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1. Einleitung

1.1. Lamin A Prozessierung und Hutchinson-Gilford-Progerie-

Syndrom

Die Kernlamina besteht Uberwiegend aus vier Proteinen, namentlich Lamin A, B1, B2 und C.
Zugeordnet werden sie den Typ-V-Intermediarfilamenten. Die wichtigsten A-Typ Lamine,
Lamin A und C, stammen von einem Gen (LMNA) durch alternatives Splicing. B-Typ Lamine
werden von zwei Genen kodiert, LMNB1 bzw. LMNB2 (T. Dechat et al., 2010).

Lamin A und C weisen in den ersten 566 Aminosauren dieselbe Sequenz auf. Am
carboxyterminalen Ende unterscheiden sich die Proteine. Lamin C hat dort 6 individuelle
Aminosauren und Lamin A 98. Wahrend Lamin C dann bereits als reifes Protein vorliegt,
durchlauft Lamin A eine Prozessierung am carboxyterminalen Ende (Adam et al., 2013). Die
Lamine B1, B2 und A werden als Pralamine translatiert und tragen am C-Terminus eine -
CAAX-Box (C steht flir Cystein, AA fir zwei aliphatische Aminosauren und X fir eine beliebige
Aminosaure (Gao et al., 2009)) (T. Dechat et al., 2010). Als erstes wird an das Cystein durch
eine Farnesyltransferase (FTase) eine Farnesylgruppe angehangt (Thomas Dechat et al.,
2008). Farnesyl ist, wie Geranylgeranyl, ein Isoprenyl Lipid und fungiert als posttranslationale
Modifikation von Proteinen (Basso et al., 2006). Danach werden die letzten drei Aminosauren
der -CAAX-Box proteolytisch entfernt. Die beteiligten Enzyme sind wahrscheinlich ZMPSTE24
(Zinc metalloprotease related to Ste24p) und RCE1 (Ras-converting enzyme 1) (Thomas
Dechat et al., 2008). Als nachstes folgt die Carboxymethylierung des Cysteins durch ICMT
(Isoprenylcysteine carboxyl methyltransferase) (T. Dechat et al., 2010). Damit sind die B-Typ
Lamine fertig prozessiert, wodurch sie farnesyliert und carboxymethyliert bleiben (Thomas
Dechat et al., 2008). Bei Lamin A werden in einem letzten Vorgang 15 C-terminale
Aminosauren, inklusive des farnesylierten Cysteins, durch ZMPSTE24 proteolytisch
abgespalten (Adam et al., 2013). Eine Laminopathie in der die Prozessierung von Lamin A
fehlerhaft verlauft ist das Hutchinson-Gilford-Progerie-Syndrom (HGPS) (Thomas Dechat et
al., 2008). HGPS kommt bei einer von 20 Millionen Geburten vor und ist durch vorzeitiges
Altern gekennzeichnet (Dhillon, 2021). Ohne Behandlung sterben die Patient*innen im Schnitt
mit 14,6 Jahren. Die Todesursache ist meist Herzinfarkt oder Schlaganfall bedingt durch
Atherosklerose (Gordon et al., 2016). Die haufigste Punktmutation in LMNA, welche mit HGPS

assoziiert wird, fuhrt nicht zu einem Aminosaureaustausch, aber zur Aktivierung einer



alternativen Splei3stelle. Das hat zur Folge, dass letztendlich 50 Aminosauren am C-Terminus
von Lamin A fehlen, welche die Schnittstelle fir die ZMPSTE24 enthalten. Das entstehende
Proteinprodukt wird Progerin genannt. Die Aminosauren fehlen oberhalb der -CAAX-Box,
weshalb diese unverandert bleibt und farnesyliert wird. Dabei kommt es zur Akkumulierung
von dauerhaft farnesyliertem Progerin, was fur den Phanotyp der Krankheit verantwortlich sein
soll. Deswegen wird versucht, die Farnesylierung mithilfe von Farnesyltransferaseinhibitoren
zu unterbinden (Thomas Dechat et al., 2008). Lonafarnib, ein FTI, wurde am 20. November
2020 in den USA zur Behandlung von HGPS zugelassen. Die Lebenserwartung der
Patient*innen stieg im Durchschnitt um 2.5 Jahre durch eine Lonafarnib Behandlung (Dhillon,
2021). Auch in einem HGPS Mausmodell hat ein FTI den Krankheitsphanotyp verbessert
(Yang et al.,, 2010). Im Gegensatz dazu wurden HGPS-knockin Mause erzeugt, die nicht
farnesylierbares Progerin exprimieren und trotzdem HGPS entwickelten. Wonach das Progerin
alleine fur die Toxizitdt verantwortlich sein kdénnte (Yang et al.,, 2008). Somit ware die
Farnesylierungsinhibition begrenzt krankheitsmildernd. Bei einer neueren Studie mit nicht
farnesylierbaren Knock-in Progerin Mausen, wo ein anderer Teil der -CAAX-Box verandert
wurde, war kein HGPS ersichtlich (Yang et al.,, 2011). Ein anderer Grund, warum die
Farnesylierungsinhibition ihre Grenzen hat, ist eine alternative Prenylierung durch eine
Geranylgeranyltranferase (Davies et al., 2009). Ergebnisse haben gezeigt, dass in der
Anwesenheit eines FTls Pralamin A und Progerin geranylgeranyliert werden kénnen (Varela
et al., 2008).

1.2. Statine

Farnesyl und Geranylgeranyl sind Produkte des Mevalonatweges. Statine inhibieren die 3-
Hydroxy-3-Methylglutaryl-Coenzym-A-Reduktase (HMG-CoA-Reduktase), welche das erste
Enzym des Mevalonatweges ist. Dementsprechend wird auch die Bildung der
Intermediarprodukte  Farnesylpyrophosphat und Geranylgeranylpyrophosphat inhibiert
(Buhaescu & lzzedine, 2007). Die eigentliche Anwendung der Statine ist, kardiovaskulare
Krankheiten zu therapieren, indem sie das Low-Density Lipoprotein Cholesterol reduzieren
(Jiang et al., 2018). Eine klinische Studie Uber die Anwendung einer Triple-Medikament
Therapie bei HGPS Patient*innen mit Lonafarnib, Pravastatin und Zoledronate ergab keine
zusatzlichen Vorteile gegenuber einer Monotherapie mit Lonafarnib (Gordon et al., 2016). In

dieser Studie wird von einer klinischen Anwendung der Triple-Medikament Therapie bei HGPS



abgeraten (Gordon et al., 2016). In vorangegangen Experimenten unsererseits wurden
verschiedene Statine (Pravastatin, Lovastatin, Simvastatin und Rosuvastatin) ausprobiert und
Atorvastatin als das am besten funktionierende ausgewahlt. Atorvastatin wird gemeinsam mit
Simvastatin und Lovastatin als relativ lipophil beschrieben. Simvastatin und Lovastatin werden
als Prodrugs eingesetzt und lagen deshalb in inaktiver Form vor (Pasha et al., 2006). Auch
die chemische Aktivierung der Prodrugs (Sadeghi et al., 2000), hat zu keinen besseren
Ergebnissen als mit Atorvastatin gefuhrt. Im Vergleich dazu sind das bereits oben genannte

Pravastatin und Rosuvastatin hydrophil (Pasha et al., 2006).
1.3. Bisphosphonate

Bisphosphonate haben eine hohe Affinitat fir Knochenmineral, indem sie an
Hydroxylapatitkristalle binden (Park et al., 2021). Klinische Anwendung finden Bisphosphonate
dadurch bei Osteoklasten bedingten Knochenschwund, Knochenmetastasen und vielen
weiteren Knochenkrankheiten (Drake et al., 2008). Bisphosphonate, die Stickstoff enthalten,
inhibieren die Farnesylpyrophosphatsynthase (FPPS), ein weiteres Enzym des
Mevalonatweges (Buhaescu & lzzedine, 2007). Lipophile Bisphosphonat-Praparate zeigen
eine Inhibierung der FPPS und der Geranylgeranylpyrophosphatsynthase (GGPPS) (Zhang et
al., 2009). BPH-715 inhibiert sowohl die FPPS als auch die GGPPS, wobei die GGPPS
vorrangig inhibiert wird (Zhang et al., 2009). Im Bezug auf Tumorzellwachstumsinhibition weist
BPH-715 einen IC, von 100-200 nM auf. Zoledronate dagegen, erreicht erst bei 15uM den IC..
In 30 % der menschlichen Tumore ist Ras, welches auch posttranslational farnesyliert wird,
mutiert. Diese Ras-Mutanten kénnen zwar mit FTls inhibiert werden, jedoch ist die Effektivitat
beschrankt, weil eine alternative Prenylierung durch Geranylgeranyl stattfinden kann (Zhang
et al., 2009). Auch bei Lamin A kdénnte eine alternative Prenylierung stattfinden, wenn mit
einem FTI behandelt wird (Davies et al., 2009).

1.4. Osteogene Differenzierung

Osteogene Differenzierung wird durch die Expression von Osteoblast-Markern wie alkalische
Phosphatase (ALP), Bildung einer Kollagen Typ | Extrazellularmatrix (ECM) und die spatere
Ablagerung von Hydroxylapatit gekennzeichnet. Die ECM ist ausschlaggebend fir die
Differenzierung. Wahrend der osteogenen Differenzierung wird sie von mesenchymalen
Stammzellen sekretiert. Der Kontakt zu einer Kollagen Typ | Matrix ist essentiell fur

Osteoblasten-Vorlauferzellen, um zu reifen Osteoblasten differenzieren (Hanna et al., 2018).



Statinen wird eine Knochenaufbauende Wirkung zugeschrieben. Simvastatin induziert zum
Beispiel die Osteoblastendifferenzierung und erhéht die Mineralisierung. Die Produktion von
ALP, Morphogenetischem Knochenprotein 2 (BMP-2) und Kollagen Typ | wird durch
Simvastatin erhéht (Maeda et al., 2001). Bisphosphonate werden bei verschiedensten
Knochenkrankheiten eingesetzt. In einer Studie wurde der Einfluss von Bisphosphonaten, die
in den USA zugelassenen sind, auf humane Knochenmarkstromazellen analysiert.
Dokumentiert wurde eine erhdhte Proliferation und ferner die Initiierung osteoblastischer

Differenzierung (von Knoch et al., 2005).

In dieser Arbeit wurde versucht die Moglichkeiten der Farnesylierungsinhibition bzw.
Prenylierungsinhibition in murinen mesenchymalen Stromazellen zu untersuchen. Daruber
hinaus, wird untersucht warum keine zusatzlichen Vorteile durch Pravastatin und Zoledronate
in der Triple-Medikament Therapie hervorgerufen wurden und welche Ldésungen es dazu
geben koénnte. Weiters wurde versucht folgende Fragen zu beantworten: Gibt es vielleicht
Méoglichkeiten die Effizienz der FTls durch eine Kombinationstherapie mit dem lipophilen
Bisphosphonat BPH-715 zu erhéhen? Haben wir vielleicht eine Nebenwirkung von FTls
entdeckt? Kann eine zweite Analysemethode, neben der IF mit Anti-Pralamin A Antikorpern,

zur Untersuchung der Prenylierungsinhibierung etabliert werden?



2. Material und Methoden

2.1. Zellkultur

Die verwendeten Zellen waren murine mesenchymale Stromazellen (ATCC® CRL-12424
Manassas, Virginia, USA), genannt D1. Je nach Experiment wurden die Zellen in
Proliferationsmedium oder Differenzierungsmedium kultiviert. Das Proliferationsmedium
bestand aus Dulbecco’s modified Eagle’s medium (DMEM; Thermo Fisher Scientific Inc.,
Massachusetts, USA) mit zusatzlich 10 % fetalem Kalberserum (FCS, Sigma-Aldrich,
Missouri, USA), 100 U/ml Penicillin, 0,1 mg/ml Streptomycin (Sigma Aldrich), 2 mM GlutaMax
(Thermo Fisher Scientific Inc.) und 4,5 mg/ml Glucose, das Differenzierungsmedium aus
DMEM, 10 % FCS, 100 U/ml Penicillin, 0,1 mg/ml Streptomycin (Sigma-Aldrich), 2 mM
GlutaMax (Thermo Fisher Scientific Inc.), 10 mM Beta-Glycerophosphat und 50 pg/ml
Ascorbinsaure. Die Zellen wurden in Inkubatoren bei 37 °C, und 5% CO. und 95 %
Luftfeuchtigkeit kultiviert. Fur Differenzierungsexperimente wurden die Zellen in 6-Well Platten
(Greiner Bio-One International GmbH, 657160, Osterreich) und far
Immunfluoreszenzfarbungen in 12-Well Platten (Cole-Parmer, 01927-72, Deutschland)
kultiviert.

2.2. Chemikalien

Um in den Mevalonatweg einzugreifen, wurden unterschiedliche Statine, Bisphosphonate und
Farnesyltransferaseinhibitoren (FTI) eingesetzt. Als FTI wurde Lonafarnib (Sigma-Aldrich,
SML1457) verwendet. Bisphosphonate waren BPH-715 (MedChemExpress, HY-118224,
USA) und Zoledronate (Supelco, PHR1893, USA). Bei den Statinen kam Atorvastatin
(Supelco, PHR1422, USA) zum Einsatz. Alle Chemikalien wurden in Dimethylsulfoxide

(DMSO) geldst, aulRer Zoledronate, welches in Wasser geldst wurde.
2.3. Antikorper

Um ein Verstandnis fur die Effizienz der Farnesylierungsinhibierung zu bekommen, wurde ein
Anti-Lamin A/C (Maus monoklonal; Active Motif, 3A6-4C11, USA) Antikorper verwendet. Fir
das Western Blotting wurde der Lamin A/C Antikdrper 1:2000 verdinnt. Ein Anti-Pralamin A

spezifischer Antikérper (Maus monoklonal; Merck KGaA, PL-1C7, Deutschland) wurde in einer



1:200 Verdinnung fur die Immunfluoreszenz (IF) verwendet. Ein Anti-Farnesyl Antikérper
(Hase polyklonal; NordicMubio, NMB-X1165P, Niederlande) wurde in einer 1:50 Verdinnung
fur die IF und in einer 1:1000 Verdinnung fir das Western Blotting verwendet. Beim Anti-

Farnesyl Antikérper gehen wir von einer Kreuzreaktivitat mit Geranylgeranyl aus.

2.4. SDS-Page (Sodium Dodecylsulfate Polyacrylamide

Gelelektrophorese)

Um fur spatere Western Blot Analysen aus den jeweiligen Zellkulturen Proteinlysate zu
gewinnen, wurden diese zuerst dreimal mit Phosphate Buffered Saline (PBS) gewaschen und
mit 95 °C heillem SDS-Puffer (3 % SDS, 0,25 M Tris, pH 6,8) lysiert. Die so gewonnenen
Lysate wurden anschliel3end fur zweimal funf Minuten in einem Ultraschallbad sonifiziert. Die
Proteinkonzentrationen wurden mit der Bicinchoninsaure (BCA) Methode ermittelt. Im
Anschluss wurden 5 pg der jeweiligen Proteinlysate mittels 10%igen Polyacrylamidgelen
aufgetrennt. Dazu wurden die Proben mit 4x Laemmli Puffer (200 mM Tris CI, 400 mM
Dithiothreitol, 8 % SDS, 0,4 % Bromphenolblau, 40 % Glycerol) vermengt und fur funf Minuten
auf 95 °C erhitzt. Die Gele liefen bei konstanten 100 V und fur ungefahr zwei Stunden, im Falle
der darauffolgenden Analyse mit dem Anti-Farnesyl Antikdrper, und fur vier bis funf Stunden

im Falle des Anti-Lamin A/C Antikorpers.
2.5. Western Blot

Nach der Elektrophorese wurden die Proteine mittels 90-minitigem Wet-Blotting bei 100 V in
Transferpuffer (0,024 M Tris, 0,19 M Glycine, 20 % Methanol, 0,037 % SDS) auf eine
Nitrocellulosemembran (GE-Healthcare; PorengréfRe 0,45 um, USA) transferiert. Nach dem
Blotten wurden die Membranen einmal mit destilliertem Wasser gespult, zweimal fur finf
Minuten mit Tris-buffered saline mit 0,05 % Tween 20 (TBST) gewaschen und danach 30
Minuten mit 5 % Milchpulver in TBST blockiert. Im Anschluss mit dem jeweiligen primaren
Antikorper (verdinnt in 5 % Milchpulver in TBST) Uber Nacht bei 4 °C inkubiert. Die
Membranen wurden dann dreimal fur finf Minuten mit TBST gewaschen und anschlielend 1 h
mit den entsprechenden sekundaren Antikdrpern [Ziege anti-Maus (Proteintech, SA00001-1,
USA) bzw. Ziege anti-Hase (Proteintech, SA00001-2, USA), abhangig vom Primarantikorper,
jeweils an eine Meerrettich Peroxidase gekoppelt], 1:10000 in 5 % Milchpulver in TBST

verdinnt inkubiert. Danach wurde dreimal fur finf Minuten gewaschen und mit



Chemilumineszenz Substrat (Merck Millipore; WBKLS0100, USA) und mit dem Vilber Lourmat

Fusion FX7 Transilluminator (Vilber, Frankreich) detektiert.
2.6. Immunfluoreszenz

Fur die Immunfluoreszenzanalysen wurden die Zellen auf Deckglaschen wachsen gelassen,
mit 4%igem Paraformaldehyd in PBS fur 15 Minuten fixiert und fur funf Minuten mit 0,5%igem
Triton-X in PBS permeabilisiert. Als nachstes wurden die Zellen mit 2%igem Bovinem Serum
Albumin (BSA) in PBS geblockt. Zwischen den einzelnen Schritten wurden die Zellen immer
mehrmals mit PBS gewaschen. Danach erfolgte die Inkubation mit den Primarantikorpern fiir
90 Minuten bei 37 °C. Die primaren Antikdrper wurden in 2%igem BSA in PBS verdunnt.
Danach wurde dreimal fir fiinf Minuten mit PBS gewaschen und mit den Sekundarantikérpern
[1:500 gemeinsam mit Hoechst (1:10000) in PBS verdlnnt] fir 1 h bei 37 °C inkubiert. Die
Sekundarantikorper waren Ziege anti-Maus (Invitrogen, USA, A11001, gekoppelt an Alexa
Fluor 488) und Ziege anti-Hase (Invitrogen, USA, A32732, gekoppelt an Alexa Fluor Plus 555).
Im Anschluss wurde dreimal fur funf Minuten mit PBS gewaschen. Die Deckglaschen wurden
dann mit Fluoroshield (Sigma-Aldrich, F6182) auf Objekttrager gemountet und mit Nagellack
versiegelt. Die nun fertig gefarbten Zellen wurden mit dem Leica SP5 Mikroskop unter
Verwendung eines 63x Objektivs und Immersionsdl (Leica, Deutschland, Type F) untersucht.

Das Pinhole wurde so eingestellt, dass die optische Schichtdicke circa 1,451 um betrug.
2.7. Alkalische Phosphatase Assay

Fir die Probengewinnung wurden die Zellen zuerst dreimal mit PBS gewaschen und
anschliefend in 500 ul 0,1x Tris-EDTA Puffer eingefroren. Nach dem Auftauen wurden jeweils
50 pl der einzelnen Uberstande mit 125 ul 1x para-Nitrophenylphosphat (pNPP; 2,5 mg/ml p-
Nitrophenylphosphat, 0,1 M Diethanolamin, 150 mM NaCl, 2 mM MgCl.) versetzt und 15
Minuten bei 37 °C inkubiert. Um die enzymatische Reaktion zu beenden, wurden 25 pl 0,5 M
NaOH hinzupipettiert. Danach wurden die jeweiligen Absorptionen bei 405 nm bzw. bei
492 nm gemessen. Um die Konzentrationen der Alkalischen Phosphatase (ALP) in mU/ml zu
bestimmen, wurden die bei 492 nm gemessenen Werte von jenen bei 405 nm gemessenen
abgezogen, der Leerwert subtrahiert und der so erhaltene Wert in eine Kalibrationsgerade
eingesetzt. Die Kalibrationsgerade wurde mit bekannten Konzentrationen einer kauflich
erwerblichen ALP (Merck Millipore, USA, 10713023001), welche genauso wie die Proben

behandelt wurden, erstellt.



2.8. Alizarin Rot Farbung

Um den Grad der Mineralablagerung zu bestimmen, wurden die Zellen dreimal mit PBS
gewaschen, fur 15 Minuten mit 10 % Formaldehyd fixiert und danach zweimal mit Wasser
gewaschen. Die Zellen kénnen so fir die weitere Analyse bei -20 °C gelagert werden. Fir die
Farbung wurden die Zellen mit einer 40 mM Alizarinrot Lésung (pH 4,1) fir 20 Minuten bei
Raumtemperatur inkubiert. Nachfolgend wurde viermal fir funf Minuten mit Wasser
gewaschen. Danach wurden die Zellen mit 10%iger Essigsaure fur 30 Minuten inkubiert, die
gesamte Probe mit 200 pl 10%igem Ammoniumhydroxid versetzt und die Absorption der so

erhaltenen Losung bei 405 nm gemessen.
2.9. Experimentaufbau

FUr Immunfluoreszenzfarbungen und SDS-Page Auftrennungen wurden rund 60.000 Zellen
pro cm? in den Platten ausgestreut. Nach 24 h proliferieren wurden die einzelnen Wirkstoffe
und Wirkstoffkombinationen den Zellen hinzugefigt. Die Wirkstoffe wurden in
Proliferationsmedium zu folgenden Konzentrationen verdiinnt: Atorvastatin 10 uM, BPH-715
10 uM, Zoledronate 30 pM, Lonafarnib 10 yM und Kombination (Lonafarnib 10 uM, BPH-715
10 uM). Fur SDS-Page und nachfolgenden Western Blots wurden nach 24 und 48 Stunden
Proben gewonnen. Im Falle der IF wurden bei allen Wirkstoffen nach 24 und 48-stiindiger
Behandlung Zellen fixiert. Bei Lonafarnib und der Kombination wurden zusatzlich auch nach
72 Stunden Zellen fixiert.

Ebenfalls 60.000 Zellen pro cm? wurden fiir die Differenzierung der Zellen ausgestreut. Die
Zellen befinden sich in Proliferationsmedium, solange bis die Konfluenz erreicht wird. Meist ist
dies schon nach 24 Stunden der Fall. In selteneren Fallen erst nach 48 h. Wenn die Konfluenz
erreicht ist, werden die Wirkstoffe in Differenzierungsmedium zu folgenden Konzentrationen
verdunnt: Atorvastatin 10 uM, Lonafarnib 10 yuM und Kombination (Lonafarnib 10 uM, BPH-
715 5 uyM). Nach 4, 7 und 12 Tagen wurden die Zellen fixiert bzw. eingefroren fur die ALP und

AR Messungen. Das Medium wird grob alle 3 Tage gewechselt.



3. Ergebnisse

Allen Experimenten gehen langere Experimentserien voraus, um die optimalen
Konzentrationen der Wirkstoffe zu finden. Aus Eigeninitiative habe ich durch
Literaturrecherche einen Anti-Farnesyl Antikorper gefunden, welcher in dieser Arbeit als
alternative Nachweismethode fur die Farnesylierungsinhbierung getestet wurde. Urspringlich
wurde dazu immer ein Antikorper gegen Pralamin A verwendet. Um eine grobe Quantifizierung
der Prozessierungsinhibition von Lamin A zu erreichen, wurde mit verschiedenen
Auftrennungen mittels SDS-Page experimentiert, um die Pralamin A und Lamin A Bande
elektrophoretisch so weit wie mdglich voneinander zu trennen. Dadurch kdnnen Pralamin A
Level relativ zu den Lamin A Leveln bewertet werden. Eine reine Pralamin A Antikorper

Inkubation der Membran hatte weniger Aussagekraft.
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Abbildung 1: D1-Zellen, die mit 10 uM Atorvastatin behandelt wurden. Nach 24 h (A), 48 h (B) wurden die Zellen
fixiert und Immunfluoreszenzfdrbungen mit Anti-Farnesyl (rot) und Anti-Prélamin A (griin) Antikérpern durchgefiihrt.
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Die Zellkerne wurden mit Hoechst (blau) geférbt. Zu beachten ist, eine nach 24 h nachlassende Prélamin A
Akkumulierung. Mal3stabsskala, 20 um.
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Abbildung 2: D1-Zellen wurden nur mit Tragersubstanz DMSO als Negativkontrollen behandelt. Nach 24 h (A), 48
h (B) und 72 h (C) wurden die Zellen fixiert und Immunfluoreszenzfdrbungen mit Anti-Farnesyl (rot) und Anti-
Prélamin A (griin) Antikérpern durchgefiihrt. Die Zellkerne wurden mit Hoechst (blau) geférbt. Zu beachten ist, dass
auch ohne Behandlung Prdlamin A im Zellkern detektierbar ist, sowie ein diffuses Anti-Farnesyl Signal verteilt (iber
die Zellen. Mal3stabsskala, 20 um.
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3.1. Statine sind keine effizienten Farnesylierungsinhibitoren

Atorvastatin-Behandlung der D1 Zellen hat innerhalb der ersten 24 h eine Pralamin A
Akkumulierung bewirkt (Abbildung 1A). Jedoch lasst die Akkumulierung nach 48 h wieder nach
(Abbildung 1B). Die Signale sind dann kaum mehr intensiver als bei den Negativkontrollen
(Abbildung 2). Genauso lasst die vorerst sichtbare allgemeine Farnesylierungsinhibition nach
24 h massiv nach was vor allem in den Western Blots offensichtlich ist (Abbildung 3B).
Wahrend nach 24 h Atorvastatin-Behandlung nur wenige Farnesylbanden im Vergleich zur
DMSO Kontrolle wahrnehmbar waren, was fir eine temporare Farnesylierungsinhibition
spricht, waren nach 48 h Behandlung wieder alle Banden ersichtlich (Abbildung 3B). Bei den
Lamin A/C Blots war keine spezifische Pralamin A Bande sichtbar (Abbildung 6A).
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Abbildung 3: Western Blot Analyse von Zellen, die 24 h bzw. 48 h mit DMSO, 10 uM Lonafarnib (Lona), 30 uM Zoledronate
(Zole), 10 uM Atorvastatin (Ato), 10 uM BPH-715 oder einer Kombination aus 10 uM BPH-715 und 10 uM Lonafarnib
(BPH/Lona) behandelt wurden. Es wurden 5 ug der entsprechenden Proteinlysate aufgetragen und mittels Western Blot mit
Lamin A/C Antikérpern (A) bzw. Anti-Farnesyl Antikérpern (B) analysiert.
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3.2. Bisphosphonate zeigen die geringste

Farnesylierungsinhibition

Nachdem verschiedene stickstoffhaltige Bisphosphonate (lbandronate, Zoledronate und
Alendronate) in vorherigen Experimenten ausprobiert wurden, waren die Ergebnisse bezlglich
Pralamin A Akkumulierung nicht erfolgreich. Zoledronate zeigte in diesen Versuchen noch die
starkste Akkumulation von Pralamin A in der Immunfluoreszenz. Das Pralamin A Signal nach
Zoledronate Behandlung (Abbildung 4C und D) ist jedoch nur leicht erhéht gegentber den
Negativkontrollen (Abbildung 2). Ahnlich schwache Pralamin A Signale zeigt auch das lipophile
Bisphosphonat BPH-715 (Abbildung 4A und B). Eine spezifische Pralamin A Bande konnte in
mit Zoledronate als auch BPH-715 behandelten D1-Zellen mittels Western Blot nicht
nachgewiesen werden (Abbildung 3A). Auch kann man keine generelle
Prenylierungsinhibierung der beiden Bisphosphonate nachweisen (Abbildung 3B). Die
Farnesylsignale der IF zeigen bei beiden Bisphosphonaten ahnliche Ergebnisse. Die Zellkerne

sind deutlich ausgespart sichtbar (Abbildung 4).
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Abbildung 4: D1-Zellen, die mit 10 uM BPH-715 (A und B) bzw. 30 uM Zoledronate (C und D) behandelt wurden.
Nach 24 h (A und C) bzw. nach 48 h (B und D) wurden die Zellen fixiert und Immunfluoreszenzfarbungen mit Anti-
Farnesyl (rot) und Anti-Prédlamin A (griin) Antikérpern durchgefiihrt. Die Zellkerne wurden mit Hoechst (blau)
geférbt. Zu beachten sind die schwachen Prdlamin A Signale in allen Aufnahmen. Anti-Farnesyl Férbungen in B
und D weisen typisch ausgesparte Zellkerne auf. Mal3stabsskala, 20 um.

3.3. Eine neue Kombinationstherapie konnte die Effizienz von FTls

erhohen

In dieser Arbeit wird mittels Western Blot gezeigt, dass trotz Behandlung mit Lonafarnib sowohl
nach 24 h als auch nach 48 h noch immer mehr Lamin A als Pralamin A vorhanden ist
(Abbildung 3A). Somit ware im Fall von HGPS der Grofdteil von Progerin immer noch
farnesyliert bzw. geranylgeranyliert. Auch sieht man keine Verringerung der Intensitat der

Farnesylbanden nach einer Lonafarnib Behandlung (Abbildung 3B).

Somit ergab sich flir mich die Schlussfolgerung mit Lonafarnib, einem FTI, und mit BPH-715,
einem primaren GGPPS Inhibitor, eine Kombinationstherapie zu erproben. Die Pralamin A
Farbung der Kombination (Abbildung 5) ist im Vergleich zur Monotherapie mit Lonafarnib

(Abbildung 6) bei allen Zeitpunkten intensiver.

Im Western Blot mit dem Anti-Farnesyl Antikdrper konnten bei den Proben, die mit der
Kombination behandelt wurden, sowohl nach 24 h als auch nach 48 h fast keine Banden mehr
detektiert werden (Abbildung 3B). Demzufolge zeigt die Kombinationsbehandlung die beste
Prenylierungsinhibierung. Interessanterweise wurde bei dieser Behandlung generell eine
starke Reduktion des Lamin A Signals beobachtet (unverhaltnismalig zum Anstieg des
Pralamin A Signals) (Abbildung 3A). Nach 24 h scheint kein prozessiertes Lamin A mehr
vorhanden zu sein und nach 48 h ist sowohl eine schwache Pralamin A Bande als auch eine
schwache Lamin A Bande zu sehen (Abbildung 3A). Die Lamin C Bande ist bei der
Kombination &hnlich ausgepragt wie bei den anderen Proben (Abbildung 3A).

Die Anti-Farnesyl IF-Farbungen bieten bei den meisten Medikamenten wenig Aussagekraft.
Die Farbungen zeigen meist ein vermehrt zytoplasmatisches Signal (Abbildung 1, Abbildung
2, Abbildung 4). Die Zellkerne sind teilweise sogar gut sichtbar ausgespart (Abbildung 4B und
D). Uberraschenderweise zeigen die mit Lonafarnib behandelten Zellen ein gut sichtbares
nucleoplasmatisches Signal (Abbildung 6A und B). Bei der Kombinationstherapie zeigt sich

ein ahnliches Bild (Abbildung 5A und B). Hier ist hervorzuheben, dass das zytoplasmatische
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Farnesylsignal immer schwacher wird. Nach 24 hist noch ein ausgepragtes zytoplasmatisches
Signal vorhanden (Abbildung 5) und bereits nach 72 h Behandlung ist dieses kaum mehr
sichtbar (Abbildung 5C). Das nucleoplasmatische Signal ist dagegen immer noch sichtbar

(Abbildung 5). Das spricht wieder fir eine generelle gute Prenylierungsinhibtion.

Hervorzuheben ist auch, dass das Pralamin A Signal unabhangig von der Behandlungsdauer
immer ahnlich intensiv ist. Sowohl bei der Kombination (Abbildung 5), als auch bei Lonafarnib
(Abbildung 4). Genauso ist bei der Pralamin A Bandenintensitat kein Unterschied zwischen
einer 24-stundigen oder 48-stundigen Lonafarnib Inkubation sichtbar (Abbildung 3A). Eine

Akkumulierung von Pralamin A ist bereits nach vier Stunden nachweisbar (Adam et al., 2013).

Bei der Kombinationstherapie zeigen die Kerne der behandelten Zellen eine andere
Morphologie (hauptséachlich kreisférmig) (Abbildung 5) als die Kerne der nur mit Lonafarnib

behandelten Zellen (eher langlich und unférmig) (Abbildung 6).
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Abbildung 5: D1-Zellen, die mit 10 uM BPH-715 und 10 uM Lonafarnib kombiniert behandelt wurden (Kombi). Nach
24 h (A), 48 h (B) und 72 h (C) wurden die Zellen fixiert und Immunfluoreszenzfdrbungen mit Anti-Farnesyl! (rot)
und Anti-Prélamin A (griin) Antikérpern durchgefiihrt. Die Zellkerne wurden mit Hoechst (blau) geférbt. Zu beachten
sind, die intensiven Prdlamin A Signale, eine sehr runde Zellkernmorphologie und ein deutlich sichtbares
nucleoplasmatisches Farnesyl Signal. Nach 72-stiindiger Behandlung ist das zytoplasmatische Farnesyl Signal fast
nicht mehr sichtbar (C). Mal3stabsskala, 20 um.
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Abbildung 6: D1-Zellen, die mit 10 uM Lonafarnib behandelt wurden. Nach 24 h (A), 48 h (B) und 72 h (C) wurden
die Zellen fixiert und Immunfluoreszenzfdrbung mit Anti-Farnesyl (rot) und Anti-Prélamin A (griin) Antikérpern
durchgefiihrt. Die Zellkerne wurden mit Hoechst (blau) gefdrbt. Zu beachten sind Prdlamin A Signale, deren
Intensitdt von der Behandlungsdauer unabhéngig ist, und gut sichtbare nucleoplasmatische, sowie
Zellkernmembran assoziierte Farnesyl Signale. Ma3stabsskala, 20 um.

3.4. Differenzierung

Die Auswirkung der verschiedenen Wirkstoffe auf die osteogene Differenzierung der D1 Zellen

wurde mittels Alizarin Rot Farbung und ALP-Aktivitdtsmessung analysiert. Dazu wurden D1
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Zellen in Ab- bzw. Anwesenheit der unterschiedlichen Wirkstoffe zur Differenzierung induziert
und nach 4, 7 bzw. 12 Tagen fir die Analysen aufbereitet. Atorvastatin scheint, wie in der
Literatur beschrieben, die Mineralisierung im Vergleich zu den unbehandelten Zellen leicht zu
erhdhen (Abbildung 7A). Jedoch ist die ALP Aktivitat zu allen gemessenen Zeitpunkten
geringer als jene der unbehandelten Zellen (Abbildung 7B). Die mit Lonafarnib behandelten
Zellen weisen Uberraschenderweise am Tag 12 eine starkere Mineralisierung als die
unbehandelten Zellen auf (Abbildung 7A). Die geringeren ALP Aktivitdten decken sich mit der
Erfahrung aus vergangenen Experimenten und zeigen, dass FTls die Differenzierung leicht
inhibieren (Abbildung 7B). Die Kombination aus Lonafarnib und BPH-715 scheint die
Differenzierung erheblich zu behindern. Sowohl die ALP Aktivitaten als auch die
Mineralisierung fallen wesentlich geringer aus (Abbildung 7A und B). Jedoch war die
Konzentration von BPH-715 wahrscheinlich zu hoch. Am Ende der zwoIf Tage waren schon

viele apoptotische Zellen zu beobachten.

Durch verschiedenste Probleme waren langere Zeit keine Differenzierungsexperimente
moglich. Dadurch fehlten wichtige Informationen Uber die richtigen Konzentrationen der
Bisphosphonate. 5 uyM fir BPH-715 und 30 yM fir Zoledronate waren im Falle der
Differenzierung toxisch fir die Zellen, weswegen keine Ergebnisse bezuglich ALP Messung
und Alizarin Rot Farbung verfugbar sind. Bei Experimenten, die in Proliferationsmedium
durchgefuhrt wurden, konnte innerhalb von 72 h bei diesen Konzentrationen keine Toxizitat
beobachtet werden. Der spannendste Aspekt des Differenzierungsexperiments ist, dass 5 yM
BPH-715 in Kombination mit 10 yM Lonafarnib nicht toxisch war. BPH-715 alleine war

allerdings schon toxisch.
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Abbildung 7: Osteogene Differenzierung der D1 Zellen mit Medikamentenbehandlung. Die Differenzierung lief (iber
12 Tage und die Zeitpunkte der Probennahme waren Tag 4, 7 und 12. Die Zellen wurden mit DMSO (D), 10 uM
Lonafarnib (L), 10 uM Atorvastatin (A) und 5 uM BPH-715 in Kombination mit 10 uM Lonafarnib (B/L) behandelt. A:
Die Mineralisierung der Zellen wurde mithilfe der Alizarin Rot Fédrbung durch Absorptionsmessung bei 405 nm
bestimmt. B: Die ALP Aktivitdt wurde mithilfe einer ALP-Aktivitdts Standardgerade errechnet.
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4. Diskussion

Statine bewirken bei D1 Zellen nur eine temporare Farnesylierungsinhibition (Abbildung 1).
Der Hintergrund fur eine ausschliel3lich temporare Inhibition der Statine kénnte in der Induktion
des zu inhibierenden Enzyms liegen. Bereits nach 16 h fuhrt eine Lovastatin Behandlung in
der Zellkultur zu 15fach erhdhten Proteinleveln der HMG-CoA Reduktase. Auch andere, in der
klinischen Anwendung befindliche Statine, zeigen eine starke Induktion der HMG-CoA
Reduktase (Simvastatin 15fach, Pravastatin 12fach, Fluvastatin 11fach, Atorvastatin 9fach und
Rosuvastatin 17fach) (Jiang et al., 2018). Folglich kénnte die im Vergleich zu den anderen
Statinen geringste HMG-CoA Reduktase Induktion von Atorvastatin ein weiterer Grund daftr
sein, warum Atorvastatin in meinen Experimenten am besten in Bezug auf die Akkumulation
von Pralamin A funktioniert hat. Die Ursache, weshalb die Proteinlevel der HMG-CoA
Reduktase nach Statinbehandlung mit der Zeit ansteigen, kénnte eine reduzierte
Ubiquitinierung der HMG-CoA Reduktase sein. Um der HMG-CoA Reduktase Akkumulierung
entgegenzutreten, wurden Sterol Analoga entwickelt. Ein Beispiel hierfiir ist HMG499 (Cmpd
81), welches als HMG-CoA Reduktase Degrader fungiert. Dadurch wird die Statin induzierte
HMG-CoA Reduktase Akkumulierung verhindert (Jiang et al., 2018). HMG499 ist am Markt
erhaltlich und wurde einige weiterfUhrende Experimente ermdglichen. Vielleicht ware eine
dauerhafte Prenylierungsinhibition durch eine Kombination von HMG499 und Statinen
moglich. In einer ganz aktuellen Studie wurde HMG499 weiterentwickelt. Dort konnte, durch
Adaptionen, die Nebenwirkung der Cholesterolakkumulierung von HMG499 unterbunden
werden und die Effizienz der Verbindung erhéht werden (Li et al., 2022). Damit kommt vielleicht

in der Zukunft ein noch besserer HMG-CoA Reduktase Degrader auf den Markt.

Zoledronate induziert kaum starkere Pralamin A Signale (Abbildung 4C und D) als die
Negativkontrollen (Abbildung 2). Ein Grund dafir kdnnte sein, dass Bisphosphonate generell
als hydrophil bezeichnet werden und dadurch eine sehr geringe Bioverfigbarkeit von <1 %
nach oraler Applikation vorweisen. Dadurch mussen sie parazellular transportiert werden
(Drake et al., 2008). Ein parazellularer Transport in vitro, kdnnte mdglicherweise auch eine
verringerte zellulare Aufnahme der Bisphosphonate in der Zellkultur bedeuten. Es wurde mit
verschiedensten Konzentrationen experimentiert. Doch auch mit zytotoxischen
Konzentrationen in Vorexperimenten konnte keine effizientere Farnesylierungsinhibition und

Akkumulation von Pralamin A erzielt werden.
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Eine Ldsung diesbezliglich sollten lipophile Bisphosphonate wie BPH-715 bringen. Doch auch
BPH-715 (Abbildung 4A und B) induzierte kein intensiveres Pralamin A Signal als Zoledronate.
Ein Grund dafir konnte sein, dass BPH-715 die FPPS erst inhibiert, wenn das Medikament
bereits zytotoxisch wirkt. Jedoch kénnte die GGPPS bereits bei niedrigen Konzentrationen gut

inhibiert werden, weshalb BPH-715 in Kombination mit Lonafarnib eingesetzt wurde.

Alternative Prenylierung bei Medikation mit einem FTI ist der Grund fur die geringe Effizienz
der FTls (Varela et al., 2008). Deswegen wurde versucht mit einer Triple-Medikament Therapie
hier anzusetzen. Warum die Triple-Medikament Therapie bei der Behandlung von HGPS nicht
effektiver ist, konnte an der oben beschriebenen HMG-CoA Reduktase Induktion liegen und
an der geringen Bioverfigbarkeit der Bisphosphonate. Neue Erkenntnisse und Wirkstoffe
kénnten zu einer Kombination von HMG-CoA Degradern mit Statinen oder lipophilen
Bisphosphonate flhren. Lipophile Bisphosphonate weisen eine geringere Affinitat zu
Knochenmineral auf und eine erhohte zellulare Aufnahme, weshalb die in vivo Aktivitat
gegenuber der zugelassenen Bisphosphonate erhoht ist (Zhang et al.,, 2009). Deswegen
sollten noch weitere Studien mit der in dieser Arbeit vorgestellten Kombinationstherapie
durchgefuhrt werden. Zwei Besonderheiten sprechen fur diese Kombinationstherapie. Erstens
wiesen die Kerne von Zellen, welche mit einer Kombination aus Lonafarnib und BPH-715
behandelt wurden, eine sehr kreisformige Morphologie auf (Abbildung 5). HGPS Zellen zeigen
haufig deformierte Zellkerne (Varela et al., 2008). Zweitens kénnten die schwachen Lamin A
und Pralamin A Banden auf eine Degradierung von Pralamin A und Lamin A hindeuten
(Abbildung 3A). Im Falle von HGPS Zellen, wirde das eine Degradierung von Progerin
bedeuten. Niedrigere Lamin A Synthese Level deuten auf eine Reduktion des
Krankheitsphanotyps hin (Yang et al., 2010). Demnach ware die Ubertragung der

Kombinationstherapie auf HGPS Zellen ein spannendes Ziel fur die Zukunft.

Lonafarnib induziert ein nucleoplasmatisches Farnesyl Signal (Abbildung 6). Nachdem Lamin
A alternativ durch Geranylgeranyl prenyliert werden kann, ware es moglich, dass auch B-Typ
Lamine alternativ prenyliert werden. Durch die Geranylgeranylisierung kénnten Probleme bei
der weiteren -CAAX-Box Prozessierung auftreten. Die endoproteolytische Abspaltung der
letzten drei Aminosauren konnte behindert werden, was eine schlechtere
Kernmembranverankerung zur Folge haben kdénnte. Folglich koénnten die Proteine
geranylgeranyliert nucleoplasmatisch akkumulieren. So wurde gezeigt, dass FTI Behandlung

zu einer erhohten nucleoplasmatischen Akkumulierung von Lamin B2 fuhren kann (Adam et
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al., 2013). Demgegenuber steht, dass geranylgeranyl ein 45fach effektiverer Membrananker
ist als Farnesyl (Davies et al., 2009). Weiter entsteht bei Anwesenheit eines FTIs eine Form
von Lamin B2, die elektrophoretisch langsamer migriert als das eigentliche posttranslational
prozessierte Lamin B2. Allerdings findet die Akkumulierung auch in Anwesenheit eines
Geranylgeranyltransferaseinhibitors (GGTIs) statt (Adam et al., 2013). Somit muss man davon
ausgehen, dass das nucleoplasmatische Lamin B2 Signal nicht farnesyliert und nicht
geranylgeranyliert ist. Um die Prozessierung der B-Typ Lamine in Anwesenheit der
verschiedenen in dieser Arbeit verwendeten Wirkstoffe genauer zu untersuchen, kénnten in
weiteren Experimenten die Immunprazipitation von Lamin B1 und B2 mit anschliel’ender
Analyse mittels Western Blot mit Anti-Farnesyl und Anti-Lamin B1 bzw. B2 Antikdrpern
durchgefihrt werden. A-Typ und B-Typ Lamine bilden getrennte, aber miteinander
interagierende Netzwerke unter der inneren Kernmembran (Adam et al., 2013). Nachdem
unsere Kombinationstherapie eine veranderte Kernmorphologie zeigte, ware es interessant zu
wissen, wieviel der B-Typ Lamine in farnesylierter Form vorliegt und inwieweit das die Struktur
der einzelnen Netzwerke und dadurch die Morphologie der Zellkerne beeinflusst.
Hochauflésende Immunfluoreszenzmikroskopie in Kombination mit Immunprazipitation und

massenspektroskopischer Analyse konnte dazu beitragen.

Eine weitere Theorie hinter dem nucleoplasmatischen Farnesyl Signal betrifft die FTase. Die
kristalline Struktur der FTase zeigt zwei Einbuchtungen, welche jeweils eine fur
Farnesylpyrophosphat und eine fir das -CAAX-Motiv sein kénnten (Mukherjee & Guha, 2006).
Lonafarnib ist ein -CAAX-Kompetitor (Dhillon, 2021). Die FTase bildet mit
Farnesylpyrophosphat einen nicht kovalenten Komplex, der dann eine -CAAX-Box farnesyliert
(Baumann & Menon, 2002). Wahrend also die -CAAX Bindungsstelle durch Lonafarnib
geblockt ist, kann weiterhin Farnesylpyrophosphat in der Farnesylbindungsstelle binden. Dafiir
misste jedoch die FTase im Kern lokalisiert sein. Die genaue Lokalisierung der FTase ist
jedoch immer noch nicht genau geklart. Zmpste24 und Icmt, zwei Enzyme der Pralamin A
Prozessierung, sind sowohl in der inneren Kernmembran als auch in der ER Membran
lokalisiert (Barrowman et al., 2008). Bei einer IF mit Anti-Farnesyltransferase Antikdrpern
konnte kein eindeutig nuklear angereichertes Signal entdeckt werden (Barrowman et al.,
2008). Dementsprechend kann von einer Lokalisierung der FTase sowohl im Kern als auch im
Zytosol ausgegangen werden. Der Komplex zwischen FTase und Farnesylpyrophosphat
kdénnte durch Lonafarnib Behandlung im Kern akkumulieren, weshalb das deutliche nukleare

Farnesyl Signal auftritt. Diese veranderte Lokalisierung bzw. Akkumulierung kénnte in
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Immunfluoreszenzstudien mit Anti-FTase Antikérpern Uberprift werden. Zusatzlich kénnte
eine FTase Knockout Zelllinie dazu verwendet werden, um zu Uberprifen, ob das nach
Lonafarnib Behandlung im Zellkern akkumulierende Farnesyl Signal tatsachlich von an die
FTase gebundenem Farnesylpyrophosphat stammt. Darlber hinaus konnte mit dieser
Knockout Zelllinie die alternative Prenylierung von Pralamin A bewiesen werden und die
Effizienz der FTls besser verglichen werden. Ein Problem kénnte jedoch sein, dass FTIs in
Fibroblasten Zellseneszenz verursachen (Adam et al., 2013). Bei einem FTase Knockout

kdnnten also die Zellen nicht mehr teilungsfahig sein.
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5. Zusammenfassungen

Lamin A wird als Pralamin A translatiert und anschlielend carboxyterminal am -CAAX Motiv
posttranslational modifiziert. Die -CAAX-Box wird farnesyliert, endoproteolytisch gespalten
und carboxymethyliert. Danach werden die letzten 15 Aminosauren, inklusive farnesylierter -
CAAX-Box, proteolytisch abgeschnitten. Beim Hutchinson-Gilford-Progerie-Syndrom bleibt
das mutierte Lamin A Protein dauerhaft farnesyliert, weshalb die Patient*innen den Phanotyp
des vorzeitigen Alterns tragen. Ein Dbereits zur Behandlung zugelassener
Farnesyltransferaseinhibitor, Lonafarnib, soll die Farnesylierung verhindern und dadurch zu
einer Verbesserung des Krankheitsbildes flihren. Eine Lonafarnib Behandlung induziert eine
Pralamin A Akkumulierung in mesenchymalen Stromazellen. Der Effekt der Behandlung ist
jedoch begrenzt, was auf eine alternative Prenylierung durch Geranylgeranyl zurtickzufihren
sein konnte. Farnesyl und Geranylgeranyl sind Produkte des Mevalontweges. Statine und
Bisphosphonate inhibieren unterschiedliche Schritte genau dieses Syntheseweges. Statine
greifen zu einem friihen Zeitpunkt ein, indem sie die 3-Hydroxy-3-Methylglutaryl-Coenzym-A-
Reduktase inhibieren. Bisphosphonate hingegen inhibieren die
Farnesylpyrophosphatsynthase und Geranylgeranylpyrophosphatsynthase. Eine Triple-
Medikament Therapie bestehend aus Lonafarnib (Farnesyltransferaseinhibitor), Zoledronate
(Bisphosphonat) und Pravastatin (Statin) sollte bei Hutchinson-Gilford-Progerie-Syndrom
Patient*innen Besserung gegentber der Lonafarnib Monotherapie bringen, welche jedoch aus
bis jetzt nicht bekannten Grinden nicht eintrat. In dieser Arbeit wurde mittels
Immunfluoreszenzmikroskopie und Western Blot der Einfluss von Statinen, Bisphosphonaten
und Lonafarnib in murinen mesenchymalen Stromazellen auf die Prozessierung von Lamin A,
die allgemeine zellulare Farnesylierung und die osteogene Differenzierung untersucht. Mit
einer alternativen Kombinationsbehandlung bestehend aus Lonafarnib und einem lipophilen
Bisphophonat konnte eine verbesserte Prenylierungsinhibition geschaffen werden.
Gleichzeitig konnte eine neue Perspektive zur Bewertung von Prenylierungsinhibitionen
erprobt und ein vermeintlicher Nebeneffekt von Farnesyltransferaseinhibitoren identifiziert

werden.



26

6. Summary

Lamin A is translated as prelamin A and subsequently post-translationally modified. The
modification occurs carboxy-terminal at a so-called CAAX box. The CAAX-box becomes
farnesylated, endoproteolytically cleaved, and carboxymethylated. In a final step, the last 15
amino acids, including the farnesylated CAAX-box, are proteolytically cleaved off. In
Hutchinson-Gilford progeria syndrome, the mutated lamin A protein remains permanently
farnesylated, which causes the phenotype of premature aging. A farnesyltransferase inhibitor
already approved for treatment, lonafarnib, prevents farnesylation, thus leading to an improved
disease pattern. Lonafarnib treatment induces prelamin A accumulation in mesenchymal
stromal cells. However, the effect of the treatment is limited, which may be due to alternative
prenylation by geranylgeranyl. Farnesyl and geranylgeranyl are products of the mevalonate
pathway, which is inhibited by statins and bisphosphonates at different steps. Statins intervene
at an early stage by inhibiting the 3-hydroxy-3-methylglutaryl coenzyme A reductase.
Bisphosphonates, on the other hand, inhibit the farnesyl pyrophosphate synthase and the
geranylgeranyl pyrophosphate synthase. A ftriple-drug therapy consisting of lonafarnib
(farnesyltransferase inhibitor), zoledronate (bisphosphonate), and pravastatin (statin) was
expected to improve treatment outcomes compared to the lonafarnib monotherapy in
Hutchinson-Gilford progeria syndrome patients. However, no improvement was observed due
to reasons yet unknown. In this study the influence of statins, bisphosphonates and lonafarnib
on the processing of lamin A, on the cellular farnesylation in general, and on the osteogenic
differentiation was investigated in murine stromal cells. Using an alternative combination
treatment consisting of lonafarnib and a lipophilic bisphosphonate demonstrated an improved
prenylation inhibition. Furthermore, a new perspective to evaluate prenylation inhibition was

tested and a potential side effect of farnesyltransferase inhibitors was identified.
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7. Abklirzungsliste

DMEM Dulbecco’s modified Eagle’s medium

FCS Fetales Kalberserum

FTI Farnesyltransferaseinhibitor

DMSO Dimethylsulfoxide

IF Immunfluoreszenz

PBS Phosphate Buffered Saline

SDS-Page Sodium  Dodecylsulfate  Polyacrylamide

Gelelektrophorese

TBST Tris-buffered saline mit 0,05 % Tween 20
BSA Bovines Serum Albumin

ALP Alkalische Phosphatase

pNPP para-Nitrophenylphosphat

FTase Farnesyltransferase

HGPS Hutchinson-Gilford-Progerie-Syndrom




28

FPPS Farnesylpyrophosphatsynthase
GGPPS Geranylgeranylpyrophosphatsynthase
ECM Extrazellularmatrix

GGTI Geranylgeranyltransferaseinhibitor
HMG-CoA 3-Hydroxy-3-Methylglutaryl-Coenzym-A
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9. Abbildungsverzeichnis

Abbildung 1: D1-Zellen, die mit 10 yM Atorvastatin behandelt wurden. Nach 24 h (A), 48 h (B)
wurden die Zellen fixiert und Immunfluoreszenzfarbungen mit Anti-Farnesyl (rot) und Anti-
Pralamin A (grun) Antikdrpern durchgefuhrt. Die Zellkerne wurden mit Hoechst (blau) gefarbt.
Zu beachten ist, eine nach 24 h nachlassende Pralamin A Akkumulierung. Malstabsskala,
24 0 1V | o 0 TP 9

Abbildung 2: D1-Zellen wurden nur mit Tragersubstanz DMSO als Negativkontrollen
behandelt. Nach 24 h (A), 48 h (B) und 72 h (C) wurden die Zellen fixiert und
Immunfluoreszenzfarbungen mit Anti-Farnesyl (rot) und Anti-Pralamin A (griin) Antikérpern
durchgeflihrt. Die Zellkerne wurden mit Hoechst (blau) gefarbt. Zu beachten ist, dass auch
ohne Behandlung Pralamin A im Zellkern detektierbar ist, sowie ein diffuses Anti-Farnesyl

Signal verteilt GUber die Zellen. MaRstabsskala, 20 pm. .........cccoooiiiiiiiiiii e, 10

Abbildung 3: Western Blot Analyse von Zellen, die 24 h bzw. 48 h mit DMSO, 10 uM
Lonafarnib (Lona), 30 uM Zoledronate (Zole), 10 uM Atorvastatin (Ato), 10 uM BPH-715 oder
einer Kombination aus 10 yM BPH-715 und 10 uM Lonafarnib (BPH/Lona) behandelt wurden.
Es wurden 5 pg der entsprechenden Proteinlysate aufgetragen und mittels Western Blot mit

Lamin A/C Antikérpern (A) bzw. Anti-Farnesyl Antikérpern (B) analysiert. .......................... 12

Abbildung 4: D1-Zellen, die mit 10 yM BPH-715 (A und B) bzw. 30 uM Zoledronate (C und D)
behandelt wurden. Nach 24 h (A und C) bzw. nach 48 h (B und D) wurden die Zellen fixiert
und Immunfluoreszenzfarbungen mit Anti-Farnesyl (rot) und Anti-Pralamin A (grin)
Antikérpern durchgefihrt. Die Zellkerne wurden mit Hoechst (blau) gefarbt. Zu beachten sind
die schwachen Pralamin A Signale in allen Aufnahmen. Anti-Farnesyl Farbungen in B und D

weisen typisch ausgesparte Zellkerne auf. MalRstabsskala, 20 um. .........ccccoeeeeiiiiiiiieiiiinnnnn. 15

Abbildung 5: D1-Zellen, die mit 10 uM BPH-715 und 10 uM Lonafarnib kombiniert behandelt
wurden (Kombi). Nach 24 h (A), 48 h (B) und 72h (C) wurden die Zellen fixiert und
Immunfluoreszenzfarbungen mit Anti-Farnesyl (rot) und Anti-Pralamin A (grin) Antikérpern
durchgefuhrt. Die Zellkerne wurden mit Hoechst (blau) gefarbt. Zu beachten sind, die
intensiven Pralamin A Signale, eine sehr runde Zellkernmorphologie und ein deutlich
sichtbares nucleoplasmatisches Farnesyl Signal. Nach 72-stindiger Behandlung ist das

zytoplasmatische Farnesyl Signal fast nicht mehr sichtbar (C). Mal3stabsskala, 20 ym. ...... 17
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Abbildung 6: D1-Zellen, die mit 10 uM Lonafarnib behandelt wurden. Nach 24 h (A), 48 h (B)
und 72 h (C) wurden die Zellen fixiert und Immunfluoreszenzfarbung mit Anti-Farnesyl (rot)
und Anti-Pralamin A (griin) Antikérpern durchgefiihrt. Die Zellkerne wurden mit Hoechst (blau)
gefarbt. Zu beachten sind Pralamin A Signale, deren Intensitat von der Behandlungsdauer
unabhangig ist, und gut sichtbare nucleoplasmatische, sowie Zellkernmembran assoziierte

Farnesyl Signale. Mal3stabsskala, 20 Mm..........oooiiiiiiii i 18

Abbildung 7: Osteogene Differenzierung der D1 Zellen mit Medikamentenbehandlung. Die
Differenzierung lief Uber 12 Tage und die Zeitpunkte der Probennahme waren Tag 4, 7 und
12. Die Zellen wurden mit DMSO (D), 10 yM Lonafarnib (L), 10 uM Atorvastatin (A) und 5
UM BPH-715 in Kombination mit 10 uM Lonafarnib (B/L) behandelt. A: Die Mineralisierung der
Zellen wurde mithilfe der Alizarin Rot Farbung durch Absorptionsmessung bei 405 nm
bestimmt. B: Die ALP Aktivitdt wurde mithilfe einer ALP-Aktivitats Standardgerade errechnet.
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