N2B Knockout  

	5.3.3 Phänotypische Analyse der N2B- und PEVK-defizienten Tiere 
	5.3.3.1 Die Deletion der N2B-Region führt zu verkleinerten Herzen 
	5.3.3.2 Die Deletionen verursachen keine strukturellen Änderungen des Herzmuskels und seiner Zellen 
	5.3.3.3 N2B-defiziente Muskelfasern zeigen erhöhte Steifheit und verkürzte Sarkomere 
	5.3.3.4 PEVK und proximale IG Domänen kompensieren den Verlust der N2B Domäne 

	5.3.4 Analyse von Funktion und kontraktilen Eigenschaften des Herzens 
	5.3.4.1 Der Verlust der N2B-Region beeinträchtigt die diastolische Funktion des Herzens und der Verlust der PEVK-Region führt zu erhöhter Herzfrequenz 
	5.3.4.2 Der N2B Knockout zeigt erhöhten diastolischen Wandstress im isoliert arbeitenden Herzen  
	5.3.4.3 Die Kontraktilität der N2B-defizienten Kardiomyozyten ist reduziert, die der PEVK-defizienten Kardiomyozyten erhöht 

	5.3.5 Einfluss der Deletionen auf Bindungspartner von Titin in der I-Bande 
	5.3.5.1 Stressantwort in N2B-defizienten Herzen 
	5.3.5.2 FHL2 und αB-Crystallin sind trotz Deletion der N2B-Region nicht mislokalisiert 
	5.3.5.3  N2B-defiziente Herzen exprimieren weniger FHL2  
	5.3.5.4 PEVK-defiziente Herzen zeigen erhöhte FHL2 und αB-Crystallin Expression 
	5.3.5.5 S100A1 ist im PEVK Knockout normal lokalisiert. 


	5.4 Zusammenfassung der Ergebnisse 

	6  Diskussion 
	6.1 Generierung der N2B- und PEVK-Knockout-Modelle 
	6.2 Der Aufbau der Sarkomere in N2B- und PEVK-defizienten Tieren ist nicht beeinträchtigt. 
	6.3 Erhöhte passive Steifheit und diastolische Dysfunktion in N2B-und PEVK-defizienten Tieren 
	6.4 Die kontraktile Funktion ist in N2B defizienten Kardiomyozyten erniedrigt, in PEVK defizienten Zellen erhöht 
	6.5 Die I-Bande als Schnittstelle zwischen Signaltransduktion und Biomechanik 
	6.6 Weiterführende Studien 
	6.7 Abschließende Bewertung der Ergebnisse 

	7  Anhang 
	7.1 Verzeichnis der Tabellen 
	7.2 Verzeichnis der Abbildungen 
	7.3 Verzeichnis der Abkürzungen

	8 Verzeichnis der erfolgten Publikationen 
	9 Literaturverzeichnis: 



