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Einleitung 1

|. Einleitung

1.1 Die inneren méannlichen Geschlechtsorgane

Zu den inneren méannlichen Geschlechtsorganen der Sauger zahlem (Hledgs), Nebenhoden
(Epididymis) und der Samenleiter (Ductus deferens). Der paagglegte Hoden ist der Ort der
Spermatozoenbildung und eine wichtige Hormondrise, die die méannlicleahl&shtshormone
(Androgene) produziert. Die Spermatozoen werden uber ein samesradsitNetz aus Kanalchen
(Rete testis und Ductuli efferentes) in den Nebenhoden abgegebendederHoden in
Langsrichtung kranilateral aufgelagert ist. Er ist derdertpost-testikularen Spermatozoenreifung
und Speicherort fur die Spermien, bevor sie in den Sameleiter gelangen.

/ \ Samenstrang

~— BlutgeféaRe und Nerven

Abb. 1.1: schematische Darstellung des
 Tubuli seminiferi contorti  Hodens  (Testis) und  Nebenhodens
\ / (Epididymis) der Sauger Der Nebenhoden
=Y ™ liegt dem Hoden auf und wird unterteilt in
\ Kopf (Caput Epididymidis), Kérper (Corpus
Epididymidis) und  Schwanz (Cauda
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1.2 Der Hoden und seine Funktion als Reproduktionsgan

1.2.1 Ablauf der Spermatogenese

Im Keimepithel des Hodens findet in den Samenkanélchen, den so genannten Tubusedneni
Spermatogenese statt. Hierbei handelt es sich um einen kompléfeneri2ierungs-Prozess, in
dessen Verlauf aus diploiden mannlichen Stammzellen (Spermatogodien}estikularen
haploiden Spermien hervorgehen.

Die Spermatogenese ist ein kontinuierlicher Vorgang, der sichei Phasen unterteilen lasst: 1)
die Proliferationsphase, die durch zahlreiche mitotische uigén der Spermatogonien
gekennzeichnet ist, 2) die meiotische Phase, in der das Genom der Spgenmagkombiniert und
halbiert wird und schlie3lich 3) die Spermiogenese, in der, ausgehendundeny haploiden
Spermatiden, die morphologische Differenzierung zum elongierterm&fmoon stattfindet. Der
gesamte Prozess dauert bei der Ratte etwa 54 Tage [Russe1990] und beim Mann 74 Tage
[Heller & Clermont, 1963.] In Abbildung 1.2 ist die spermatogenetisEméwicklung der
Keimzellen schematisch dargestellt.
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Abb. 1.2: schematische Darstellung der Spermatogese in einem Samenkanalchefmodifiziert nach Handel, 1987 und
Campell et al, 1999]. B: Typ B-Spermatogonium, Ap: pAle-Spermatogonium, Ad: @ark-Spermatogoium, LM:
Basalmembran. Spermatogonien an der Basalmembitan s&ch mitotisch. Wahrend der Differenzierungndearn die von
den Sertolizellen umgebenden Keimzellen in Richtiimguluslumen, von wo aus sie in den Nebenhoddasse&in werden.

Die Spermatogenese beginnt mit den Spermatogonien, die peripher &asdéémembran der
Samenkanalchen liegen und in Zellen des Typs A und des Typsd#iklag werden. Bei den A-
Spermatogonien werden zusatzlichdalk)-Spermatogonien (Ad) und péle)-Spermatogonien
(Ap) unterschieden. Die Ad-Spermatogonien zeigen unter normalen tufast&eine oder nur
sehr geringe Proliferationsaktivitat [Schlatt &Weinbauer, 19894 kdnnen als Stammzellen der
Spermatogonien angesehen werden. Die Ap-Spermatogonien hingegen dencimatgtische
Zellteilungen und differenzieren zu B-Spermatogonien. Aus Spermatogtesehyps B gehen im
letzten Schritt der proliferativen Phase die praleptotdnen priméaren Speytea hervor, welche in
die Prophase | der ersten meiotischen Teilung eintreten und mit der DNAeSgrideginnen.

Die Meiose ist ein kritisches Ereignis wahrend der Spermaé&sge Wéahrend dieses Prozesses
missen die Rekombination des genetischen Materials, die Redukti@haesosomensatzes und
die Entwicklung von haploiden Spermatiden erfolgreich abgeschlosgeemnwédierzu I6sen sich
die primaren Spermatozyten von der Basalmembran, passieren dighewiden Sertolizellen
ausgebildete Blut-Hodenschranke und treten in die Prophase | dBr ersiotischen Teilung ein.
In den folgenden Stadien Leptotan, Zygotan und PacHindet die Chromosomenpaarung
und genetische Rekombination statt. Nach der ersten meiotischeteiRaifgentstehen aus
einer primaren Spermatozyte zwei sekundare Spermatozytelcheweinen haploiden
Chromosomensatz, jedoch in doppelter Ausfihrung enthalten. Im Verlaufzvaeiten
meiotischen Reifeteilung, entstehen aus den zwei sekundaren Spegtermatoer haploide
Spermatiden (siehe Abbildung 1.2). Diese runden und teilungsinaktivean Zelfen in der
letzten Phase der Spermatogenese, der so genannten Spermiageresddifferenzierten,
elongierten Spermien au®abei fihren markante und komplizierte Transformationen wie
Elongation und Kondensation des Zellkerns, Reduktion des Zytoplasmas, AkreBdduwery und
Ausdifferenzierung des Flagellums zur Entwicklung der typischenaZellfier Spermatozoen. Der
gesamte Prozess ist qualitativ bei allen Sduger-Spelaatsch und l&asst sich grob in vier Phasen
unterteilen: Golgi-, Kappen-, Akrosom- und Reifungsphase [Leblond &rlet, 1952 + 1955].
Im Folgenden ist die Spermiogenese am Beispiel des Menschen beschrieben.
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Golgiphase Kappenphase Akrosomphase Reifungsphase

Abb. 1.3: Schematische Darstellung der Differenziemg der Spermatiden im humanen Testigmodifiziert nach Roosen-
Runge, 1981] Ak: Akrosom, An: Annulus, Ax: Axoneff;, Flower-Struktur, G: GeiRelstrukturen, Go: Golgi-Apparkt;
Mitochondrien, Mt: Manschette, K: Zellkern, Sk: sgelférmiger Kdrper, Z: Zentriol,

In der Golgi-Phase erfahrt der Golgi-Apparat einen Formwandel und bildet proakrosomale
Vesikel. Diese verschmelzen zum so genannten Akrosomenblaschernnelade&tronendichte
Masse enthalt und Kontakt zum Akroplaxom aufnimmt. Das Akroplaxsbreime Aktin-Keratin-
haltige Zytoskelett-Struktur, die das entwickelnde Akrosom aufn déellkern verankert
[Kierszenbaumet al, 2003]. In der weiteren Differenzierung bildet sich die kranio-kkeuda
Symmetrie der Spermatiden aus, indem eines der Zentriolenrdu@alen Zelloberflache ein
Axonem ausbildet, das aus Mikrotubuli einer klassischen 9 + 2-Anordnunghtbelsteder
Kappenphasebreitet sich das Akrosomenblaschen kappenformig bis Uber den Z&bé&ques,
bedeckt abgeflacht die Halfte bis zwei Drittel des Zellkennd bildet das Akrosom. Der Zellkern
wandert zur Zelloberflache, wobei das Akrosom in rdumliche Nahd&Blsmamembran kommt.
Das distale Zentriol bewegt sich zum Zellkern, wird dort verdnked dient als Basalkorper der
sich verlangernden Geil3el, wodurch es zu einer Einschnirung des Zytaplaemmt. Wahrend
dieses Prozesses bildet sich auch die Manschette, eineettanslikrotubuli- und Aktin-haltige
Struktur, die fur den Transport von Vesikeln und Makromolekilen zum Akraswimdem sich
entwickelnden Flagellum verantwortlich ist. Zudem gibt es Hineveiaf einen Transport der
DNA-Verpackungs-Proteine vom und zum Kern entlang der Manschette [{988]. In der
Akrosomphaseverlangert sich der Zellkern, das Chromatin kondensiert, das Zstoplavird
langezogen, und die Elongation der Keimzelle schreitet fort. ImaMeder Kernkondensation
werden die Histone durch kleine basische arginin- und cysteinréobieine, die Protamine
ersetzt, um eine dichtere Packung der DNA zu erreichen. Diestausch erlaubt eine dichtere
Packung der DNA, so dass der Zellkern auf 5 % des Volumens einenisshma Zellkerns
kondensiert werden kann [Braun, 2001]. Die DNA befindet sich nun in depg¢kungsform®.
Durch die Chromatinkondensation kommt es zu einer zeitlichen Entkoppumd ranskription
und Translation. Das Akrosom folgt der Elongation des Zellkerns uniaregiie Verdichtung des
Inhalts und Anpassung an die Form des Zellkerns. Das Flagellum, dd&oreewegung des
Spermiums im weiblichen Genitaltrakt dient, ist jetzt gusgebildet. Es besteht aus dem zentralen
Axonem und damit in Verbindung stehenden auf3eren dichten Langsfaserrdsov@eheide. In
der Reifungsphase bilden sich schlie3lich Mittel-, Haupt und Endsticklagsllums aus. Dabei
werden Mitochondrien aus dem Zytoplasma rekrutiert und in einddalesli Anordnung um das
Mittelstick herum angeordnet. Die Manschette verschwindet isedi®hase. Am Ende der
Spermiogenese erfolgt in der Reifungsphase eine Volumenreduktioeifd@sSpermatozoons auf
etwa 25 % der urspringlichen Grof3e. Zum einen wird dies Uber drn&lion von Wasser aus
Zellkern und Zytoplasma erreicht, zum andern Uber die Abschniirung gi3pladmaanteile, als
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so genannte Residualkorper, kurz vor der Spermiation. Die Residualkénpealten RNA,
Organellen und andere Bestandteile, die fir das Uberleben desiBpsmach Freisetzung nicht
langer notig sind. Die Phase der Spermiogenese endet, wenntitielde=n Spermatozoen aus
dem Verband des Keimepithels in das Tubuluslumen abgegeben werden.

1.2.2 Kinetik der Spermatogenese

Die Spermatogenese ist ein zyklischer Prozess, der kontinuigrladdgn Samenkanélchen des
Hodens ablauft und sich dadurch grundsatzlich von dem ebenfalls zykliscigang der
Oogenese des weiblichen Organismus unterscheidet. Die komplexen Vodginbalungen
und Differenzierungen der Keimzellen erfolgen nach genau fegtgelezeitlichen und
raumlichen Mustern. Zur gleichen Zeit, zu der aus einem Spegoraton tber Teilung und
Differenzierungen neue Spermatozoen entstehen, starten anderet8gennea in demselben
Areal des Keimepithels mit der Spermatogenese in einetaftgden aber zeitlich
kontrollierten Sequenz. Dieser zeitlich synchronisierte Ablaubreeit eine raumliche
Verlagerung der Keimzellen von der Basalmembran (Spermatogomianh apikal
(elongierende Spermatiden) ins Keimepithel des Samenkanal®emngdZe & Rheder, 1984].
Durch die zeitliche und rdumliche Synchronisation der verschiedenerz&lone entstehen
im Keimepithel stdndig wiederkehrende Muster charakteristig€banzellassoziationen, die
als Stadien der Spermatogenese bezeichnet werden. Die AnzaBpelenatogenesestadien
variiert zwischen den Spezies. Wahrend bei der Laborratte 14/§l-Stadien unterschieden
werden [Leblond & Clermont, 1952], kann die humane Spermatogenese mit3taden
beschrieben werden [Clermont, 1963]. In Abbildung 1.4 sind die mdglichen rstadie
spezifischen Zellassoziationen am Beispiel der Ratte in &taging mapusammengefasst
dargestellt. Unter dem Zyklus der Spermatogenese versteht magittiche Abfolge bzw. das
Durchlaufen aller Stadien der Spermatogenese, d.h. einer Etag&tadgmg map Bei der
Entwicklung und Differenzierung eines einzelnen Spermatogoiums zo egifem Spermium
werden mindestens vier spermatogenetische Zyklen (Etagen) alufierhl (Mensch 4,6
Zyklen). Aus dieser Angabe und der Dauer eines Zyklus (16 TageMenschen, 12,9 Tage
bei der Ratte) errechnet sich die Gesamtdauer der Spermatogenese.

Abb. 1.4: Zusammenstellung der Keimzell-
assoziationen in den 14 Stadien der
Spermatogenese in defStaging mapder Ratte
[aus Russelet al., 1990]. Die fortschreitende
Keimzelldifferenzierung ist von links nach rechts
dargestellt, wobei am Ende der Reihe bzw. eines
Zyklus die Entwicklung eine Etage weiter oben in
einem nachsten Zyklus fortlauft. Die zeitliche
Abfolge aller Stadien wird als Zyklus der

i Spermatogenese bezeichnet Ubereinander
{ mm WV v Vi V@ ¥ % o\ Xm oxm Xy liegende Keimzellstadien spiegeln typischen
STAGES OF THE CYCLE Keimzellassoziationen wider.

Stadien des Spermatogenese-Zyklus der Ratte (12,9 d)
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1.3 Morphologie/Anatomie der Keimzellen

Das Produkt der Spermatogenese ist ein morphologisch voligggndhoch differenziertes
Spermatozoon, dem aber noch die Fahigkeit zur gerichteten Fortbewggogigegsive Motilitat)
fehlt und das auch noch nicht befruchtungsfahig ist. Die Morphologie pgm&tozoen variiert
zwischen den bisher untersuchten Spezies sehr stark und ishlisicteen Arten noch nicht
charakterisiert. Typischerweise nehmen die Spermien der Saug@ufe der Spermiogenese eine
stromlinienférmige Form an, die sich aus einem Spermienkopf, Hattldlick und Schwanz
zusammensetzt, so dass sie sich im flussigen Milieu desliehein Reproduktionstraktes gut
bewegen konnen. In Abbildung 1.5 ist der schematische Aufbau eines i&&8germatozoons
dargestellt. Bei allen Sdugern findet sich dieselbe StruktsrSpermienschwanzes, wobei die
Lange des Axonems und des Mittelstiickes sowie die Dicke deredidlngsfasern variieren
kénnen [Fawcett, 1970]. Bei der Form der Spermienkdpfe gibt es HZrsgbe Unterschiede, die
fur die jeweiligen Spezies charakteristisch sind [Fawcett, 1938}. Spermienkopf der Ratte
beispielsweise erhalt in der Spermiogenese eine hakenformige, Maéihmend die humanen
Spermien einen spatelférmigen Kopf ausbilden. Der Spermatozoenkopft efdbdondensierte
genetische Material, das von einer Kernhlle ohne Poren umgebd&nZwdem entwickeln sich
wahrend der Spermiogenese im Kopfbereich charakteristiscoktiBen wie das Akrosom, die
transiente Manschette und das Akroplaxom, auf die hier ndher eingegangem saditde

Peri-akrosomaler

kRaum | J— _ Zellmembran
Sub-akrosomaler 7=~ Akrosom

R s,
aum IT' Kern-Vakuole
i — Zellkern

AkrosomPI.atsmalmembran
Zellkern Axialfilament Kernmembran
Zentriol Mitochondrien -
Annulus

f ; Equatorial-
a R el e g Post-akrosomale{ ) Segment
e ' \ Region
Kopf Hals Mittelstlick Schwanz Endstiick ™ .
P Zentriol S “.Verbindungsstiick
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"

- Langsfasern
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Abb 1.5: Schematischer Aufbau eines S&augetier-Speatozoons. links: Unterteilung des Spermiums in Kopf, Hals,
Mittelstiick und Schwanzechts: genauere Darstellung der Kopfstrukturen

1.3.1 Akrosom

Ein wichtiges Organell des Spermatozoons ist das Akrosom. Chesasaltet unter anderem die
hydrolytischen Enzyme (Akrosin, Esterasen, saure Proteasen), dee &paeine Spermien-Ei-
Interaktion und fur die Fertilisation wichtig sind [Barresal, 1996]. Beim Akrosom handelt es
sich um eine den kranialen Spermatozoenkopf tUberziehende Kappe,Udspeung der Golgi-
Apparat der runden Spermatiden ist [Fawcett, 1970, Moegnal, 2000]. Die Akrosomen-
Biogenese ist ein kontinuierlich fortschreitender Prozess, der\sikel-Transport und die
Organellen-Migration umfasst und bis heute noch nicht genau verstetdBme ersten Schritte
der Akrosomen-Formation beginnen in frihen runden Spermatiden wahrendoldgPase,
indem proakrosomale Golgi-Vesikel sezerniert werden und zum Akrodn@sehen fusionieren
[Moreno et al, 2000]. Dieses lagert sich kaudal an den Zellkern bzw. das Akropjaxelches
dem Zellkern aufliegt an und breitet sich, wahrscheinlich bedingthddie weitere Anlagerung
von Golgi-Vesikeln, in der Kappenphase bis liber den Aquator des ZellkesndNahrend der
fortschreitenden Modifikation und Elongation der Keimzellen inAlaosom- und Reifungsphase
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verdichtet sich das Akrosom und passt sich der Form des Spermienangfgsselkt al., 1983;
Moreno & Alvarado, 2006]. Das fertige Akrosom besteht aus zwei ii@men: von aul3en nach
innen betrachtet liegt die aul3ere akrosomale Membran untétlanamembran und die innere
Uber der Kernmembran des Spermiums. Zwischen den beiden akrosomatémakten befindet
sich die akrosomale Matrix. Das Akrosom bedeckt etwa zweieDdes Zellkerns und endet im
Equatorial-Segment, an dem die Spermien-Ei-Fusion stattfivdegpimachi, 1994]. Die kaudale
Region des Kopfes, die nicht von dem Akrosom bedeckt ist, wird post-alates&®agion genannt,
das dort befindliche Zytoskelett wird als Calyx bezeichnet.

1.3.2 Akroplaxom

Eine weitere wichtige Rolle wahrend der Spermiogenese nimmtARasplaxom ein. Hierbei
handelt es sich um eine subakrosomale, F-Aktin/Keratin-haltigeskglett-Struktur, die kranial
auf dem Zellkern aufliegt und durch den Akroplaxom-Schluf3ring begrenttstabilisiert wird
(siehe Abb. 1.6). Das Akroplaxom hat zunachst die Funktion, das Akrosomna#laiegierenden
Spermatiden-Zellkern zu verankern [Kierszenbaemal 2003]. Wahrend der Akrosomen-
Biogenese lagern sich die proakrosomalen Golgi-Vesikel auf dem Akaoplan, fusionieren zum
Akrosomenbléaschen und bilden schlie3lich das Akrosom aus. Die innere Alkeroddembran ist
fest mit dem Akroplaxom verbunden, welches wiederum auf der Kernveétbnkert ist (siehe
Abb. 1.6B) [Kierszenbaurat al, 2003]. Akrosom und Akroplaxom entwickeln sich im Verlauf der
Spermiogenese parallel. Das Akroplaxom und vor allem der Akroplaxbif&og tbernehmen
weiterhin eine Funktion bei der Kondensation und Formung des ZellkernsZéneaumet al,
2003; Kierszenbaum & Tres, 2004]. Der akroplaxomale Schlussring umsjamaellkern und ist
wie das Akroplaxom fest mit der inneren Akrosomenmembran und deh#lér verbunden (siehe
Abb. 1.6C). Hierdurch wird zum einen das Akrosom uber den Zellkern gespadrit seiner
Position fixiert. Zum anderen reduziert der Ring mit fortschreitefitlengation des Zellkerns
seinen Durchmesser [Kierszenbaum & Tres, 2004], so dass er eingebende und
stabilisierende Funktion einnimmt. In elongierten Spermatiden deposjere das F-Aktin des
Akroplaxoms zu G-Aktin [Fouquet & Kann, 1994].

‘ Akroplaxom ‘

'/
A Sertolizelle / y

Ectoplasmatische $
Spezialisierungen ?
(F-Aktin) !,’

Akrosom

- " Innere AM
| RGOS F-Aktin
Vs SSS—— Keratin

Ectoplasmatische
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Abb 1.6: schematische Darstellung des Akrosoms, A&plaxoms und der transienten Manschette in einer
erlongierenden Spermatide. [modifiziert nach Kierszenbaum & Tres, 2004A) elongierende Spermatide mit den
charakteristischen Strukturen und der transientamddhette(B) Struktur des AkroplaxomgC) Struktur des Akroplaxom-
Schlufdrings, innere AM: innere Akrosomen-Membrg®) Strukturen eines elongierten Spermatids am Endeh na
Ruckbildung der Manschette
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1.3.3 transiente Manschette

Eine weitere charakteristische Struktur der Spermiogersesiei So genannte Manschette (siehe
Abb. 1.6). Hierbei handelt es sich um eine Mikrotubuli- und AktiriidpalZytoskelett-Struktur, die
wéahrend der Phase der Spermiogenese nur voribergehend ausgebildetfist den Transport
von Golgi-Vesikeln und Makromolekilen zum Akrosom und dem sich entwid&al Flagellum
verantwortlich ist. Der Transport der Vesikel erfolgt dadatiang der Mikrotubuli- und F-Aktin-
Filamente mit Hilfe so genannter Vesikel-Motor-Protein@ \inesin, Myosin Va, Rab27 und
MyRIP [Kierszenbaunet al, 2003]. Die Entstehung der transienten Manschettenstruktur beginnt
wahrend der Kappenphase in Korrelation mit der Akrosomen- und klagBliogenese sowie der
Kernelongation. Hierzu zieht sich die Mikrotubuli-Matrix, welchee dspermatiden zunachst
komplett umgibt, aus dem kortikalen Bereich zurlick und beginnt sich postaiabsntlang des
Zellkerns anzuordnen [Moreno & Schatten, 2000]. Die Mikrotubuli ordnen shdieBlich weiter
parallel zur Hauptachse der Spermatiden an und verlaufen vom pedirewklRing ausgehend,
welcher zur Fixierung der Manschettenstruktur dient, in Richtunggdesmienhalses (siehe Abb.
1.6A). Diese Anordnung bleibt nur voribergehend bestehen und wandert rfatdterer
Kernkondensation und -elongation wahrend der Reifungsphase in spatentSigermach kaudal
und wird schlie3lich mit dem Residualkdrper abgestof3en (siehe 1A8D) [MacKinnonet al.,
1973, Moreno & Schatten, 2000]. Neben der Transportfunktion wird fir die Marescakénso
wie fur das Akroplaxom, auch eine Funktion bei der Elongation und Foratigeg des Zellkerns
und des Akrosoms vermutet [Fawcettal, 1971].

1.4 Der Nebenhoden und seine Funktionen

Der Nebenhoden der Sauger setzt sich aus den Ductuli efferentes mniedenhodengang
(Ductus epididymis) zusammen. Er lasst sich makromorphologischdien Abschnitte
Nebenhodenkopf (Caput epididymidis), -korper (Corpus epididymidis) und asch{Cauda
epididymidis) unterteilen (siehe Abb. 1.7). Der Nebenhodenkopf enthalt die 8-20 Ductuhteffere
und den Anfangsabschnitt des Nebenhodenganges. Die Ductuli efferenéss dieeVerbindung
zum Rete testis dar, Uber welche die testikularen Spermatozoemzesanit Sekretprodukten der
Sertolizellen in den Nebenhoden gelangen. Sie vereinigen sich zumhéeleagang. Durch den
proximalen Abschnitt (Nebenhodenkérper), der dem Hoden Uberwiegend dogsagert ist,
werden die Spermien mittels peristaltischer Bewegungen ded\Waden Nebenhodenschwanz
transportiert. Dieser weist ein erweitertes Lumen auf undeisOrt der Spermienspeicherung. Der
Nebenhoden geht in den Samenleiter (Ductus deferens) lber, welthggnmhn begleitenden
GefalRen und Hullen den Samenstrang bildet.

Die Ductuli efferentes und der Nebenhoden sind allesamt n@trelfpithel ausgekleidet und von
einem kontraktilen Gewebe, in Caput und Corpus Myofibroblasten Hidiher
Bindegewebszellen), in der Cauda glatte Muskelzellen umgeben.NBlienhodenabschnitte
unterscheiden sich hinsichtlich der Weite des Lumens und der Hoheaudddeidenden
Epithelzellen [Robaire & Hintin, 2002]. Nach distal wird das Epittiedriger und die Muskulatur
dicker, so dass die Spermien im Lumen des Nebenhodenképers und -schavanhespontane
rhythmisch-peristaltische  Kontraktion transportiert werden konnenolsfein, 1969].
Hauptbestandteil des Nebenhodenepithels sind hochprismatische gshdélaktive so genannte
Prinzipalzellen, die entlang des gesamten Nebenhodenkanals zu gindejiRobaire & Hermo,
1988]. lhre Ausstattung mit Zellorganellen (u.a. rauhes ER, Golgi-Appdesikel, Endosomen,
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Lysosomen) und ihr Oberflachenbesatz variieren regional und sindwleiigen Funktionen des
entsprechenden Nebenhodenbereiches angepasst [Robaire & Hermo, 1988h Ductuli
efferentes sind sie apikal mit Mikrovilli und Kinozilien (Zitieaus Mikrotubuli) besetzt, wahrend
weiter distal im Nebenhoden nur noch Stereozilien, lange Mikroailis Aktin-Filamenten,
vorzufinden sind [Robaire & Hinton, 2002]. In Abbildung 1.7 B+C sind exangdh das
Nebenhodenepithel des Cauda epididymidis sowie eine Prinzipalzelleeneiv8lien dargestellt.

Q&\'&!E) apikales Aktin- ‘
Zytoskelett I‘\. ‘

!
’l b5

Prinzipalzelle _;e,:_;/ 8 tight junctio -
@‘ adherens junction——=

Muskelzellen Epithel Stereozilien  Spermien
(Prinzipalzellen)

Abb.1.7: Das humane Nebenhodenepithel. (Anikroskopische Darstellung des Nebenhodenepittietshumanen Cauda
epididymidis  (Quelle: http://www.wisc.edu/ansci_reftec/lec4/malehist.html); (B) schematische Darstellung einer
Prinzipalzelle mit Stereozilien [modifiziert nachidiszenbaum, 2003}C) schematische Darstellung deght junctions
adherens junctionand des apikale Aktin-Zytoskeletts im resorptivégbenhodenepithel

Die Funktionen des Nebenhodens sind vielfaltig. Sie umfassen die Katmender testikuléaren
Spermien-Flussigkeit durch Resorption, die Bereitstellung einesempdeasn biologischen Milieus
durch Sekretion, die post-testikulare Reifung der Spermien sowi8dternz und die Lagerung der
reifen Spermatozoen. An diesen Prozessen ist das epididymalanMedtsamt dem Epithel
aktiv beteiligt. Dabei kommt dem Epithel nicht nur eine Funktionphlgsiologische Barriere,
sondern auch als spezialisiertes Transport-System zu. So spiBledie Prinzipalzellen sowohl
eine Rolle bei der Endozytose von extrazellularen Molekllenawdt bei der Exozytose von
sekretorischen Produkten. Durch die Resorption und Sekretion des Nede+ttmthels wird ein
spezifisches luminales Milieu fir die Reifung und Speicherung Sparmatozoen geschaffen
[Turner, 1995; Robaire & Hintin, 2002]. Untersuchungen haben gezeigt, dasghesnd der
Passage der Spermien durch den Nebenhoden durch Wechselwirkung raipittelzellen des
Nebenhodenganges und ihren sezernierten Produkte zu einer Reihe BohbeMeranderungen
insbesondere der Spermienoberflache kommt [Cooper, 1995; Robaire & HEIB8; Jervis &
Robaire, 2001]. Dabei werden bestehende Membrankomponenten modifiziert uedrdmneg,
neue Komponenten in die Membran integriert oder assoziiert, angeden entfernt oder gehen
verloren [Jones, 1989; Amam al, 1993].

Durch die resorptive Funktion des Nebenhodenepithels wird der neégulieansfer von lonen,
Wasser und kleinen organischen Molekilen aus dem Lumen in dastilioter vermittelt. Dies
geschieht sowohl parazellular als auch transzellular vor afiesien Ductuli efferentes, wo bis zu
90 % der Flussigkeit resorbiert werden [Clul@w al, 1998, Hess, 2000]. Der parazelluléare
Transfer erfolgt passiv und bidirektional durch Zellzwisgie@me im Epithel und wird durch
elektrische oder chemische Gradienten angetrieben. Regulidrtieri parazellulare Transfer durch
Verbindungen zwischen den Epithelzellen, den so genannten epetheBahlussleistentight
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junctiong, die aus verschiedenen Transmembranproteinen wie z.B. Occludine landin€
gebildet werden, die die Permeabilitat und Selektivitat ddewlischenrdume bestimmen (siehe
Abb. 1.7C). Der transzellulare Transfer erfolgt hauptsachlich duemidht mit (Kino-) Zilien
bestandenen Prinzipalzellen der Ductuli. In der apikalen Domanerdiésdlen finden sich
lonenkanéle, Aquaporine, Transportproteine und Adaptor-Molekile, die den regulleansfer
von lonen, Wasser und Molekulen vermitteln. Durch die Resorption demhlftiissigkeit werden
die Spermatozoen pro Volumeneinheit konzentriert und so die intraleniBpermiendichte
erhoht. Zudem tragt die Resorption zur Gestaltung des spezietilagibchen Milieus fur die
Spermienreifung bei [Clulowet al, 1998]. Eine erhthte Flussigkeitsresorption kann zu einer
grolReren Viskositat der luminalen Spermienflissigkeit und dadurchneme$permienstau und
dem Verschluss der Ductuli efferentes fiihren; eine inhibiRResorption hingegen bewirkt eine
Verdinnung der luminalen Flissigkeit und eine Dehnung der Ductuli etésteBeides bewirkt
letztlich einen Flussigkeitsriickstau in den Hoden und fuhrt zertllit [Hess, 2003]. Eine
regulierte Flissigkeitsresorption ist unabdingbar, um einen unges®pErmientransport sowie
die post-testikulare Reifung und Speicherung der Spermien und dig&tent gewahrleisten. Ein
bekanntes Beispiel fur einen Infertilitats-Phanotyp aufgrund gjestorten Flissigkeitsresorption
in den Ductuli ist die Ostrogen-Rezeptor-Knockout (ERKO)-Maus [ldeak. 1997].

In verschiedenen Studien konnten bisher sowohl hormonelle [Hess, 2@@®i®Christ & Jahad,
1979] als auch parakrine Faktoren [Winer & Wolgemuth, 1995] fir die Regulaler
Flussigkeitsreabsorption ausgemacht werden. So scheint z.B. digptReseon Wasser in den
Ductuli efferentes Ostrogen-abhangig reguliert zu sein [Hess, ,208Bfend die Sezernierung von
Komponenten, die die Spermien fertilisationsfahig machen, androgemghsét [Orgebin-Christ &
Jahad, 1979]. Die lokale akute Regulation der Flussigkeitsresomfimigt vermutlich durch die
luminale Nd-Konzentration sowie die Flussrate und extrazellulares cAMmM [@fal, 2003]. Zur
naheren funktionellen Untersuchung der molekularen Vorgéange im humabemidden, fihrten
Kirchhoff et al (1990) ein differentielles Screening einer humanen Nebenhoden cRNK-B
durch. Die Suche nach Nebenhoden-spezifisch exprimierten Genprodukten finrte
Identifizierung eines heptahelikalen Transmembran-Rezeptors (IPR®4E [Osterhoffet al,
1997; Obermanret al., 2003], der eine Rolle bei der lokalen Regulation des transepldreli
Flussigkeitstransports in den Ductuli efferentes spielt [Daati@s, 2004].

1.5 Der heptahelikale HE6-Rezeptor/GPR64 im Nebenkien

1.5.1 HEG6:ein Mitglied der B2-Familie der G-Protein-gekoppelten Rez#oren

Das humane HEG6-Proteirhyman _gididymal protein_§ von dem HUGO Gen-Nomenklatur-
Kommitee als GPR64 bezeichnet, wird aufgrund seiner Primanstrirkidie B2-Familie der G-
Protein-gekoppelten Rezeptoren (GPCRs) mit langem N-Terminnssadgenannten LNB-TM7-
Rezeptoren, eingeordnet [Harmar, 2001; Staaegl., 2000; Osterhofet al., 1997; Obermanet
al., 2003]. Mitglieder dieser GPCR-Subfamilie zeichnen sich durelei charakteristische
Strukturen aus: 1) sieben hydrophobeHhielices, die so genannte Siebentransmembran-Doméane
(TM7), die den Rezeptor in der Plasmamembran verankern und durdks jeve alternierende
extrazellulare und intrazellulare Peptidschleifen miteinamdebunden sind, und 2) eine lange und
komplexe extrazellulare hydrophile N-terminale Doméne [Statey., 2000]. Die TM7-Domaéne
und der intrazellulare C-Terminus bilden das Endoprotein, die lantggnNnale Doméane das
Ectoprotein. In Abbildung 1.8 ist die Struktur des HE6-Rezeptors schematischtdbirge
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Abb. 1.8: Schematische Darstellung des heptahelilkat HEG6-Rezeptors (GPR64) der LNB-7TM-Familieimodifiziert
nach Kirchhoffet al, 2005]. GPS: G-Protein-gekoppelte Rezeptor PlygeeStelle, 7TM: siebentransmembran Doméane,
STP-Region: Serin/Threonin/Prolin-reiche Regionyi@lysierungsstellen), 3ICL: dritter intrazellulédeoop
Klassischerweise operieren Familie B-GPCRs als Signalitgktions-Molekile, indem sie
intrazellulare G-Proteine als Antwort auf extrazellulare Ligandenbindungeakn. Die Liganden-
Bindung erfolgt bei den Familie B-Rezeptoren Uber die ausgephitgeminale Ectodomane,
wobei zusatzliche Wechselwirkungen mit den extrazellularen igamleingegangen werden. Die
N-Termini der meisten LNB-TM7-Rezeptoren sind modular orgamisiend konnen aus
verschiedenen strukturellen Doménen, die vor allem an Zelladh#iomsssen mit
extrazellularen Komponenten und / oder Zell-Zell-Interaktionenillggtsind, zusammengesetzt
sein [Fredrikssort al., 2002; Bjarnadottiet al, 2004]. Der HE6-N-Terminus weist jedoch keine
strukturellen Domanen auf.

Das HEG6-Endoprotein ist hoch konserviert (95 % Homologie zwischen Memschlagern) und
Kennzeichen der G-Protein-gekoppelten Rezeptoren. Die dritezatilare Schleife der GPCRs
und zumindest bei einigen Rezeptoren auch der proximale Teil desT@lis sind selektiv an der
G-Protein-Ankopplung und somit an der Aktivierung vieler verschiedgffektormolekile und /
oder lonenkanale beteiligt [Stradet al, 1994; Wess, 1998]. Untersuchungen mit chiméren
adrenergen und muscarinen GPCRs haben gezeigt, dass dieindriteellulare Schleife eine
Schlusselrolle beziglich der Kopplungsspezifitdt unter den diversdJntereinheiten
heterotrimarer G-Proteine spielt [Kobilka, 1992; Savarese a&d¥r 1992]. Neben der G-Protein-
Kopplung kann zuséatzlich eine Interaktion der intrazellularen Bwegeider GPCRs mit
zytoplasmatischeiscaffoldingProteine erfolgen, welche dann wiederum den Rezeptor mit einer
Vielzahl Signal-Zwischenstufen und intrazellularen Effektorenlinkeen und zusétzliche
Signalkaskaden triggern konnen [Hall & Lefkowitz, 2002]. Der intral#uC-Terminus spielt
weiterhin eine Rolle bei der Desensibilisierung der GPCRs healarch Phosphorylierung des C-
Terminus durch eine G-Protein-gekoppelte Rezeptor-Kinase modmiidriKierszenbaum, 2003].
Die intrazellularen Bereiche des HE6-Endoproteins, vor allemdibelritte intrazellulare Schleife
und der C-Terminus erscheinen somit als wichtige Bereiche fiieiRfProtein-Interaktionen und
die Weiterleitung der Signaltransduktion. Fir viele LNB-TM7-Réaren ist bisher jedoch weder
ihre Funktion bekannt noch konnte eine G-Protein-Kopplung gezeigt werden (siehe 1.5.3).
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1.5.2 Lokalisation des HE6-Rezeptors im Nebenhoden

RT-PCR, Northern-Blot-Analysen und situ Hybridisierungen bei Mensch und Nagern [Osterhoff
et al, 1997; Obermanmt al, 2003] sowie Mikroarray-Analysen von humanen Geweben und
Organen [Gottwalet a.| 2006] zeigten eine hoch-spezifische Expression des HE6-TransRripts
Nebenhoden, vor allem im Epithel der Ductuli efferentes ungbiesmalen Ductus epididymidis.
Durch Western-Blot-Analysen und immunohistochemische Untersuchungepenifischen HEG6-
Antikdrpern konnte dies Expressionsmuster auch auf Proteinebeneigbestiden und eine
subzellulare Lokalisation des HE6-Proteins im apikalen, adlumingdéhelfbereich, vor allem in
den Stereozilien, jedoch nicht in den Kinozilien, gezeigt werden [@daret al, 2003]. Zur
Analyse der genauen subzellularen Lokalisation des HE6-Regaptdepithel des Nebenhodens
wurden  weiterhin  Laser-konfokale = Immunfluoreszenz-Untersuchungen  miheme
monospezifischen polyklonalen Antikdrper (mA23) gegen die TM7-Doméasnendeinen HE6 auf
perfusionsfixierten Maus-Nebenhodengeweben durchgefiihrt (Kirchhoff, suthmitieAbbildung

1.9 ist exemplarisch eine kleine Auswahl der konfokalen Immunfluoreszenzleizkagy
Epithel Lumen

Abb. 1.9: Konfokale ImmunofluoreszenzAnalyse der
zellularen HEG6-Lokalisation im Epithel der Ductuli
efferentes bei der Maus(zur Verfiigung gestellt von
Prof. Dr. C. Kirchhoff).(A + B) HE6-(griin) und Tubulin
(rot)-Markierung; HE6 ist apikal in nicht-Zilien-
tragenden Epithelzellen lokalisiert und zeigt kelDe-
Lokalisation mit den Mikrotubuli-Kinozilien(C + D)
HE®6- (grin) und Aktin (rot)-Markierung; HEG ist &al

in den Epithelzellen lokalisiert und zeigt eine Co-
Lokalisation (gelb) mit den Aktin-haltigen MikroViil

Anti-HE6 Co-Lokalisation

Doppelmarkierungen mit HE6-Antikérper und Tubulin-Antikdrper, der die lanirotubuli-
haltigen Kinozilien markiert (Abb. 1.9 A+B), ergaben eine stdagtkale Verteilung des HEG6-
Proteins, die eindeutig auf die Epithelzellen ohne beweglichenZ{Kinozilien) beschrankt ist.
Die durch den Tubulin-Antikdrper (rot) markierten Kinozilien auf detheBditragenden Zellen
enthielten eindeutig kein Rezeptor-Protein; auch die Gbrigen Berdieser Zellen waren negativ.
Die maximale HE6-Markierung konnte apikal in den Prinzipalzellenh.dden mit Mikrovilli
besetzten Epithelzellen, detektiert werden. Die basolateratedb® des Epithels sowie die
unterhalb des Epithels gelegene Muskelschicht zeigte kaun6-MdéiEkierung. Durch
Doppelmarkierungen mit dem HE6- und einem Aktin-Antikdrper (Abb. 1.9 C + D) konnte eine Co-
Lokalisation des HEG6-Rezeptors mit dem apikalen Aktin-Zytoskelet nicht-Zilien-tragenden
Epithelzellen (Prinzipalzellen) gezeigt werden, so dasslaikalisation des HE6-Rezeptors in den
Aktin-haltigen Stereozilien angenommen werden kann. Die Lokalisation El@didymis-
spezifischen HE6-Rezeptors ist nach diesen Ergebnissen apikhé &rinzipalzellen (Mikrovilli)

in den Ductuli efferentes und des proximalen Teils des Ductus epididybegrenzt. In diesem
Bereich enthalt das Epithel eine Vielzahl an lonenkanalen Tnadsportern und ist fur die
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Resorption von bis zu 90 % der luminalen Flissigkeit verantwoifitddow et al, 1998]. Diese
Lokalisation konnte fur eine Funktion des HEG6-Rezeptors bei der lokidtentrolle des
transepithelialen Flussigkeitstransports sprechen. Die é@ogdiche Assoziation mit dem apikalen
Aktin-Zytoskelett erscheint zudem von funktioneller Bedeutung zu sedih,invvielen Zelltypen
die Reorganisation des Aktin-Zytokeletts durch GPCR-gesteuggtaal8ansduktions-Kaskaden
reguliert wird [Apodaca, 2001; Laroclet al, 2005] bzw. weil die GPCRs mit zytoplasmatischen
ScaffoldingProteine interagieren konnen, welche dann wiederum den Rezeaptinen Vielzahl
Signal-Zwischenstufen und intrazellularen Effektoren verlinkeall[d. Lefkowitz, 2002]. In
resorptiven Epithelien spielt das Aktin-Zytoskelett einehtvge Rolle beim Auf- und Umbau von
Verbindungen zwischen den Epithelzellen und fiir die Gestalt und Funktiapi#taten Mikrovilli
undtight junctionsund ist so an der Regulation des transepithelialen Flissigkeitstransiigtbete

1.5.3 Funktion des HE6-Rezeptors im Nebenhoden: die HE6-Knockout-Maus

Fur viele G-Protein gekoppelte Rezeptoren der LNB-TM7-Subiamstl weder ihre Funktion noch
der endogene Bindungspartner bekannt. So ist eine G-Protein-Kopplung tiidtiteeindeutig
nachgewiesen und es sind kaum intrazellulare Bindungspartner hekarsnidiesen Griinden
werden die LNB-TM7-Rezeptoren auch @lsphanRezeptoren bezeichnet. CD 97 ist der einzige
Rezeptor der B2-Familie, dessen Liganden identifiziert wurden [Hastaal., 1996] und lediglich
fur den -Latrotoxin-Rezeptor CL1 wird aufgrund einer Co-Sedimentation mjtéthe G-Protein-
Kopplung vermutet [Lelianovat al., 1997]. Intrazellulare Interaktionspartner konnten durch-Y2H
Studien fur die BAI-Rezeptoren ermittelt werden [Shiratsetlal., 1998 a+b; Odat al, 1999].

Um Hinweise auf die Funktion des HE6-Rezeptors im Nebenhodenangen wurde von Davies
et al (2004) eine HEG6-Knockout-Maus konstruiert. Der konstitutive Knockout des- HE6
Endoproteins, durch den eine mdgliche Signaltransduktion des HE6-Rezepterbunden wird,
fuhrte zur Subfertilitdt und schlie3lich zur Infertilitat deénnlichen Tiere, wobei der Phanotyp
mit zunehmendem Alter der Tiere immer deutlicher wurde. Hegguiz weibliche Tiere zeigten
dagegen keinen Phanotyp. Die mannlichen KO-Tiere hatten keinenod&renige missgebildete
Spermien im Nebenhoden, groRe Spermienansammlungen in den DuctahteBesowie ein stark
erweitertes Rete testis und teilweise atrophierte Tuleuirsferi. Dieser Phanotyp ist auf eine
Dysregulation der transepithelialen Fllssigkeitsresorption in  deoctuli efferentes
zurtckzufuhren. Es wird vermutet, dass die gezielte Mutation désRé&Zeptors eine gesteigerte
Flissigkeitsresorption zur Folge hat, die zu einer UbermafRigen ioereng und erhdhten
Viskositat der luminalen Spermienflissigkeit fihrt. Hierdurch konesitzu einer Stauung der
Spermienflissigkeit und somit zu einer teilweisen Obstruktion detul) efferentes, die zu einem
Flussigkeitsriickstau in das Rete testis und den Hoden fihrt unentiizch sogar testikulare
Atrophie hervorrufen kann.

Durch die HE6-KO-Maus konnte eine zentrale Bedeutung des HE6-Rezéjnt die Regulation
des transepithelialen Flissigkeitstransportes in den Ducteteeties und dem proximalen Teil des
Ductus epididymis und somit fur die mannliche Fertilitat gezeigtden [Davieset al., 2004].
Jedoch sind die molekularen Vorgénge dieses Prozesses bis katsufgeklart. Moglicherweise
konnte HE6 durch Regulation die Funktion der resorptiven Mikrovilli salie Permeabilitat der
epithelialen Barrieretight junctiong steuern. Fir den HE6-Rezeptor sind weder Liganden oder
Agonisten/Antagonisten, noch eine Signaltransduktion bekannt. Bei derRetFeptor handelt es
sich also im wahrsten Sinne des Wortes um e®rgmanRezeptor mit unbekannter Wirkweise.
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1.6 Bedeutung des Aktin-Zytoskeletts und der Profihe im Genitaltrakt

Die kontrollierte Formveranderung ist eine der wichtigsten Funktitglmender Zellen und eines
der zentralen Themen der Zellbiologie. lhr liegt letztendlichsswer gleiche molekulare
Mechanismus zugrunde, namlich ein regulierter, zyklischer Uberparsghen monomerem G-
Aktin und filamentésem F-Aktin. Die mannlichen Keimzellen erfahrevdhrend ihrer
Differenzierung, von runden Spermatiden zu lang gestreckten Spereiie, dramatische
morphologische Formveranderung, die fur die Befruchtungsfahigkeit von ggamdier
Bedeutung ist. Fur diesen Differenzierungsprozess spielt didiedg Umstrukturierung des
Aktin-Zytoskeletts eine entscheidende Rolle [Vogl, 1989]. So bildeh im Verlauf der
Spermiogenese in spezifischen Stadien und in spezifischen Reglenenannlichen Keimzellen
und der Sertolizellen charakteristische Zytoskelett-Struktures) die fiir die morphologische
Gestaltung der Spermien, die Akrosomen-Biogenese, den Vesikel- unohtPratgport, sowie die
Spermienfunktionen essentiell sind [Fouquet & Kann, 1994; Kierszenbatral, 2003;
Kierszenbaum & Tres, 2004 ]. Beispiele typischer Zytoskelettk&iren sind das subakrosomale
F-Aktin/Keratin-haltige Akroplaxom, sowie die postakrosomale FRKRWikrotubuli-haltige
Manschetten-Struktur, welche beide eine Funktion bei der ElongatiorFammgestaltung des
Zellkerns und des Akrosoms haben. Des Weiteren dienen speziellerFhakige Strukturen der
Sertolizellen, die so genannten ektoplasmatischen Spezialisiafumge Ausrichtung und
Orientierung der Keimzellen im Epithel. In resorptiven Epiirewie dem Nebenhodenepithel ist
das Aktin-Zytoskelett malRgeblich an der Regulation des trans- uadefiatdren Flissigkeits-
transportes beteiligt, in dem es am Auf- und Umbau von Verbindungsohen den Epithelzellen
beteiligt ist und fur die Gestalt und Funktion der apikalen MikliéStereozilien eine essentielle
Rolle spielt [Hirokawaet al, 1982; Hofer & Drenckhahn, 1996]. Auch bei der physiologischen
Regulation der epithelialen Schlussleiste, mit dessen Peot&is Uber eine Bricke von Adapter-
molekilen verbunden ist, ist das Aktin-Zytoskelett maR3geblichiligetfMadara et al, 1986;
Madara, 1987, Wittcheret al., 1999]. Das Aktin-Zytoskelett hat ferner eine Funktion bei
Membran-Umgestaltungen und intrazellularer Signaltransduktion, nédger post-testikularen
Reifung der Spermien im Nebenhoden [Lén al, 2002], sowie bei der Kapazitation und
Akrosomen-Reaktion im weiblichen Genitaltrakt [Breitbetral, 2005; Liuet al, 1999].

Die Dynamik und Flexibilitit des Aktin-Zytoskeletts entsteht zurmer durch das
Polymerisationsvermégen der Aktinmonomere, zum anderen durclegli&torischen Einflisse
einer Vielzahl Aktin-bindender Proteine. Diese beeinflussen unteremdtie Stabilitat, die Lage,
den Verzweigungsgrad, die Vernetzung und die Membran-Assoziation derFkimente [de la
Heraset al, 1997; Hurskt al, 1998; Lecuyeet al, 2000; Heidet al.,2002]. Eine Gruppe dieser
vielen Aktin-regulatorischen Proteine sind die Profiline.

1.6.1 Die Profilin-Isoformen im Hoden der Sauger

Profiline sind kleine Aktin-bindende Proteine, die fur die Zellformwmgl Polaritat in jedem
bisher untersuchten Zelltyp essentiell sind [Witke, 20@pfilin wurde erstmals 1977 von
Carlssonet al als G-Aktin-bindendes Protein beschrieben, das die Dynamik des Nikrent-
systems entscheidend beeinflusst. Das circa 14 kDa gro3enPsatele seit dem in allen bisher
untersuchten Eukaryonten wie Protozoen, [Reichgeal, 1979], Echinodermaten [Tilnest al,
1983], Insekten [Coolegt al., 1992], Pflanzen [Valentat al, 1991], und Saugern [Kwiatkowski
et a.l,1988] nachgewiesen und gilt als ubiquitar exprimiertes und hochkonses\Redtein. Sogar
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virale Profiline wurden nachgewiesen [Blastal, 1991]. Die essentielle Bedeutung in tierischen,
mehrzelligen Organismen wurde durch die Generierung von Profilini@gen Mausen bewiesen,
deren homozygote Embryonen bereits im 2-4-Zellstadium sterben [@titie 2001].

Die meisten Spezies besitzen unterschiedliche Profilin-Isa@fiormit distinkter Gewebeverteilung
und/oder differenten Bindungscharakteristika [Kaeteal, 1986; Binettest al, 1990; Haugwitzt

al, 1991; Staigeet al, 1993; Honoret al, 1993; Lambrechtst al, 1995]. Beim Sauger waren bis
vor kurzem vier Profilin-Isoformen (PFN I, lla, llb und 1ll) belkd, die von drei Profilin-Genen
kodiert werden. Die einzelnen Profilin-Isoformen sind, mit Ausnahmeublegiitar exprimierten
Profilin I, in distinkten Geweben exprimiert. So ist Profilin Hauptséchlich im Gehirn lokalisiert
[Witke et al., 1998 + 2001] und Profilin 1lb bislang nur in einigen Geweben nachgewiesen
[Lambrechtset al.,2000]. Bei Profilin Il handelt es sich um eine Testis-speshfisisoform, die in
den Keimzellen lokalisiert ist [Het al.,2001; Brauret al.,2002; Obermanet al, 2005]. Im Zuge
einesYeast Two-Hybriccreen mit dem HE6-C-Terminus als Bait konnte in unsereritdgoeppe

ein weiteres, hoch konserviertes Profilin-ahnliches Protein, dzfdifPiV, identifiziert werden.
Dieses wurde von Obermam al (2005) kloniert und ndher charakterisiert. Hierbei zeigte sich,
dass der Hauptexpressionsort in allen untersuchten Spezies (MBagte und Maus) der adulte
Hoden ist, und dass das Protein ebenso wie Profilin 11l in den Kdenzlokalisiert ist. Im
Vergleich zu somatischen Geweben weist der Hoden der $&egeinschliellich des Menschen,
somit ein ungewohnlich komplexes Muster der Profilin-Expression auf.

1.6.2 Struktur und Funktion der Profiline

Trotz geringer Aminosauresequenz-Homologien sind Struktur und Funktidtrafdine, auch aus
unterschiedlichen Spezies, stark konserviert und nahezu identesbbrivet al, 1994; Rothkegel
et al, 1996; Schutet al, 1993; Poleet al, 2006]. Die Struktur wird durch eine kompakt gefaltete
Polypeptidkette mit einer zentralen Domane aus funf bis sieb@paeallelen -Faltblattern
gebildet, welche auf der einen Seite von zwei terminalelelices und auf der gegeniberliegenden
Seite Spezies-abhangig von zwei weiterddelices oder -Faltblattern flankiert ist. Die Struktur
der Sauger-Profiline ist schematisch in Abbildung 1.11 dargestellt.

Abb. 1.11: Schematische Darstellung der Profilin-
Tertiarstruktur mit Bindungsregionen von Aktin, PIP , und
Poly-Prolin-Liganden [modifiziert nach Schliiteet al, 1997].
Die Bindungsregionen von Aktin (blau) und PIP2 )rot
Uberlappen, wahrend die Bindungsregion fur Polyifreiche
Proteine (griin) auf der gegenuberliegenden SeeMidekils
lokalisiert ist. Die Interaktion von Profilin mitd®-Prolin hat
keinen Einfluss auf die Wechselwirkung mit Aktin esdPIR,
wahrend sich die Bindung von Aktin und PRIBegenseitig
ausschliel3en.

Poly-Prolin-Liganden

Fur die Profiline sind bisher eine Vielzahl an Liganden idenn¢ift, deren Liste stetig wachst.
Jedoch zeichnen sich Profiline biochemisch durch drei charaidehistEigenschaften aus: sie
binden fast alle an G-Aktin [Carlssat al, 1977], interagieren mit Phosphatidyl-inositol-4,5-
bisphosphat (PHp [Lassing & Lindberg, 1985] und wechselwirken mit Poly-L-Prolin bzwt m
Proteinen, die Poly-Prolin-Motive enthalten [Kaigtral, 1989]. Durch die Wechselwirkung mit
G-Aktin haben die Profiline einen entscheidenden Einfluss auf Qdjaamik der Aktin-
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Polymerisation. Die Interaktion mit PARind Poly-Prolin-Liganden, wie VASP oder p140mDia,
bindet Profilin in zahlreiche Signaltransduktions-Kaskaden einzufidReorganisation des Mikro-
filamentsystems fuhren [Witke, 2004]. Jedoch gibt es quantitatnterschiede in der Affinitat zu
den Profilin-Liganden [Schluteet al, 1999]. Prinzipiell hat Profilin | eine hohere Affinitat fur
Aktin, wahrend Profilin Ila starker an Poly-Prolin bindet [Witteayaret al, 2000; Gieselmanet
al., 1995]. Maus Profilin llb, flr das eine Assoziation mit Mikrotubulsdigieben wurde, bindet
nicht mehr G-Aktin, und die Interaktion mit Poly-Prolin-Ligandensistrk geschwacht [Di Nardo
et al, 2000]. Jedoch interagiert humanes Profilin llb mit G-Aktin und die NAavirkung mit
Poly-Prolin-Liganden ist nicht beeinflusst [Wittenmaseral, 2000]. Fur die Testis-exprimierten
Profiline ist das charakteristische Bindungsverhalten gegemiktigr, Poly-Prolin und PIPkaum
untersucht. Lediglich fr das murine Profilin 1l wurde bishereeinteraktion mit Aktin und Poly-
Prolin gezeigt, jedoch nicht quantifiziert [Htial., 2001]. Fur Profilin IV liegen keine Daten vor.

1.6.2.1 Der Einfluss von Profilin auf das Aktin-Zytoskelett

Das Aktin-Zytoskelett ist eine hochdynamische Struktur, die r&hnind zeitlich koordiniert auf-
und abgebaut wird. Grundlage ist die reversible Polymerisierungjaaularen Aktin-Molektle zu
linearen Filamenten. Dieser Prozess ist abh&ngig von dem Ndkidd® und zweiwertigen lonen,
insbesondere den Magnesium )g oder Kalzium (C#&)-lonen. Das Aktin-Molekiil besteht aus
vier Untereinheiten, die in zwei Doméanen unterteilt sind. Zwisaten Doméanen befindet sich
eine tiefe Furche, in der sich ein ATP zusammen mit den loneneah[&abschet al., 1990].
Dieses Monomer kann mit weiteren Aktinmolekilen polymerisierensanBlilamente ausbilden.
Jedes Aktin-Filament besitzt ein so genanntes (+)-Ende und eifnde. ATP-Aktin bindet
bevorzugt am (+)-Ende, so dass das Filament an diesem Endestwierbunden mit der
Polymerisation ist die Dephosphorylierung des Aktin-gebundenen ATP Ri[&Brlier, 1991].
Durch die Hydrolyse des ATP vermindert sich die Affinitat ABP-Aktin-Molekils zum F-Aktin
und es dissoziiert vom (-)-Ende ab. AnschlieBend wird aufgrund der héKereentration an
ATP im Vergleich zu ADP innerhalb der Zelle das ADP am Molgigen ATP ausgetauscht. Das
Monomer steht nun wieder fir die Assoziation an das Filamenit.b8me kommt es zu einem
stetigen Fluss an Aktin-Molekilen durch das Filament, dem sogdriéeng“-Effekt [Pollard &
Borisy, 2003]. Begrenzender Faktor dieses Prozesses ist die Verflugbarkeit vaimG-A

Profilin bindet an globulares Aktin stdchiometrisch in einem 1:iR&knis und zeigin vitro eine
polymersiationsfordernde Funktion (siehe Abb. 1.12). Es ist in der dageNukleotid- und
Kationen-Austausch am G-Aktin zu erhéhen, wodurch die Austauschrateietwlan Faktor 140
gesteigert wird [Seldeet al, 1999]. Gleichzeitig inhibiert Profilin die ATPase-Aktivitat vokti
[Tobacman & Korn, 1982]. Neben ATP wird auch Magnesium komplexiee.l@ien bewirken
eine Konformationsanderung des G-Aktin [Otterbstiml, 2001]. Hierdurch wird polymerisations-
kompetentes Mg-ATP-Aktin in Form von Profilaktin, dem Komplex aus Profilin mifTR-G-
Aktin und Magnesium, zur Verfugung gestellt. Dieses Profilaktgigt im Vergleich zu
monomerem G-Aktin eine hohere Affinitat zu F-Aktin, wodurch die Pohgrexung zu F-Aktin
beschleunigt wird [Pantaloni & Carlier, 1993]. Die Profilin-Aktiroiiplexe werden direkt an die
(+)-Enden von Aktin-Filamenten addiert, mit anschlieRender Diagomi des Profilins vom
Filament [Pollar & Cooper, 1984; Pringt al, 1992; Tilneyet al, 1983]. Die Bildung und
polymerisationsfordernde Wirkung des Profilaktins wurde erstmallaey et al. (1983) fur das
Spermien-Profilin des Seeigels beobachtet, wo es an der duisppiies so genannten akrosomalen
Fadens wahrend der Akrosomen-Reaktion beteiligt ist.
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(+)-Ende o Pi (-)-Ende

ADP >>ADP
Dissoziation

ADP Y>ADP

Assoziation

- Profilaktin Mg2*

Abb. 1.12: Schematische Darstellung der Aktin-Polymrisierung mit Beteiligung von Profilin [modifiziert nach Holt &
Koffer, 2001] Profilin (PFN) fordert den Nukleotilustausch (ADP zu ATP) am G-Aktin-Molekil (blaue >@&m). Der
Komplex aus ATP-G-Aktin, Magnesium (Mg2+) und Pliafi(Profilaktin) assoziiert an das (+)-Ende dertiAkFilamente.
Profilin 18st sich darauffolgend vom Aktin. Im Fiteent bewirkt die ATPase-Aktivitat des Aktins diedtglyse von ATP. Am
(-)-Ende dissoziieren die ADP-Aktin-Molekiile ab.

Die Bindung von Aktin an Profilin wird durch die Helix drei, dig-altblattstrange 4, 5, 6 und den
N-terminalen Bereich der Helix vier des Profilins (verghbA 1.11) an die Subdomanen eins und
drei des Aktins vermittelt [Schuét al.,1993]. Dabei spielen unter anderem die hochkonservierten
C-terminalen Aminosauren lle73, His119, Glyl121 und Asnl24 des Profilin-Mslekiile
essentielle Rolle.

1.6.2.2 Poly-Prolin-Liganden von Profilin und ihr Einfluss auf die Aktin-Polymerisation

Mit der Identifikation desrasodilator stimulated phosphoproteidASP) als erstem Poly-Prolin-
Ligand des Profilins erhielt die Poly-Prolin-Bindung erstmalaeebiologische Bedeutung
[Reinhardet al, 1995]. In der Zwischenzeit sind zahlreiche Poly-Prolin-Liganden cleaisikert
worden, die zum grof3en Teil Mitglieder von Signaltransduktions-Kasksidein Die Bedeutung
dieser Proteine wird in der Vermittlung von Protein-Protein-&kgéonen gesehen, tberwiegend
zwischen Mikrofilament-assoziierten und/oder Proteinen, die ilSidjealketten eingebunden sind
[Holt & Koffer, 2001]. Dementsprechend sind die meisten dieser Patigleedirekt oder indirekt
mit der Membran assoziiert. Von besonderer Bedeutung in Bezug aufsutlizellulare
Aktindynamik an der Membran sind die Ena/VASP- und die flekh{in homolgy-Proteine.

Die Interaktion zwischen VASP und Profilinen ist bisher am Inedt&kumentiert [Reinhardt al,
1995; Gertleret al, 1996]. VASP enthélt neben zwei EVHNa-VASP-homologyDoménen eine
zentrale Prolin-reiche Region (GPPPPP, sog. GP5-Motiv),heetltie Interaktion mit dem C-
Terminus der Profiline vermittelt [Lambreches al., 1997; Kanget al, 1997]. Ihm wird eine
Adapter-Funktion zugeschrieben, indem es gleichzeitig an Pradls auch Uber die EVH1-
Domane an weitere Mikrofilament-Proteine bindet. So spielt R/ASe wichtige Rolle bei der
Regulierung der Zytoskelett-Dynamik, indem es die Aktin-Filamamig durch die Rekrutierung
von Profilaktin an Orte mit hoher Aktin-Dynamik und die Bildung von Nyldein Anfangsstadien
der Aktinfilamente, fordert [Niebuhet al, 1997]. Dartber hinaus inhibiert VASP deapping
Protein Gelsolin und sichert so die Verfugbarkeit freier (+)-Enden [Beagdr, 2000].

Die FH-Proteine sind ebenfalls an der Regulierung des Aktin-Kgtetss durch Rekrutierung von
Profilaktin beteiligt. Formine sind modulare Proteine, die sfiezidfomanen und funktionelle
Motive enthalten und bereits in einer Vielzahl von Spezies nackgewiwurden [Wallar &
Alberts, 2003]. Sie verfigen Uber drei FH- und eine GTPase-Bindungsdomdiheder FH2-
Domaéne binden sie an die (+)-Enden der Aktin-Filamente und reduzdadknch alsapping
Protein die Polymerisationsrate [Prieg al, 2003; Wallar & Alberts, 2003]. Bei Bindung von
Profilin an eine Poly-Prolin-reiche Region der ersten FH-Bioen d. h. bei Rekrutierung von
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Profilin-Aktin-Komplexen, wird die Polymerisation jedoch geford&mvar et al, 2003; Pringet
al., 2003; Sagotet al, 2002]. RhoGTPasen stimulieren diesen Prozess. Es wurde bereits fir
verschiedene FH-Proteine, unter anderem Bnipl und diverse DiapHameisie eine Interaktion
mit Profilin Gber die Poly-Prolin-Sequenz der ersten FH-Domé&sehbeben [Watanabet al,
1997; Wallar & Alberts, 2003]. Eines dieser Proteine ist p140mDiaSdager-Homologe zu den
Diaphanous-Proteinen von Drosophila. Dieses Protein interagiert 8bere GTPase-
Bindungsdoméane mit den kleinen GTPasen (Rho, Rac oder Cdc24) unduréytRekrutierung
von Profilin-Aktin-Komplexen zur Aktin-Filamentbildung bei [Krebsal, 2001; Watanabet al.,
1997]. Fiar Profilin konnte dementsprechend ein direkter ZusammenhanglemitCdc42-
induzierten Aktin-Reorganisation gezeigt werden [Yagal, 2000]. In Abbildungl1.13 ist die
Wirkweise der FH-Proteine mit Profilinen bei der Regulation des Aktinskgletts dargestellt.

Pi

P (-)-Ende
APESADESAPESADP > >ADP

nnnnnnnnn
ADP

Abb. 1.13: Schematische Darstellung der
+ @ Wirkweise der FH-Proteine bei der
N Regulation des Aktin-Zytoskeletts
e [modifiziert nach Wallar & Alberts, 2003A)
ADPSADESADEN, \op >aDP »ADP Ohne Profilin binden FH-Proteine an das (+)-
Ende der Aktin-Filamente und inhibieren als
CappingProtein die Polymerisation.B} In
Anwesenheit  von Profilin ~ wird  die
Polymerisierung jedoch gefordert.

Fur die Interaktion mit Profilin typische prolinreiche Regionenassén mindestens funf Proline
in Folge, jedoch vermitteln acht bis zehn Proline starkere Wkadhsengen. Diese Folge kann
durch Glycin unterbrochen sein und wird als GP5-Motiv bezeichnet [leohtset al, 1997]. Die
Bindungsstelle auf Seiten des Profilin besteht aus einem hochkient®r, hydrophoben Bereich
zwischen den N- und C-terminalen Helices, an dem die Aminosaurgptophan 3, Tyrosin 6,
Tryptophan 31, Histidin 133 und Tyrosin 139 beteiligt sind. Mutationen odeti@®en in diesem
Bereich inhibieren die Profilin-Poly-Prolin-Interaktion [Bjorkeg-Sjogreret al, 1997; Haareet
al., 1993; Mahonet al, 1997]. Die starkere Bindung von Profilin lla an Poly-Prolin wird auf
einen Aminosaureaustausch zurtckgefuhrt, der eine zusatzliche r¥taifisgickenbindung
erlaubt (Serin 29 in | zu Tyrosin 29 in lla) [Nodelmanal, 1999]. Im Vergleich zur Aktin-
Bindungsregion ist die Poly-Prolin-Doméne auf der abgewandtee 8e# Profilins lokalisiert
(siehe Abbildung 1.13). Die Interaktion mit Poly-Prolin hat keinen Eisfllsuf die
Wechselwirkung mit Aktin oder sauren Phospholipiden [Ar@te., 1994; Metzleet al, 1994].

1.6.2.3 PIR-vermittelte Aktin-Reorganisation

Die Interaktion von Profilin mit sauren Phospholipiden, insbesondere PhopHatidiol-4,5-
Bisphosphat (PIB, bindet es in PHPabhéngige Signalkaskaden, wie den Rezeptor-Tyrosin-
kinase-Weg ein. Die PiRermittelte Reorganisation des Aktin-Zytoskeletts ist daber
membran-assoziierten Vorgangen von Bedeutung [Sctetitalr, 1997]. Uber die Interaktion mit
PIP2 wird Profilin in kortikale Bereiche mit hoher Aktindynamik rekeuti[Busset al.,1992]. Die
Interaktion von Profilin mit PIP beruht auf der Wechselwirkung der negativ geladenen
Phospholipid-Kopfgruppe mit basischen Aminogruppen des Proteins. Da die updP Aktin-
Bindestellen tberlappen und aufgrund der héheren Affinitdt von ProfilinPfRe, fuhrt die
Bindung von PIP an Profilin zur Dissoziation des Profilin-Aktin-Komplexes [Masky et al,
1990; Fedorowet al, 1994; Haareet al, 1993]. Zudem bewirkt PHReine Konformationséanderung
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des Profilins und inhibiert auf diese Weise die Interaktion miinAlRaghunatharet al., 1992].
Die Verteilung von PIPin der Membran bestimmt somit die Konzentration an aktiveniliarof
diesen Bereichen. Profilin-gebundenes 2Pift vor der Hydrolyse durch PhospholipaselC
geschitzt, solange diese nicht durch die Rezeptor-Tyrosin-Kinasehohggert und damit
aktiviert wird. Nach Aktivierung der PhospholipaselGvird PIR, in Diacylglycerol (DAG) und

Inositol-3-Phosphat (IP3) gespalten, wodurch gleichzeitig Profiligdgsetzt wird [Goldschmidt-
Clermontet al., 1991]. Die lokale Aktivierung von membranstandigen Rezeptoren gohiit zur
Akkumulation von freiem Profilin. Dieses fordert den Nukleotid-Austhigt G-Aktin-Molekilen
und ermoglicht so die F-Aktinbildung in diesem Bereich. Des Weitkagm PIR Poly-Prolin-
Peptide vom Profilin verdrangen, wodurch es eine tragende Rolle bei der Reguat®rofilin in
der Zelle erhalt [Lambrech&t al, 1997].

1.6.3 Die vielfaltigen Funktionen der Profiline in der Zelle

Die hier beschriebenen Funktionen des Profilins geben lediglich é&leéren Einblick in die
Vielfalt der Profilin-Interaktionen und die Mdglichkeiten der Regain des Aktin-Zytoskeletts in
der Zelle. So ist inzwischen eine Vielzahl an Profilin-Ligandeschrieben, deren Zahl stetig
wachst, und die Profiline in diverse Signaltransduktionswege einbiienh die Beteiligung an
diversen Signaltransduktionswegen werden unter anderem die Akyim&dation, Membran-
Bewegungen, Rezeptoraktivititen oder Kernaktivitditen reguligele \er beteiligten Profilin-
Liganden und Proteine interagieren und sind Bestandteil verschied@meplexe. Es wird daher
vermutet, dass den Profilinen eine zentrale Rolle bei deulBton und Vermittlung der
molekularen Interaktionen und der Vernetzung zum Aktin-Zytoskaltirmmt [Witke, 2004]. So
ist auch anzunehmen, dass die Profiline fur die Differenzierungmirmatiden und die mannliche
Fertilitat von essentieller Bedeutung sind. Abb. 1.14 zeigt diéfaltieler bisher beschriebenen
Profilin-Interaktionen und die komplexe Einbindung in verschiedene zellular@légm
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Abb. 1.14: Netzwerk der molekularen Profilin-Interaktionen [aus Witke, 2004]. Dargestellt sind bekannte Mrofi
Liganden, die entsprechend ihrer zellularen Lokélié und den Komplexen, in denen sie gefunden @nrdruppiert sind.
Einige der Profilin-Liganden kommen Uberlappendivei Gruppen vor, wodurch ein Crosstalk zwischen Geuppen, mit
Profilin als gemeinsamem Nenner, zustande kommféalisauf, dass Profilin mit vielen kleinen GTPaseie RAcl, RhoA,
cdc42, Ras und Rap interagiert, die in SignaltrakBdnswege zum Aktin-Zytoskelett involviert sinBekannte direkte
Interaktionen zwischen Profilin und den Ligandendsdurch durchgehende Linien gekennzeichnet, wahggstrichelte
Linen vermutete Interaktionen darstellen.
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1.7 Zielsetzung der Arbeit

Ein Aspekt dieser Arbeit war der heptahelikale HE6-Rezeptor 68Pe&nd die Frage nach seiner
Funktion beim transepithelialen Flissigkeitstransport in den abtih Samenwegen. Der HE6-
Rezeptor ist in den Epithelzellen der Ductuli efferentes desl proximalen Nebenhodenkopfes
exprimiert und zeigt eine Co-Lokalisation mit dem apikalenirAKiytoskelett. Er wird in die
Familie B der G-Protein gekoppelten Rezeptoren [Ostegtofll, 1997; Obermanet al, 2003]
eingeordnet und spielt eine wichtige Rolle bei der Kontrolle desnsepithelialen
Flussigkeitstransportes im Nebenhoden, der von zentraler Bedeltudig inannliche Infertilitat
ist [Kirchhoff et al, 2006]. Moglicherweise handelt es sich bei HE6 um einen lokaaso$ fur
die Steuerung der Flussigkeitsresorption. Die molekularen Funktiong¢tEfeRezeptors, etwaige
Liganden bzw. die beteiligten Signaltransduktionswege sind jedoch unbekemnAufbau der
LNB-TM7-Rezeptoren aus einem langen extrazellularen N-ifersn charakteristischerweise mit
Protein-Domanen fir Adhasions- und Interaktions-Prozesse, und der typiddiieRegion der G-
Protein gekoppelten Rezeptoren legt nahe, dass es sich bei diesgtoRez um natirliche
Chimeren aus Zell-Adhasions-Proteinen und Signaltransduktions-Rezetaretelt, welche
(auRere) Zell-Kontakt-Signale in intrazellulare Signale amseln konnen. Aufgrund seiner
Lokalisation in unmittelbarer Nahe zum apikalen Aktin-Zytoskletgtidie Vermutung nahe, dass
HE6 am Anfang eines Signaltransduktionsweges stehen kdnnte, degreahv®n der adluminalen
Seite des Epithels auf das apikale Zytoskelett und die epithé@chlussleiste weiterleitet und so
den transzellularen bzw. parazellularen Flussigkeitstransport reguliert.

Um Hinweise auf die molekulare Funktion des HE6-Rezeptors zu erhaitiede von Daviest al
(2007) das Genexpressionsmuster des Nebenhodenkopfes von Wildtyp- und H#&uKER
durch differentielles Screening und Mikroarry-Analyse miteinamgeglichen. Im Rahmen dieser
Arbeit erfolgte eine Validierung funktionell interessanter Gene ingeh zwischen KO und WT
durch quantitative RT-PCR-Analyse sowie die Lokalisation ebesnflussten Transkripts durch
in situ Hybridisierung. Die erzielten Ergebnisse wurden in Dagtesd. (2007) veroffentlicht.

Ein weiterer Weg zur Aufklarung des HEG6-Signaltransduktionswedesliés Identifizierung
intrazellularer Bindungspartner. Um Hinweise auf die molekulare Famkind die beteiligten
Signaltransduktionswege des HE6-Rezeptors in den Epithelzellerhaltea, wurden daher im
Rahmen dieser Arbeit intrazellulare Protein-Protein-Wechdalwgen des HEG6-Rezeptors
untersucht. Fur die Suche nach intrazellularen Bindungspartnern kaockemisch-physikalische
Methoden wie Affinitdtschromatographie oder Co-Immunoprazipitation imchtage, da sich das
HEG6-Protein nicht rekombinant exprimieren und in den fir diese Methgeeigneten Puffern
nicht ausreichend solubilisieren lie3. Als Methode zur Detektiam igEindungspartnern wurde
deshalb da¥east Two-Hybriystem Gal4 Matchmaker Two-Hybrid Systemndg&wahlt, mit dem
etwaige neue Bindungspartner sofort auf cONA-Ebene identifiziert werden kénnen.

Eine weitere Protein-Familie die fir die mannliche Fedtiliecine entscheidende Rolle spielen
konnte, sind die Profiline, kleine Aktin-bindende Proteine, die bei dguRtion des Zytoskeletts
und in vielen Signaltransduktionswegen eine essentielle Rolmélaen. In einenYeast Two-
Hybrid Library-Screen mit dem HE6-C-Terminus wurde eine neue Rrd$itform, das Proflin IV
entdeckt, das jedoch hauptsachlich im Testis exprimiert istrfi@benet al, 2005]. Im Vergleich
zu somatischen Geweben weist der Hoden ein ungewdhnlich komplexésr Mas Profilin-
Expression auf. Alle bekannten Profiline werden in diesem Organngert, Profilin Il und IV



Einleitung 20

jedoch tberwiegend oder sogar ausschlief3lichdHal.,2001; Braunet al.,2002; Obermanmet
al.,, 2005]. Die mannlichen Keimzellen sind der Hauptexpressionsort der irofiDie
Komplexitdt sowie die Keimzell-spezifische Expression sprechién dine zentrale und
maoglicherweise distinkte Rolle der Profiline wahrend der Spedifferenzierung und
maoglicherweise noch wahrend des Befruchtungs-Vorganges selbstkkammden somit von
entscheidender Bedeutung fir die mannliche Fertilitat sein. Bedimel die biochemischen
Eigenschaften sowie die Funktionen der Testis-exprimierten Reofder Sauger bisher kaum
untersucht und nicht bekannt. Es stellte sich die Frage, warumatlentso viele verschiedene
Profilin-lsoformen exprimiert und welche Funktionen die einzelnen Isoforniélear

Ziel dieser Arbeit war es zum einen, die zellulare und sublaed Lokalisation der beiden Testis-
exprimierten Profiline 1l und IV im Verlauf der Spermatogenesel in den verschiedenen
Keimzellstadien bei Mensch und Nager zu untersuchen. Hierfur karetroten wie (RT-) PCR,
Western-Blot und Laser-Konfokale Fluoreszenzmikroskopie zum Einsatavetieres Ziel war es,
die biochemischen Eigenschaften der Profiline 1l und IV hinsaththrer ,typischen“ Profilin-
Bindungseigenschaften, wie z.B. Interaktion mit Aktin und Poly-Prolin, zaersuthen. Durch
diese funktionellen Studien sollten die Profiline naher charaidgrisnd maogliche distinkte
Bindungsverhalten ermittelt werden. Hinweise auf die molekuldfanktionen der Testis-
exprimierten Profiline Il und IV in der Spermiendifferenzierungliten durch Aufklarung
maoglicher Protein-Protein-Interaktionen east Two-Hybrig€ystem gewonnen werden.
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Il Material & Methoden

2.1 Molekularbiologische Methoden

2.1.1 Isolierung von Gesamt-RNA aus Geweben

Die Isolierung von Gesamt-RNA aus Geweben erfolgte nach emmtifizierten Flissig-
Extraktionsmethode nach Chomczynski & Sacchi [Chomczynski & Sa&@®ir] init RNA-Pure™
und anschlie3ender Aufreinigung mit d&Neasy MinKit und/oder durch Isopropanol-Féllung.

2.1.1.1 Isolierung von Gesamt-RNA aus humanen Gewebeproben

Die Gewebeproben wurden von der Abteilung fir Andrologie am Univesiditikum Hamburg-
Eppendorf zur Verfiigung gestellt. Zum Schutz der RNA vor Degradatidreur Konservierung
des RNA-Expressionsmusters zum Zeitpunkt der operativen Entnahrdernndie Gewebe (ca. 30
mg) unmittelbar nach Entnahme in das StabilisierungsreagendafiiAyegeben und bis zur
weiteren Aufarbeitung bei 4°C gelagert. Fur die RNA-Extraktiamden 3 ml RNAPure in ein 15
ml-R6hrchen vorgelegt, die Proben zugegeben und alles 30 Sekundemenmt UltraTurrax
homogenisiert. Nach 5 min Inkubation bei RT wurde zur besseren Phasengge600 ul
Chloroform zugegeben, alles kraftig geschittelt und der Ansa&0fimin bei 4000 rpm und 4°C
zentrifugiert. Im Anschluss an die Zentrifugation war eine dél Phasentrennung in wassrige
Phase (Uberstand), weiRe Interphase und organische Phase zu erkezmemische DNA
verbleibt unter sauren Bedingungen in der organischen oder Interphaserdirst won der RNA
getrennt. Die wassrige Phase mit der RNA wurde vorsichtiggralsgmen und in ein 15 ml
Reaktionsgefald tberfuhrt. Zur Fallung der RNA wurden 1,5 ml Isopropagelgeben, kraftig
geschittelt und mind. 1 h bei -20°C gefallt. Im Anschluss erfolgte Zentrifugation fir 1 h bei
4000 rpm und 4°C. Der Uberstand wurde verworfen und das RNA-Pellet kudera Luft
getrocknet. Die weitere Aufreinigung der RNA erfolgte nach &Measy Mini Protocol for RNA
Cleanupiber RNeasy Mini-Saulen. Die Quantitdt der Gesamt-RNA wapadtralphotometrisch
bei 260 nm bestimmt, die Qualitat bei 260/280 nm. Die Proben wurden bei -808Ergela

2.1.1.2 Isolierung von Gesamt-RNA aus Ratten- und Maus-Geweben

Nach Gewebeentnahme aus den Tieren wurden die Gewebe bei -8@yertgeZur RNA-
Extraktion wurde ca. 1 g tiefgekihltes Gewebe in Alufolie eingesit und manuell mit einem
Hammer zertrimmert. Zwischenzeitlich erfolgte immer wrellhlung in flissigem Stickstoff.
Nach Einfullen der Gewebestiickchen in vorgekihlte Teflonvials wdadeGewebe im Mikro-
Dismembrator durch zweimalige Zentrifugation bei 1800 rpm fur 4&u®ken pulverisiert. Das
Gewebepulver wurde mit 20 ml RNAPure™ (PeqLab) versetzt undh dgchtteln geldst, 4 ml
Chlorofom zugegeben und alles gevortext. Durch Zentrifugation (60 min, 4°C, 4@@derfolgte
eine Phasentrennung in wassrige Phase (Uberstand), weiRRe Ireempldasrganische Phase. Die
RNA-haltige wassrige Phase wurde vorsichtig abgenommen und in eas &efal tberfihrt.
Interphase und organische Phase, wurden verworfen. Die Gewinnung dealBNJ&r wassrigen
Phase erfolgte durch Isopropanol-Féllung. Hierzu wurden die \gés$thase mit 10 ml
Isopropanol versetzt, 15 min bei RT inkubiert und anschlieend zerertfg§0 min, 4°C, 4000
rom). Der Uberstand wurde verworfen und das Pellet dreimal ritnjg: 70% eiskaltem Ethanol
gewaschen und zentrifugiert (15 min, 4°C, 4000 rpm). Nach Lufttrocknurdevdas Pellet in 50
pl ddH,O aufgenommen und die Konzentration spektralphotometrisch ermittelt.
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2.1.1.3 cDNA-Synthese

Die Reverse Transkription von RNA in komplementdre cDNA etolgnter Verwendung des
Superscripf! 1l RNase H-Reverse Transcriptase Systems (Invitrogeroh nangaben des
Herstellers. Ausgangsmengen waren dabei 400 ng bzw. 1000 ng GesAmiv&®bhe mit bidest
H,O auf ein Gesamtvolumen von 11 pl gebracht wurden. Nach Zugabe vo®lgpdT) .18
Primer (0,5 pg/ul) wurde die RNA-Primer-Mischung flr 5 min B@iC erhitzt, um linearisierte,
einzelstrangige RNA zu erhalten. Nach anschlieRender 10-minitlgkubation bei
Raumtemperatur wurden dem Ansatz 4 ul 5 x Erststrang-Pafiel DTT, 1 pul dNTP-Mix (10
mM) sowie 1 pl Superscrigt Il Reverse Transcriptase (50 U/ pl) zugegeben und fiir 60 min bei
42°C inkubiert. Die cDNA wurde mit 80 ul bidest® auf ein Endvolumen von 100 pl gebracht
und bis zur Verwendung bei -20°C gelagert.

2.1.2 Polymerase-Kettenreaktion (PCRRolymerase_hain reaction

Die Polymerase-Kettenreaktion [PCR, Mullis & Faloona, 1987; Saildl 1988] ermdglicht es,
enzymatischin vitro DNA-Abschnitte um den Faktor $0bis 10 zu amplifizieren. Als
Startermolekiile dienen synthetische DNA-Oligonukleotide (Print#e),durch komplementare
Basenpaarung an einzelstrangige Template-DNA binden. Eine thabi@sDNA-Polymerase
synthetisiert vom 3'-OH-Ende der Primer ausgehend die komplareanbeuen DNA-Strange.
Durch Wahl eines gegenlaufig orientierten Primerpaares kanmltgeme definierte Sequenz
zwischen den beiden Primern vervielfaltigt werden. Da ditH®&geprodukte in jedem weiteren
PCR-Zyklus als Vorlage fur die anschlieRende Amplifizierungetie kann ein spezifischer DNA-
Abschnitt durch Wiederholung des PCR-Zyklus schnell exponentiell angereicreen.

Ein PCR-Zyklus besteht aus drei Schritten: Denaturierung, Anneait Elongation. Die
thermische Denaturierung des zu amplifizierenden DNA-Doppetgtgaerfolgt fir 30 Sekunden
bei 95°C. Im ersten PCR-Zyklus erfolgt die Denaturierung meist fir einer&zgé (1 bis 5 min),
um sicherzustellen, dass sich die DNA-Strange getrennt habdemZbendtigen die soigot start
Polymerasen zur Aktivierung eine langere Erhitzungszeit. Imcilnss an die Denaturierung
erfolgt bei erniedrigter Temperatur die Primer-Hybridisieranglie entstandenen einzelstrangigen
DNA-Templatemolekiile (Annealing). Die Temperatur wahrend diekase hangt von der Lange
und dem G/C-Gehalt der Primer ab und liegt normalerweise 5 Cibreen Schmelzpunkt ¢F5);
typischerweise zwischen 50°C und 65°C. Vom 3'-Ende des angefladerimers wird die
komplementare Amplifikation des DNA-Stranges durch eine Polyreezegeleitet (Elongation).
Die Temperatur fur diesen Syntheseschritt hangt von der verweridBt&rPolymerase ab und
liegt meist zwischen 68°C und 72°C. Die Synthesezeit ist eleafahangig von der Polymerase,
jedoch auch von der Lange des DNA-Fragments, das vervielfaltigt werdeBOsséi je 500 bp).

2.1.2.1 Herkdmmliche PCR
StandardméaRig wurde fur die herkbmmlichen PCRs die thermosta&miETadpNA-

Polymerase (Sigma) eingesetzt, welche ihr Temperaturoptimum7®¥ hat. Diese
Polymerase flgt ein Uberstehendes Adenosin an das 3'-Ende der §tradgkt so dass die
PCR-Produkte direkt in ein TA-Cloning eingesetzt werden konnen. Dehnt&llader Tag
Polymerasen liegt jedoch darin, dass sie keine 3'-5-Exonuclddisési (proofreading
Funktion) besitzen und daher beim Kopieren der DNA Fehler produzieren kénnerzuwa
Mutationen in der DNA-Sequenz fuhrt. Zur Amplifizierung von PCR-Fraggen >500 bp
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wurde daher derAdvantage™ 2 Polymerase-MiXClontech/TAKARA Biocompany)
verwendet, welcher neben eineot start Taq DNA-Polymerase eine Polymerase mit 3°-5'-
Exonuclease-Aktivitat enthalt. Durch diegwoofreadingFunktion werden wéahrend der
Synthese falsch eingebaute Desoxynucleotide erkannt und entferngssdiel&ehlerrate um
etwa den Faktor 10 geringer ist als bei einer PCR mit diagfolymerase. Polymerasen mit
proofreadingFunktion hangen kein Adenosin an das 3-Ende, so dass die entstehenden PCR-
Produkte glatte Enden aufweisen. Die Polymerasen wurden mit derlesteller gelieferten
PCR-Puffern sowie Desoxynucleotidtriphosphate (dNTPs) von der FifgmaSverwendet

und unter empfohlenen Reaktionsbedingungen angesetzt. Alle PCR-Ansidtisn w einem
Volumen von 50 pl mit 100 ng Template-DNA (cDNA oder Plasmid-DNAY je 0,2 uM
Forward- und ReverseaPrimern durchgeftihrt. Das PCR-Programm wurde entsprechend den
verwendeten Polymerasen, Primern und der GrofR3e der zu amplifdeerérodukte gewahlt.
Aliquote der PCR-Produkte (5-15 pl) wurden auf ein analytischeso8ggel aufgetragen und
elektrophoretisch aufgetrennt. In Tabelle 2.1 ist ein Standard-RGRtA mit allen
essentiellen Komponenten aufgelistet. Tabelle 2.2 zeigt die typise#R-Thermocycler-
programme fir die Amplifikation kleiner PCR-Fragmente von bis zuldgOfit derRedTagq
Polymerase sowie fur die Synthese von Fragmenten >500 bp mitAdmantage™ 2
Polymerase-Mix.

Tabelle 2.2: PCR-Thermocyclerprogramm furRedTadNA-

Tabelle 2.1: 50pl PCR-Reaktionsansatz Polymerase undAdvantage™ 2 Polymerase-Mix

Reagenz Menge f.c. Reaktionsschritt Temperatur Zeit Zyklen
[°C] [min]
PCR-Puffer, 10x 5l 1x Initiale 95 2 1
dNTP-Mix (10mM) 1pl 200 uM Denaturierung
DNA-Template X pl 100 ng Denaturierung 95 0,5
Forward-Primer (10pmol) 1ul 0,2 UM Annealing Primer [-5 0,5-1 30-35
ReversePrimer (10pmol) 1l 0,2 UM ElongationRedTaq / 72 1/30 sek
Polymerase (5 U/ul) 0,5 ul 0,05 U/ Advantage2 68 pro 500 bp
ddH,O ad 50 pl Restsynthese Rédq 72 10 1
/ Advantage?2 68 10

2.1.2.2 Primer fur die herkdbmmliche PCR

Die Primer fur die herkbmmliche PCR wurden mit dem Progrd®nimerSelectvon DNAstar
(DNASTAR Inc.) so ausgewahlt, dass sie Uber 24-27 bp komplemantaMatrizenstrang
waren. Sofern keine TA-Klonierung erfolgen sollte, wurden 5° vor déndP-Sequenz
Schnittstellen fur Restriktionsendonukleasen eingefugt, welche pdieere Klonierung der
PCR-Fragmente in didultiple Cloning Side(MCS) eines Vektors ermoglichen. Um die
Effizienz der Restriktionsenzyme zu erh6hen wurde den PrimerneroiSdhnittstellen eine
kurze Sequenz von nichtkomplementaren Nukleotiden vorangestellt. Alle Oligotidkl
wurden von der MWG-Biotch AG als Lyophilisat bezogen und mit Mtauf 100 pmol
eingestellt. Aliquotierte Primer-Losungen wurden bei -20°C gelalyjeden Tabellen 2.3 und
2.4 sind die verwendeten Primer-Sequenzen so wie weitere Inforeratan den Primern
dargestellt.
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Tabelle 2.3: Primer zur Amplifizierung von Klonieru ngsprodukten fiir das Y2H-System
ORF= Open reading frame, m = Maus, r = Ratte, fuman, Restriktionsschnittstellen sifedt geschrieben, in () dargestellt
sind die amplifizierten Sequenzbereiche in bp;Mmane

Primer-Name Sequenz Tm | Produkt Accession-No.
huProf2-s2EcoRI| 5 -CAGGAATTCATGGCCGGT TGGCAGAG-3 68°C 446 bp huProfilin2a
mhrProf2a-aslBd 5 -CGAIGATCCAGCAGCTAGAACCCAGAGTC-3 71°C| ORF(99 526) | NM_053024
Eco-mProf3-s 5 -TGAATTCATGAGTGACTGGAAGGGCTACA-3 65°C| 467 bp mProfilin3
Bam-mProf3-as | 5-TGGATCOGTTCACGGTTTATTCTGGTCTCC-3' 68°q ORF(59 524) | NM_029303
mrProf-s6-eco 5-CAGEAATTCAGCATGAGTCACTTGCG-3 63°C| 405 bp mProfilin 4
Profas2-BamHI 5 -GAGGATCCITAGTTTCCCTTTTTCCTTAG-3 64°C| ORKF861 1250) | NM_028376
Prof-s1-EcoRl 5-AGGAATTCGGGAACATGAGCCATT-3' 61°C| 406 bp huProfiling
Prof-as1BamHI 5 -GAGGATCQCTCTGATGACTTAACTTCCT-3" 65°C| ORF(171 557) | BC029523
Eco-Actin-s 5 -TAGAATTCATGGATGGATGATATCGCCGCGC-3' 67°d 1236 bp hu R-Aktin,
Bam-Actin-as 5 -AAGGATCCAAGCCATGCCAATCTCA-3 70°C| ORF(74 1282) | NM_001101
HE6-s7 5-AGTGAATTCGTGGCCAAAGAAAATGTCAGGAAG-3 | 67°C| 411 bp; CTerm | HE6
HE6-asl 5 -GAGGATCCCATTTGCTCAATAAAGTGTAAG-3 64°C | (2804 3214) AF538954
HE6-s6 5 -AGTGAATTCCTGGTTCAGCTCTGTCG-3 65°d 78 bp FICL HE6
HE6-as3 5 -GAGGATCCACTCCTGAGGTCTTGAAAC-3’ 68°C| (2587 2665) AF538954
ME6-s4 5 -AGTGAATTCGCAAAAGAGAATGTCAGAAAA-3’ 61°C | 411 bp CTerm. | ME6
HEG6-asl 5 -GAGGATCCCATTTGCTCAATAAAGTGTAAG-3 64°C | (2691 3098) AF538952
Tubd1-eco-s1 5-GGAATTCATGTCGATAGTGACAGTACAGCT-3' 66°C| 1406 bp mTubulin 1,
Tubdl-bam-as 5-0GGATCCTGTAAAGAGCTTTTCCTCTTGGC-3 69°C| ORH272 1661) | NM_019756
Tuba4-nde-s2 5-CAGCCCAAACTCATATGCGCGAGTGCATT-3" 68°C| 1372 bp mTubulin 4
Tuba4-nde-as1 5 -GCATATGCTACTCTTCTCCCTCATCCTCGTC-3' 70°¢ ORF(33 1405) | NM_009447
Tuba2-bam-s2 5-CCTCGCGIGATCACCGTTGCTATCATG-3™ 70°C| 1412 bp mTubulin 2,
Tuba2-bam-as2 5 -GEGATCCCACAGGGGGCTCAAGGAATGGAC-3 74°Cc| ORF(55 1467) | NM_011654
Tubb2b-eco-s4 5 -AAGACAGCAAGAAGGAATTCGGCACCATG-3 70°C| 1382 bp mTubulin 2b
Tubb2b-eco-as3 | 5-GEBAATTCGCCTGGGGAACTCAAGCCTCATC-3' 72°q ORF(88 1470) | NM_023716
pACT2s 5- TATTCGATGATGAAGATACCCCACCAAACC-3 67°d X bp Primer fur
pACT2as 5 -GTGAACTTGCGGGGTTTTTCAGTATCTACG-3 67°CPGADTT7-Inserts | pGADT7Insert
dia-s2-EcoRl 5-CAGGAATTCTTTACCGACCACCAAGAAACTCAG-3 | 68°C| 668bp, huDiaphanous
dia-asi-BamHl | 5-CGABGATCCTCATATGGCACCCGAARAGAGCS | T1°C| iyt 4 mr priz | om0
Flot-s1 5-CAGTGAATTCACCATGTTTTTCACTTGTGG-3 64°C| 679 bp Flot + huFlotillin1
Flot-as2 5-GGCGGCCTTCTTCAGTTCG-3 61°cPHB(162 831) | NM_005803
Superv-sl 5°-CAGGAATTCAGCAGCAAAGTCACAATACA-3’ 64°C | 817bp, 2Gelsolin| huSupervillin
Superv-asl 5 -CGAGGATCCAGGCTCCTCTGGCGTCTCC-3Y 72°¢ * 1 Villin-D. NM_021738
(6625 7422)
Cript-s3 5-CAGTGAATTCAGGATGGTGTGCGAAAA-3" 63°C| 370 bp huCript
Cript-asl 5-CGATGGATTCCAAGGCAGAAAGTAAAATCAT-3' 64c | ORF(112 471) | NM_014171
Centrin-Eco-s 5-GGAATTCCAACTGTTGTGGAGGATG-3' 64°C| 773bp mCentrin
pACT2as 5 -GTGAACTTGCGGGGTTTTTCAGTATCTACG-3' 67°CORF(51 569) | NM_007593
Phf7-Nde-s 5-GGATATGTGCCTGGGAACTCGAGCC-3 69°d 253 bp mPhf7
Phf7-Eco-as 5-GGAATTCGACCATCCTTCCAGCCTA-3’ 66°C| (1270 1523) NM_027949
Nubp2-Eco-s 5-GGAATTCAGTAGCGGAATGGAGGCT-3 66°C| 849 bp mNubp2
pACT2as 5 -GTGAACTTGCGGGGTTTTTCAGTATCTACG-3' 67°CORF(37 873) | NM_011956
Tektin-Eco-s 5-GGAATTCATGGCCAAGCTACTGCAA-3 64°C| 1450 bp mTektin
pACT2as 5 -GTGAACTTGCGGGGTTTTTCAGTATCTACG-3 67°CORF(99 1379) | NM_011569
gcl-s2-EcoRl 5-CAGGAATTCTTGAATGGTGAAAACAGTG-3' 62°C | 463 bp;POZ-D | huGMCL1
gcl-as3-BamHl 5 -CGAGGATCCTGACATTTATACCGAGTTCTT-3 65°C| (434 897) BC024185
gcl-s4-EcoRl 5-CAGGAATTCATGGGATCGTCGAGCAGC-3 68°C| 1254 bp huGMCL1
gcl-as6-BamHI 5-CGAGGATCCTTAAAACCCGTCCAACACCAGTA-3 70°C | ORK128 1370) | BC024185
NHERF1-s2-Eco| 5 -CAGGAAT CCGGCTCTGCTGCCTGGAGAA -3 63°G 1079 bp mNHERF1
NHERF1-as4Ba | 5 -CGAGGATCCTAGCACAAGCCCACGGAGGT-3 63°C| ORF(174-1229) | NM_012030
Eta-s1-EcoRl 5'- CAGGAATTCATGGGGGACCGGGAGCAG -3 60°C 785 bp hul4-3-3 eta
Eta-asl-BamHI 5°- CGAGGATCCTGGGGGTGGTGGGTGAAGG -3 60°¢ ORF(242-1026) | NM_003405
Zeta-s3-EcoRl 5°- CAGGAATTC AATGAGCTGGTTCAGAAGGC-3 57°C| 734 bp hul4-3-3 zeta
Zeta-as4-BamHI | 5 - CGAFGATCCGCCGGTTAATTTTCCCCTC-3 54°q ORF(94-827) NM_003406
mtheta-s2-EcoRI| 5 -CAGFAATTC GCCATGGGAAGACCGAGCTGATC-3 | 59°Q 742 bp m14-3-3 theta
mtheta-as1-Bam| 5 -CGAIGATCCTTTAGTTTTCGGCCCCCTCTGCT-3 59°¢ ORF(343-1084) | NM_011739
pACT2s4 5-CTACCCGGGGATCCGAATTCG-3 68°C 829 bp huPOMZP3
pACT2as4 5-CTACTGCAGATAGATCTCTCGAG-3 68°¢ ORF NM_012230
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Tabelle 2.4: Primer zur Analyse von Expressionsmustn/Gewebeverteilungen bei Maus und Ratte

Primer-Name | Sequenz Tm Produkt Accession-No.
mhrProfl-s1 5-GCCGGGTGGAACGCCTACAT-3 64°C 355 bp rProfilin 1, NM_022511
mhProfl-asl 5-GGACACCTTCTTTGCCCATCAGC-3 649C mProfilinl, NM_011072
mhrProf2ab-s1 5-GCTACTGCGACGCCAAATAC-3 59°C 358 bp rProfilin 2, NM_030873
mrProf2b-as2 5-AGCGAGTTCATATGTTTTCTTGTTA-3 56°C mProfilin 2, NM_019410
mrProf3-s1 5-TGAGTGACTGGAAGGGCTACATC-3" 60°C 381 bp rProfilin 3, XM_225173
mrProf3-asl 5-GATCGTGCAATGTCTTATTGAGGA-3 58°C mProfilin 3, NM_029303
rPFN4-s1 5-GGTGCAGCCCTCATCAAACTC-3 61°C 291 bp rProfilin 4, NM_001009503
rPFN4-asl 5-GGCTTCCACGCAGACACTA-3’ 59°C
mrProf-s6-eco 5 -CAGGAATTAAGCATGAGTCACTTGCA-3’ 63°C| 405 bp mProfilin 4,
Profas2-BamHI 5-GAGGATCCITAGTTTCCCTTTTTCCTTAG-3" | 64°C NM_028376
mhProf-s2 5-GTGGACAGCGCAGCCCTCATC-3" 66°C 405 bp mProfilin 4
mProf-as2 5 -TCTTCGGTCTTAGTTTCCCTTTTTCCTTAG-3 64°C NM_028376
mProf5-s2 5-TTCACCAAATAGAGACAGCATACTTCACC-3| 64°G 403 bp mProfilin 5
mrProf5-as?2 5-TCCCCTTCTTTCCCATCACCACA-3 62°C AV258284
rProf5-s3 5-ATTCACCTTACAGAGACAGCATACTTCAC-3’| 64°G 403 bp rProfilins
mrProf5-as2 5-TCCCCTTCTTTCCCATCACCACA-3 62°C XM_234152
HPRT-s 5-CCTGCTGGATTACATTAAAGC-3 56°G 352 bp rHPRT, NM_012583
HPRT-as 5-GTCAAGGGCATATCCAACAAC-3 58°C mHPRT, NM_013556
hmr-dia3-s1 5"-GCAGAAAAAAGAGGCAAAGATTA-3" 55°C| 580 bp rDiaph3, XM_224392
mr-dia3-asl 5-AAGGTTCTGAGCAATTTTAGGAT-3 55°( mDiaph3, NM_019670
S27a-for 5°-CCAGGATAAGGAAGGAATTCCTCC-3" 63°C 297 bp rRPS27a, NM_031113
S27a-rev 5°-CCAGCACCACATTCATCAGAAGG-3° 62°C mRPS27a, NM_001033865

2.1.2.3 quantitative RT-PCR mit dem LightCycler™

Die quantitative RT-PCR beruht auf dem Prinzip der herkdmmlicl@&R, Bietet aber zuséatzlich
die Mdoglichkeit zur exakten Quantifizierung der amplifiziertenRPRrodukte. Die quantitative
RT-PCR erfolgte mit dem LightCycler™ | (Roche Diagnogtioad dem Fluoreszenzfarbstoff
SybrGreen™ |, einem DNA-bindendenden Fluoreszenzfarbstoff, der sichoimer Spezifitat in
die kleine Furche doppelstrangiger DNA einlagert. Der Lighk&y¥ kann die Menge der PCR-
Produkte in Echtzeitréal time PCR) wéahrend der PCR bestimmen, indem er nach jedem
Elongations-Zyklus spezifisch durch Anregung Uber eine blaue LED (470dememittierte
Fluoreszenz (521 nm) des in der dsDNA interkalierten Farbstofs.rhie wahrend der Synthese
gemessene Fluoreszenzintensitat ist dabei direkt proportionaAmzahl der neu gebildeten
dsDNA und damit zur Menge an Ausgangs-DNA. Als Mal} fir die Quaetifing der DNA-
Startmenge werden die so genannfeassing Pait (CP)-Werte herangezogen. Diese entsprechen
der Anzahl PCR-Zyklen, die zur Erreichung eines konstanten Fluomsreaus mit zwei
Standard-abweichungen Uber dem Hintergrund notwendig sind. Am CP beficldah sallen
Ansatzen die gleiche Menge an neu synthetisierter DNA. Di&VERe werden Uber disecond
Derivative MaximumMethode mit Hilfe der LightCycler-Quantifizierungs-Softwamenittelt. Im
Falle einer 100%igen PCR-Effizienz verdoppelt sich mit jedeiiud die DNA-Produktmenge
und analog dazu das Fluoreszenzsignal. Ein um eine Einheit geriGeestsprache demnach der
doppelten Menganeingesetzter cDNA.

Da SybrGreen™ | an alle dsDNA-Molekile bindet, also auch emePiDimere und unspezifische
PCR-Produkte, die dann zum Fluoreszenzsignal und somit zu einer ungenaamiizizrung
beitragen, wurde am Anschluss der RT-PCR routinemallig eine Se&omelz-Analyse
durchgefuhrt. Dabei wird die Temperatur kontinuierlich bis 98 fRblg. Bei einer fur das
Fragment spezifischen Schmelztemperatur wird die dsDNA in Einzeisiialekile aufgespalten,
wobei der Fluoreszenzfarbstoff SybrGreen™ | freigesetzt undréileeszenzabnahme registriert
wird. Anhand der Schmelzkurven kann zwischen spezifischen und unspezifiBER-Produkten
oder Primer-Dimeren unterschieden und so die Spezifitdt der PCR verifizieien.

Als Polymerase wurde eirlexTag Hot StarPolymerase (TaKaRa Biomedicals) verwendet. Die
Komponenten eines 20 pl-Ansatzes (siehe Tabelle 2.5) wurden miteinemdescht, 18 ul des
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Ansatzes in eine LightCycler-Kapillare pipettiert und bei 200@ fir 2 min in die Kapillare
zentrifugiert. Nach VerschlieRen wurde die Kapillare in dasuksell des LightCycler™ uberfihrt
und das Programm gestartet. Die Einstellungen der Zyklus-Parameteteeridbgr die zugehdrige
Software nach Angaben des Herstellers. Das Standardprogramm ingér RT-PCR am
LightCycler™ st in Tabelle 2.6.aufgefihrt. Nach dem PCR-Laufden 5 pl des Ansatzes
elektrophoretisch auf einem Agarosegel aufgetrennt und ein Teil zum Segeerengeschickt.

Tabelle 2.5: RT-PCR-Ansatz Tabelle 2$tandardprogramm fiir eine RT-PCR am LightCycler
Reagenzien Menge Reaktionsschritt Temperatur Zeit Zyklen
Ex Tag-Puffer, 10x 2 pl Initiale Denaturierung ase 5 min 1
dNTP-Mix (2,5 mM je dNTP) 2 ul Denaturierung 95°C 10 sec
Forward-Primer (10 pmol) 1l Annealing 60°C 20 sec 40
ReversePrimer (10 pmol) 1l Elongation 72°C 30 sec
cDNA 2 ul Cool 40°C 2 min 1
BSA (20 mg/ml) 0,25 pl Schmelzkurve 98°C 20 sec
SybrGreenl (1:1000 in DMSO) 0,5 ul
TaKaRa Ex Taq HS (5U/ul) 0,2 ul
PCR-HO 11,05ul

2.1.2.4 Primer fur die quantitative RT-PCR am LightCycler™

Die Primer fur die RT-PCR wurden mit dem Online-Programr®rimer3
(http://frodo.wi.mit.edu./cgi-bin/primer3/primer3_www.cgi) ausgewahlts Aforgaben wurden
eine Primer-Grol3e von 24 bp, Annealing-Temperatur von 65°C, ProduktgrtiZ@90-300 bp und
GC-Clamp von 2 gewahlt. So konnte mit den Primern ein StandardadRFHPogramm mit einer
Annealingtemperatur von 60°C gefahren werden. Es wurde darauftgeadass die Primer
maoglichst Intron-Uberspannend lagen

Tabelle 2.7: Primer zur RT-PCR-Analyse auf humaneiTestis-cDNA

Primer Sequenz Tm Produkt Accession-No.
huPFN2-s 5°-GAT TGT AGG AAA AGA CCG GGA AGG-3’ 62°C 205 bp huPFN2
huPFN2-as 5-CCC TTC TTT TCC CAT TAC AAA GAC-3’ @1°| (150 354) NM_053024
huPFN3-s3 5-GCG CTC CTG GTG CTA ATG G-3° 619C 8lbp huPFN3
huPFN3-as4 5-CAG CCC GCG TAT GAG TTC G-3° 619C (316 396) NM_001029886
PNFIV-for 5-TTG TTA GAC ACC CTC TTG GGA ACC-3° 64°Q 234 bp huPFN4
PNFIV-rev 5°-CCA CAC CAG TGT TCT CAT TTT TGG-3* 64°Q (197 431) NM_199346.1
huPFN5-s2 5°-CAG GAT GTC AGT GAA GAG GTC TGG-3° & 219 bp huPFN5
huPFN5-as2 5-GGT CCC TGC AAG GGT GAC TCC-3° 65(C (182 399) BX105859
MUPP1-s2 5-GAA TCG TAG AGG TGG ATG GAA TGG-3° 64°C 249 bp huMUPP1
MUPP1-as2 5-CTG GCT CTG ACT ATG ACT GAC TGG-3 °65 | (3666 3941) NM_003829
Tektl-s 5°-AGA TAT TCT GAG AAC GCC GTG AGG-3° 61°C 230 bp huTektinl
Tektl-as 5-CTG GCATCCTTT GTATCC TTC AGC-3 61°C NM_053285
huCentrin-s 5°-AAG AAG TTC GGG AAG CAT TTG ACC-3° 18C 237 bp huCentrin
huCentrin-as 5-AGG CCT TCAGGATTT CTT CTT TGG-3 61°C NM_004066
S27a-for 5°-CCA GGA TAA GGA AGG AAT TCC TCC-3° 63°C 297 bp huRPS27a
S27a-rev 5°-CCA GCA CCA CAT TCA TCA GAA GG-3° 62°C (128 423) NM_002954

Tabelle 2.8: Primer zur RT-PCR-Validierung von HE6-Microarray-Daten auf HE6-KO und WT-cDNA

Primer Sequenze Tm Produkt Accession-No.
Clusterin-s2 5-AGC AGG AGG TCT CTG ACA ATG AGC-3 64°C 181 bp mClusterin
Clusterin-as2 5-TCCTCT TTCTTC TTC TTG GCT TCC-3’ 61°C | (155 336) NM_013492
Sppl-s 5°-CTT CCA AGC AAT TCC AAT GAA AGC-3° 59°Q 247 bp mSppl
Sppl-as 5-TTG ACC TCA GTC CAT AAG CCA AGC-3° 62°C (438 685) NM_009263
Sppl-s2 5-AGATTG GCAGTG ATTTGC TTT TGC-3 64°C 153 bp Sppl NM_009263
Sppl-as2 5°-ATT CTG CTT CTG AGA TGG GTC AGG-3° 63°C (225 378)
Adam28-1s 5°-TGC GTA AAA GAG AGA CCC AAG AGC-3° 62° 276 bp Adam28
Adam28-1las 5°-TGT AAC CCC GTA GTC CTT GAC AGG-3° °64 | (273 549) NM_010082
Claudin10-2-s 5°-ACT ACT GGA AGG TCT CCA CCATCG-3° 64°C 218 bp mClaudin10

- < < 5 (91 309) Iso a: NM_023878
Claudin10-2as 5°-TCC AAA GAG TGC AAA AAT GGA ACC-3 59°C Is0 b: NM_021386
Vkorcl-s 5°-TTT ATT TGA ATG AGG CCT GGA AGC-3° 59°CQ 281 bp mVkorc1|1
Vkorcl-as 5-GTC TTT GAT TGG CTC GGT GTA TCC-3 @°| (540 821) NM_027121
S27a-for 5°-CCA GGA TAA GGA AGG AAT TCC TCC-3 63 297 bp MRPS27a

S27a-rev 5-CCA GCA CCA CAT TCA TCA GAA GG-3° 62°C (128 423) NM_001033865
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2.1.2.5 Auswertung der quantitativen RT-PCR

Die Expressionswerte der Zielgene wurden mit denen eines regalierten, ubiquitdr und
homogen exprimierteRousekeeping Gensormalisiert (relative Quantifizierung). Fir RT-PCRs
auf Testis-cDNA wurde das ribosomale Protein S27a verwendet. Berechnung der
Expressionsunterschiede zwischen zwei oder mehreren Gruppen (z.BypWjktien HE6-KO
oder verschiedene Spermatogenesestadien) wurde die REST@u®offwlative epression
software _bol, Pfaffl et al, 2002) verwendet. Diese Software fasst die Gruppen als Mittelwer
zusammen und berechnet daraus die mittleren ExpressionsuntesdbieGruppen, normalisiert
Uber dadHouskeepingsen, sowie die Varianz der einzelnen Expressionen. Die Ergebnerden
statistisch getestet und mit ihren Signifikanzlevels ausgegé&he Statistik beruht auf einem sehr
robusten und von einer Normalverteilung unabhéngigen Randomisierungstedgnbdieliebig
viele tausend Randomisierungen und Wiederholungen durchgefiihrt werden kénnen.

2.1.3 Agarosegel-Elektrophorese

Fur die Analyse, zur préparativen Isolierung der Nukleinsduren na&h ReEstriktion sowie
Plasmidisolation wurde die Agarosegel-Elektrophorese eirmiedsti der die negativ geladene
DNA abhangig von ihrer Gro3e und Konformation im elektrischen Feldetafunt wird. Zur
Detektion der gelelektrophoretisch aufgetrennten DNA wurde Ethnioiomid (EtBr) verwendet,
das zwischen die GC-Basenpaare der Nukleinséduren interkaliedeuhregung mit UV-Licht
rotviolett leuchtet. In Abhangigkeit von der Fragmentgrof3e wurde2%jg§e (w/v) Agarosegele
verwendet. Zur Herstellung der Gele wurde Agarose mit 1 xAaetat-EDTA-Elektrophorese-
Puffer (TAE-Puffer) geschmolzen, nach Abkiihlung unter 60°C mit Ethigliamid (10 pg/100 ml
Gelvolumen) vermischt und in eine Flachbettapparatur gegosseer inuvor ein Probenkamm
befestigt wurde. Nach Erstarren des Gels wurde dieses mitAExPTffer Uberschichtet und der
Probenkamm entfernt. Die DNA-Proben wurden mit Ladepuffer versatkzin die Probentaschen
pipettiert. Durch den Ladepuffer wurde die Dichte der DNA-LGsung erlsdhtlass diese leichter
in die Proben-Taschen pipettiert werden konnte. Zudem konnte durch dieadepuffer
enthaltenen Farbmarker Bromphenolblau und Xylencyanol, deren elektroptioeeti
Beweglichkeit der von 300 bp und 4000 bp DNA-Fragmenten entspricht [Sakdtral, 1989],
der Verlauf der Elektrophorese verfolgt werden. Die Elektropgwoegfolgte fiir ca. eine Stunde bei
70 Volt. Zur GroRenbestimmung und Zuordnung der aufgetrennten DNA wurde ineiGel
GrolRenstandard mit aufgetrennt.

Tabelle.2.9: TAE-und Ladepuffer fir Agarose-Gelelekrophorese

1XTAE-Puffer Ladepuffer
Tris-HCI 40 mM Glycerin 10% (v/v)
Essigsaure 0,1 % (viv Bromphenolblau 250 pg/ml
EDTA, pH 8 10 mM Xylencyanol 250 pg/ml

2.1.4 Aufreinigung von DNA

Die Aufreinigung von DNA basiert auf einer modifizierten Methodehn8&irnboim & Doly
[1979]. Die Prozedur beruht auf der selektiven Bindung von DNA an dlgeZsilicagel-
Membranen unter ,Hochsalz“-Bedingungen in Gegenwart eines chantf&gizes. Die gebundene
DNA wird nach Bindung an die Membran durch eine Reihe von Wasch- und
Zentrifugationsschritten von Primern, Nukleotiden und Salzen gesabDieElution der Plasmid-
DNA aus der Silica-Membran erfolgt unter ,Niedrigsalz“-Bedingungen.
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2.1.4.1 Elution von Nukleinsduren aus Agarose-Gelen

Die Gewinnung der DNA nach Elektrophorese aus TAE-Gelen erfadgtsprechend den
Herstellerangaben mit der@IAquick™ Gel Extraction Kit (50von QIlAgen [modifiziertes
Protokoll nach Vogelstein & Gillispie, 1979]. Die DNA-Banden wurdeter UV-Licht mit einem
Skalpell aus dem Gel ausgeschnitten, in einem dreifachen Volumesr R@faufgenommen und
fir 10 min bei 50°C inkubiert. Nachdem sich das Gel komplett aufgedts wurde ein Volumen
Isopropanol zugegeben, die Losung auf eine QIAquick-Saule pipettiert nmal Zentrifugiert. In
diesem Schritt bindet die DNA an die Silica-Matrix. Der Gi@nd wurde verworfen und die an
die Matrix gebundene Nukleinsauren einmal mit 500 pl Puffer QG unmda¢ mit 750 ul Puffer
PE gewaschen und die Matrix anschlieBend durch 1 min Zentrifugaticmcknet. Die Elution der
DNA aus der Saule erfolgte mit 50 ul Puffer EB (10 mM TrisgH 8,5) durch Zentrifugation.
Der DNA-Gehalt des Eluats wurde photometrisch ermittelt. Riednigung nach dieser Methode
erfordert keine anschliel3ende Préazipitation der Nukleinséauren.

2.1.4.2 Aufreinigung von PCR-Fragmenten

Die Aufreinigung amplifizierter DNA-Fragmente nach einer PERolgte entsprechend den
Herstellerangeben mit deRigh Pure PCR Product Purification Kiton Pierce [nach Sambroek
al., 1989]. Nach PCR wurde das Volumen eines PCR-Ansatzes miOdatf 100 pl aufgefillt
und dann mit 500 ul Bindepuffer vermengt. Die Lésung wurde mit einertt®ipaif eine
HighPureFiltersaule aufgetragen und zentrifugiert (1 min, 16000 g). Der stiret wurde
verworfen und die gebundenen PCR-Fragmente einmal mit 500 pl und emtn&00 ul
Waschpuffer gewaschen und 1 min zentrifugiert. AnschlieBend wulgegebundenen PCR-
Fragmente mit 50 ul Elutionspuffer durch Zentrifugation (1 min, 16008ug)der Matrix eluiert.
Diese Aufreinigung erfordert keine anschlieRende Prazipitation deeidséliren.

2.1.4.3 Mini-Praparation von Plasmid-DNA Uber Silika-Matrix und Zentrifugati on

Zur Praparation von bis zu 60 pg Plasmid-DNA abgoli-Flissigkulturen wurde das
NucleoSpin® Plasmid-Kit von Machery Nagel verwendet, welchdsder alkalischen Lyse der
Zellen und anschieBender Aufreinigung der DNA Uber Silica-Membranen r unte
Hochsalzbedingungen beruht [modifiziert nach Birnboim & Doly, 1979]. Hienaulen einige der
auf Selektiv-Medien gewachsenen Transformanten-Kolonieaweiis 4 ml LB-Selektivmedium
mit Antibiotika Uberfuhrt und Gber Nacht bei 37°C und 150 rpm inkubiert.Baieterien-Kultur
wurde fur 1 min bei 13000 rpm abzentrifugiert und die Plasmid-DNAspeathend den
Herstellerangaben aus den Zellen Uber eine Silica-Membranraimigeé Die Elution der an die
Saule gebundenen Plasmide erfolgte mitnb0rE-Puffer. Eine Reinigung der isolierten DNA
durch Prézipitation ist nicht nétig.

2.1.4.4 Midi-Praparation von Plasmid-DNA uber Anionen-Austauscher-Saulen

Zur Aufreinigung grolRerer Mengen Plasmid-DNA aus 25Emgbli-Flussigkulturen wurde das
JETstar2.0Plasmid Miniprep Kit von Genomed verwendet. Die Prozedur thasié modifizierter
alkalischen/SDS Lyse nach Birnboim & Doly [1983] sowie der Pldddmdung an
Anionenaustauscher-Saulen unter niedrigen Salz- und pH-BedingungeAuideigung wurde
nach Angaben des Herstellerprotokolls durchgefihrt. Die Elution demRIeDNA aus der Saule
erfolgte mit 5 ml 1 M KCI-Puffer, pH 8,5 (Puffer E6) Das Hluaurde in einem sauberen
Reaktionsgefal? aufgefangen und die Plasmid-DNA anschliel3end durcbpksoqlrPréazipitation
entsalzt und konzentriert. Die Resuspension der DNA-Pellets erfolgte in DTE-Ruffer.
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2.1.4.5 Prazipitation von Nukleinsduren

Zur Prazipitation von RNA und DNA aus salzhaltigen wassrigen lgesunvurde das Volumen
der DNA-LOsung bestimmt und mit 1/5 Volumen 10,5 M Ammonium-Acetesting und 1
Volumen reinem Isopropanol versetzt. Durch Zentrifugation fur 30 Minb&n3000 rpm und
4°C konnte die DNA aus der salzhaltigen wassrigen Losung pradpiterden. Um gefalltes Salz
und restliches Isopropanol zu entfernen, wurde das DNA-Pellet mit7D% Ethanol gewaschen
und erneut 10 Minuten bei 13000 rpm zentrifugiert. Nach Entfernetydesstandes wurde das
Pellet fir ca. 15 Minuten getrocknet und in einem aquivalenten \&uf®0-250 pl) TE-Puffer
aufgenommen.

2.1.4.6 Konzentrationsbestimmung von Nukleinsduren durch Absorptions-Mesing
Nukleinsduren absorbieren elektromagnetische Wellen im U¥i&er RNA, DNA und freie
Nukleotide haben ihr Maximum bei 260 nm, wahrend die aromatischeno&éuren Tyrosin,
Phenylalanin und Tryptophan bei 280 nm maximal absorbieren. Die Kortmarmghestimmung
von DNA-L6sungen erfolgte Uber Absorptionsmessung bei 260 nm in eipekir&photometer
(Ultrospec 3000, Pharmacia) in Quarzkuvetten. Dabei gilt folgeiessammenhang: Eine
Extinktion von 1 entspricht 50 pg reiner, doppelstrangiger DNA prgLattspeich, 1998]. Da
ungepaarte Nukleinsduren eine hohere Absorption besitzen, entspeictgleiche Wert bei
einzelstrdngiger RNA einer Konzentration von ca. 40 ug/ml. Eingjeseirde 1 pul DNA-LOsung
in 99 pl ddHO (1:100) bzw. 2 pl RNA in 98 ul Phosphatpuffer (1:50). Die Nukleinsaure-
Konzentration errechnet sich aus dem Extinktionswert bei 260 nm Vaediinnungsfaktor und
dem spezifischen Multiplikationsfaktor (50 pug/ml fur dsDNA, 40 pg/ml fir RNA):

dsDNA-Konzentration (pug/ml) =&, - 50 pg/ml - Verdinnungsfaktor

Um die Reinheit der DNA-LOsungen abzuschatzen, wurde die ts#wBberlagerung der
Absorption von Nukleinsauren bei 260 nm und Proteinen bei 280 nm genutzt. Beitnie der
Absorptionswerte zwischen 260 nm und 280 nm ist ein Mal3 fur dieh&eider Nukleinsauren.

Der Quotient ksi/Ezgo €iner sauberen = proteinfreien dsDNA-L&sung sollte zwischen 1,2,0nd
liegen und bei RNA-L&sungen, gemessen in Phosphat-Puffer, zwischen 2,1-2,3 [Lottspeich, 1998]

2.1.5 Restriktionsverdau von DNA mit Typ ll-Restriktionsendonukleasen

Restriktionsendonukleasen vom Typ |l spalten doppelstrangige DNA spezifischen
Erkennungssequenzen hydrolytisch. Die Erkennungssequenzen der Typ lI-Endemukésishen
meist aus palindromischen Sequenzen von vier, sechs oder acht Besgngli@aentweder gerade
(blunt end} oder versetztsticky ends geschnitten werden kénnen. Bei einem versetzten Schnitt
entstehen kurze 5- bzw. 3'-lUberhdngende Einzelstrang-Enden mit ssezifiSequenzen, so
genannte kohasive Enden. Das geschnittene 5 -Ende tragt imeétheisphatgruppe, das 3’ -Ende
eine Hydroxylgruppe. Mit Restriktionsendonukleasen geschnittene Digatente und Plasmide
kénnen miteinander ligiert werden, wobei die Basenpaarung zwischguidtoentaren kohasiven
sticky endglie Ligationsreaktion erleichtert [Lehninger, 1998].

Der Restriktionsverdau wurde zum einen zur préaparativen Voilegez.B. von PCR-Fragmenten
und Plasmiden fur eine Ligation angewandt. Auf diese Weise wurdktoréa linearisiert, und
Vektor undinsert erhielten die fir eine Ligation notwendigen kompatiblen Enden. Zusheran
wurde der Restriktionsverdau im Anschluss an eine Klonierung lnm-Knalyse eingesetzt, um
rekombinante Plasmide auf erfolgreiche Integration msertszu Uberprifen. Zum Einsatz kamen



Material & Methoden 30

Restriktionsendonukleasen (10-20 U/ul) von der Firma New EnglandbBiothe entsprechend
den Herstellerangaben mit den mitgelieferten Puffern verwemdeten. Flr einen analytischen
Restriktionsverdau wurde 1 pénserttragende Plasmid-DNA mit 1 U Enzym in einem
Gesamtvolumen von 20 pl eingesetzt und fuir 1,5 h bei 37°C inkubiert. Flrrgirépa
Restriktionsansatze wurden 5-20 pg Vektor oder dsDNA-Fragmeeieem Volumen von 50 pl
mit 1 U/pug DNA Enzym versetzt, und fur 3 bis 4 Stunden bei 37°C iekuibnd die geschnittene
DNA anschlieend dber ein Agarosegel oder mit deigh Pure PCR Purification Kit
aufgereinigt. In Tabelle 2.10 sind die Ansatze fir den analytischen uagarptiven
Restriktionsverdau aufgelistet.

Tabelle 2.10: Analytischer und praparatier Restriktionsansatz

Reagenz Analytisch Praparativ
DNA (Plasmid, dsDNA) 1pg 5-20 ug
10xRestriktionspuffer 2 pl 5 ul
Restriktionsendonuklease 1U 5-20 U
ddH,0 ad 20 pl ad 50 pl

Lange lineare PCR-Produkte von >1 kb, die sich nur schwer mitilRestsenzymen schneiden
lieRen, wurden zunéchst mit dem pGEM®-TEasy Vector-Systemoin@ga) tber TA-Cloning in
den Vektor pGEM®-TEasy ligiert. Der pGEM®-TEasy-Vektor tidigear vor und enthalt an den
3"-Enden T-Uberhange, so dass PCR-Produkte mit kompatiblen A-Uberhéwigesie von den
TagPolymerasen generiert werden, einfach und effizient einklometden koénnen. Das
rekombinante Plasmid wurde E.coli vervielfaltigt, das Insert anschlieRend durch Restriktions-
verdau wieder aus dem Vektor herausgeschnitten und aufgereibagt.dig¢sen TA-Klonierungs-
Umweg konnte grofRe lineare DNA-Fragmente erfolgreich métrikéionsenzymen geschnitten
werden.

2.1.6 Dephosphorylierung geschnittener Vektoren

Um in einer Ligationsreaktion eine Rezirkularisierung sowie Kktaimerbildung linearisierter
Vektoren zu verhindern und um die Einbaurate der Ingerden Vektor zu erhéhen, wurden mit
nur einem Restriktionsenzym linearisierte Vektoren zur Emifey der 5-Phosphatreste mit
alkalischer Phosphatase (CIRGalf Intestinal Alkaline _Rosphatasg behandelt. Fir die
Dephosphorylierung wurde der Vektor mit CIP und 10 x Phosphatasepuféatatennd fir 60
Minuten bei 37°C inkubiert. Ein typischer Dephosphorylierungsansatznistabelle 2.11
dargestellt. Die Inaktivierung des Enzyms erfolgte nach Zugab&mM EDTA fur 1 h bei 65 °C.
AnschlielRend wurde das Plasmid aufgereinigt und die DNA-Konzentration érmitte

Tabelle 2.11: Dephosphorylierungsansatz

Reagenz Konzentration
DNA 0,5 pg/ 10ul
10xPhosphatasepuffer 1x
SCIP (10 U/ul) 1 U/pmol DNA
ddH,0 X pl

2.1.7 Ligation

T4-DNA-Ligase Kkatalysiert in Anwesenheit von ATP die Ausbilduegner kovalenten
Phosphodiesterbindung zwischen einer freien 5-Phosphatgruppe und einadr@yityuppe

zweier DNA-Enden. Auf diese Weise lasst sich ein DNA4hset einem linearisierten Vektor zu
einem rezirkularisierten rekombinanten Plasmid ligieren. DéeDNA-Ligase ligiert sowohl

komplementare kohasivsticky endsals auch glatte Endebl(nt end}.
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Fur Ligationen wurden mit Restriktionsenzymen geschnittene BR&&RitFragmente und lineare
Vektoren (pGBKT7, pGADT7, pET21a) mit kohdsiven Enden verwendet. @nidibaurate des
Inserts in den Vektor zu férdern und den Anteil rekombinanter Plasimidggationsansatz zu
steigern wurde ein Vektor-Insert-Verhaltnis von 1:3 gewahlt.H2wedtigte Menge Insert-DNA im
Verhaltnis zum Vektor wurde mit folgender Formel berechnet:

ngVektor” kblinsert, 3 _

—=ng Insert
kbVektor 1

Die Ligationen wurden standardmaflig in einem 10 pl Reaktionsansiat200 ng Vektor
durchgefuhrt und erfolgten tGber Nacht bei 4°C oder fir 1 h bei 22°C. TRHD@ase wurde
entsprechend den Herstellerangaben mit den mitgelieferten rPufferwendet. Die
Zusammensetzung eines Ligationsansatzes ist in Tabelle 2.12 d#rgestel

Tabelle 2.12: Ligationsanséatze

Reagenz Menge Konzentration
Vektor-DNA (50 ng/pl) 1l 50 ng
Insert-DNA X ul 3:1 Insert:Vektor
10xLigationspuffer 1l 1x
T4-DNA-Ligase (3U/ul) 1ul 3 Units
ddH,0 ad 10 pl

Im Anschluss an die Ligation erfolgte die Inaktivierung der T4-DiNgase fur 15 min bei 65°C.
Zur Vermehrung der rekombinanten Plasmide wurden die Ligationgansdkompetent&.coli-
Zellen transformiert.

2.1.8 Transformation

Zur Vermehrung rekombinanter Vektoren, sowie zur Protein-Expression nvurliesmid-
Konstrukte in kompetente. coli-Zellen transformiert, in denen die Plasmid-DNA unabhé&ngig von
der chromosomalen DNA repliziert wird. Auf diese Weise lasseln groRe Mengen der DNA-
Konstrukte bzw. der exprimierten Proteine gewinnen. Zur Vermehrekgmbinanter Plasmide
wurde standardmalig dér.coliStamm DH5 oder XL1-Blue verwendet, fur Proteinexpression
der Stamm BL21(DE3)pLysS. Die Bakterienstamme wurden als konitpe#ellen von den
entsprechenden Herstellerfirmen bezogen.

Tabelle 2.13: verwendetde.coli-Stamme

E.coli-Stamm Genotyp Antibiotikaresistenz Blau-Weil3-
Screening

DH5 F- 80acZz.M15 .(acZYA-
(subcloning Efficiency competent | argF)U169recAl endA1lhsdR17(rk-, - ja
Cells, Invitrogen) mk+) phoA

supE44thilgyrA96relAl -
XL1-Blue recAl endAl gyrA96 thi-1 hsdR17
(Subcloning-Grade Competent supE44 relAl la¢F” proAB Tetracyclin ja
Cells,Stratagene) laclgZ.M15 Tn1(Q(Tetr)].
BL21(DE3)pLysS F—ompT hsdB(rg'mg’) gal dcm Chloramphenicol ja
(competent Cells, Novagen) (DE3) pLysS (CamR)

2.1.8.1 Transformation kompetenterE.coli-Zellen und Selektion auf Transformanten

Fuar die Transformation wurden je 25 pl kompetent.coli-Zellen zu 10 pl
Ligationsansatz/rekombinanter Plasmid-DNA pipettiert und dera&nsermischt. Die Ansatze
wurden 20 Minuten in einem Eisbad inkubiert, fir 60 sek einem kurzen ¢hitzes bei 42°C
ausgesetzt und anschlieRend fur 2 Minuten in einem Eisbad gekihlt.Heiesedlung ermdoglicht
es der DNA in die Zelle einzudringen. Nach Zugabe von je 0,4 ml vérgewn LB-Medium
wurden die Transformations-Ansatze fir eine Stunde bei 37°C inkubiedijclwerzustellen, dass
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die Plasmide ihre Eigenschaften wie Antibiotika-Resistenzngtigpisch auspragen konnen.
Anschliel3end wurden die Bakterien auf einem selektiven Mediupladtisrt und Gber Nacht bei
37°C inkubiert. Als Selektivmedium dienten LB-Agarplatten, di@geh transformiertem Vektor
das entsprechende Antibiotika enthielten (100 pg/ml Ampicilén @GADT7/pGEM-TEasy; 50

png/ml Kanamycin bei pGBKT7). Auf dem Selektivmedium kénnenkwoli-Zellen wachsen, die

durch Aufnahme des rekombinanten Plasmids eine Antibiotika-Resigtrworben haben. Die
Zellen eines Ansatzes wurden auf je 2 Agarplatten auspla#iaf eine Platte wurden 100 pl
ausgespatelt, auf die zweite der Rest des Ansatzes, derzkntiugation (2 Minuten bei 4000
rpm) auf ca. 100 ul eingeengt wurde.

2.1.8.2 Analyse der rekombinanten Plasmid-DNA

Durch Klonanalyse wurde untersucht, ob die auf den Selektivplatten lygssveen Transformanten
das rekombinante Plasmid enthalten. Hierzu wurde zuerst durchidRsiparation das Plasmid
aus den Transformanten isoliert. Die Analyse der Plasmid-Bif Inserts erfolgte anschlieend
durch einen analytischen Restriktions-Verdau mit entsprechendsrikRensendonukleasen und
Sequenzierung.

2.1.9 DNA-Sequenzierung und Analyse

Die Sequenzierung rekombinanter Plasmid-DNA und PCR-Produkte wurdgevdfirma MWG
Biotech AG (http://'www.mwg-biotech.com) durchgefiihrt. Hierzu vemrd pg Plasmid-DNA bzw.
20 ng PCR-Produkt/100 bp in einem 1,5 ml Gefald eingetrocknet. Standagdwmdifsie zur
Sequenzierung der T7-Primer verwendet. Sofern kein passender Rrngeboten wurde, vor
allem zur Sequenzierung von PCR-Produkten, wurden eigene Primeinggisandt (10 pl pro
Sequenzierung in einer Konzentration von 10 pMol/ul). Die AnalyseSaguenzierergebnisse
erfolgte mit Hilfe der DNAstar-Software 4.00 (DNASTAR Indadison, USA) und durch
Datenbank-Recherche mit der Nucleotid-nucleotid BLAST Funktionstfijlaauf der NCBI-
Homepage (http://www.ncbi.nim.nih.gov/BLAST/).

2.1.10 RNAin situ-Hybridisierung

Mit der Technik dein situ Hybridisierung kann die Expression einer mRNA einzelnen Zellen im
Gewebeverband zugeordnet werden. Im Rahmen dieser Arbeit wuiidesdieHybridisierung zur
Detektion der RNA des epididiymalen Gens-Transkipts €9-2 9(M&IM_178243) in
Paraffinschnitten des Maus-Nebenhodens angewandt. Die Detekti&Ndeim Gewebe erfolgte
durch Bindung Digoxigenin-markierter einzelstrangiger cRNA-Moleki(&onden) an
komplementare Zielsequenzen und die Visualisierung durch alkalisabeptRitase-konjugierte
Anti-DIG-Antikorper, sowie Umsatz des NBT/BCIP-Substrates lalie Phosphatase in ein blau-
violettes Prazipitat. Der experimentelle Ablauf der in sitititlisierung gliedert sich in folgende
Schritte: Herstellen der Sonde, Herstellung und Vorbehandlung desodistben Praparates,
Hybridisierung, Waschungen und Detektion.

Fur die Me9-Sonde wurde zunéchst eine 539 bp Sequenz aus dem Me9-GRIRpamplifiziert
und tber 5°-A-Uberhange in den Transkriptionsvektor pPGEM-TEasy klohieFabelle 2.14 sind
die verwendeten Primer sowie die Gro3e des amplifizierten PCR-Produlkgesistet.

Tabelle 2.14: Primer und PCR-Produkte zur Herstelling einer Me9-Sonde fiir RNA#n situ-Hybrdidisierung

Primer-Name Primer-Sequenz Amplifiziertes Produkt
Me91-SP6-for 5-ATG GGC AAG GTA CGG CAAATG T-3 539 bp (bp 178-717) aus Me9
Me91-SP6-rev 5-CAG AGA AAG TGG TGG CGA ACG- 3 (NM_178243)




Material & Methoden 33

Durch in vitro-Transkription mit demDIG RNA Labeling Mixvon Roche entsprechend den
Herstellerangaben wurden Digoxigenin-11-dUTP-markierte Me9 cROIAd&N hergestellt.
Hierbei erfolgte das gerichtete Umschreiben der cDNA ausTdamskriptionsvektor irsenseund
anti-sensecRNA durch T7- bzw. SP6-RNA-Polymerasen.

Paraffinschnitte (7 mm) des Maus-Epididymis wurden nach Puchal (2000) durch
Entparaffinieren, saure Hydrolyse, Proteinase K-Behandlung und likcetyg flr diein situ-
Hybridisierung vorbereitet. Um unspezifische Signale auf dem Praparat irnienem, erfolgte vor
der eigentlichen Hybrisisierung eine Préhybridisierung der Sehfiitt3 h bei 52°C mit einem
Prahybridisierungsgemisch. Anschlielend folgte Gber Nacht bei 5@i€Hybridisierung mit
sense und anti-senseMe9 cRNA-Sonden im Hybridisierungsmix. Am nachsten Tag wurden die
Schnitte zweimal fiir je 10 min in 2 x SSC gewaschen. Zur Redugjetes Hintergrundsignals
wurden einzelstrangige, nicht-hybridisierte Sonden durch stringentesh@fader Praparate fur 10
min bei 60°C in Hybridisierungspuffer und 30 min RNase A-Verdau beC 4htfernt. Nach
erneutem Waschen fiir 3 min in 2 x SSC und 15 min bei 52 °C in 0,1 x 8&@émdie Praparate
fir 1 h mit 20 % normalem Schafserum blockiert. Zur Detektionitigerter Sonden wurden die
Praparate uber Nacht bei 4°C mit einem alkalischen-Phospiatasgiertem Anti-DIG-
Antikorper aus Schaf (Roche, Verdiinnung 1:500 in 1% Schafserum) inkubiedgblihagene AK
wurden am nachsten Tag durch Waschen in Waschpuffer entfernt. fialisfierung der cRNA-
Antikdrperkomplexe erfolgte mit dedlkaline Phosphatase Substrate Kit(Wector Laboratories)
nach Herstellerangaben mit NBT/BCIP als Substrat im DunkelR@emtemperatur ber Nacht.
Die Farbentwicklung wurde am nachsten Tag durch 10 min Inkubation in Stofgp-gestoppt.
Die in situ hybridisierten Praparate wurden an einem Hellfeld-Mikroskop (Nileo@)ysiert und
mit einer Leica DC 300 Digitalkamera (Leitz) dokumentiert.

Tabelle 2.15: Puffer und Reagenzien fir RNA-in sitiHybridisierung

Puffer Zusammensetzung

Prahybridisierungsgemisch 20 mM Tris-HCI, pH 7,8 B NaCl, 1 mM EDTA, 100 mM DTT, 50 % Formamidx1
Denthardt’s, 100 pg/ml Poly A, 500 pg/ml hs-DNAP50y/mI t-RNA

Hybridisierungsmix 20 mM Tris-HCI, pH 7,5, 0,3 M 88 1 mM EDTA, 100 mM DTT, 1 x Denthardt’s, 500
pag/ml hs-DNA, 100 pg/ml Poly A, 500 pg/ml t-RNA, 88 Formamid, 10 % Dextransulfat,
250 ng Sonde

Hybridisierungspuffe 0,3 M NaCl, 50 % Formamid,@M Tris-HCI, pH 7,5, 1mM EDTA, 10 mM DTT
RNase A-Verdau 0,5 M NaCl, 10 mM Tris-HCI, pH 715mM EDTA, 0,1 mg/ml RNase A

20% normal Schafserum 0,1 M Tris-HCI, pH 7,5 0MBaCl, 20 % Schafserum

Waschpuffer 2 mal 15 min in 0,1 M Tris-HCI, pH B35 M NaCl

Stopp-Puffer 10 mM Tris-HCI, pH 7,5, 1 mM EDTA

2.2 Proteinbiochemische Methoden

2.2.1 Herstellung von Gewebelysaten fiir Western Blot-Analysen

Es wurden verschiedene Rattengewebe (Herz, Lunge, Niere, G&lzrn, Testis, Nebenhoden)
sowie humane Gewebeproben von Hoden mit unterschiedlichen Spemes@@iorungen
verwendet. Die humanen Gewebe (ca. 30 mg) wurden in MEM-Mediumititeund direkt
weiterverarbeitet oder langerfristig bei -80°C in einemyoprotektivum gelagert. Die
Rattengewebe stammten aus Sprague Dawley RdRattué norvegicus.) der Firma Charles
River Inc. Die Gewebe wurden nach Entnahme unmittelbar isijéis Stickstoff schockgefroren
und bis zur Verwendung bei -80°C gelagert.

Zur Herstellung der Gewebelysate wurden pro 30 mg Gewebe 100 igpuffer zugegeben und
das Gewebe 3-mal fur je 10 sek auf Eis mit dem UltraTurrax hemsigrt. Die Lysate wurden
anschlieend fir 30 min bei 4°C auf einem Mischer inkubiert und Zgiteate durch
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Zentrifugation (30 min, 4°C, 13000 rpm) abgetrennt. Der klare Uberstardke abpippetiert und
in ein neues Reaktionsgefal3 Uberfuhrt. Zur Bestimmung des Prdtalitsgevurde deBioRad
Protein-Assayach Bradforceingesetzt. Die Lagerung der Lysate erfolgte bei -80°C.

Tabelle 2.16: Gewebelysispuffer

Reagenz Menge f.c.
Tris HCI, pH 7,8, 1M 5 ml 10 mM
EDTA, 0,5 M 100 pl 1mM
DTT, 1M 25 ul 0,5 mM
NaCl, 3M iml 50 mM
NP-40 0,2ml 0,4 %
NaDOC, 10% 1ml 0,2%
10 % SDS 200 pl 0,04 %
ddH20 ad 50 ml
pro 10 ml wurde 1 Protease-Inhibitor-Tablette zugipem

2.2.2In vitro-Translation

Die in vitro-Transkription und Translation erfolgte entsprechend den Hersiajja@ben mit dem
TNT®-T7 Quick Coupled Transcription, Translati@ystem(Promega) in einem Kaninchen-
Reticulozytenextrakt-Reaktions-Mastermix. Dieses System ma¥deeil, dass Transkription und
Translation gleichzeitig in einem Reaktionsgefal} stattfinDen.Reticulozyten-Mastermix enthalt
neben dem Reticulozytenextrakt, welcher alle fur die Transldtemdtigten makromolekularen
Komponenten enthalt (70S oder 80S-Ribosomen, tRNAs, Aminoacyl-tRNA Sys¢het
Inititations-, Elongations- und Terminations-Faktoren etc.) auch T7-Rblfmerase und
Nukleotide fur die Transkription der RNA sowie RNase Inhibitoramd dreie lonen. Als
Expressionsvektoren wurden die Plasmide pGBKT7 und pGADT7 verwendet. da digrde
cDNA der zu translatierenden Gewewnstreamdes T7 Promotors und einermycEpitop-
Sequenz (im Vektor pGBKT7) bzw. einer HA-Epitop-Sequenz (im VekBAIPT) einkloniert, so
dass mit Hilfe der T7-RNA-Polymerase Transkripte genevienden kénnen. Die transkribierte
MRNA aus pGBKT7-Plasmiden wird anschlieend in das kodierte PnotieéiN-terminalem c-
myc-Epitop-Tag translatiert bzw. die mRNA aus pGADT7-Plasmioh das codierte Protein mit
N-terminalem HA-Epitop-Tag. Die translatierten Proteine kénsenlber c-myc- oder HA-
Antikorper detektiert werden, ohne dass ein Protein-spezifischer Antik@epétigt wird.

Fir eine Reaktion wurden 40 pl des TnT Quick Mastermixes mit llasgmiRi-DNA und 1 pl 1
mM Methionin versetzt und der Ansatz mit nukleasefreiem Waagk 50 ul aufgefillt (siehe
Tabelle...). Diein vitro Translation erfolgte fiir 60-90 min bei 30°C. Zur Uberpriufungimieitro-
Translation wurden 5 pl des Ansatzes per SDS-PAGE aufgetremheina Membran geblottet und
die translatierten Proteine immunologisch mitnycmonoklonalem Antikdrper (BD Biosciences)
bzw.HA High Affinitymonoklonalem Antikérper (Roche) nachgewiesen.

Talle 2.17:in vitro Transkriptions/Translations-Ansatz
Reagenz Menge f.c.
Reticulozytenlysat 40 pl -
Methionin (1mM) 1l 0,02 mM
Plasmid-DNA X ul 1ug
ddH,0O, Nuclease frei ad 50 pl -

2.2.3 Proteinbestimmung nach Bradford

Die quantitative Bestimmung des Proteingehaltes in Lysaten unohg§geés wurde in Anlehnung an
die Proteinbestimmung von Bradford [Bradford, 1976] durch Extinktionsmessung-5@% nm
mit dem Ultrospec 3000UV/Visible Spectrophotometer, (Pharmacia Biotech) ermitielese
Methode beruht auf der Bindung des Triphenylmethan-Farbstoffes CoerBasisant-Blau G-
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250 an Proteine und der photometrischen Absorptionsmessung. Coomasiet@idia bildet in
saurer Losung mit den kationischen als auch mit den nichtpolarérgpippen Seitenketten der
Proteine Komplexe. In ungebundener Form hat der rotgefarbte Famistéfbsorptionsmaximum
bei 470 nm. Durch die Komplexbildung mit Proteinen wird der Farbstofseiner blauen,
unprotonierten, anionischen Sulfatform stabilisiert und das Absorptionsmaxiverschiebt sich
auf 595 nm. Die Zunahme der Absorption bei 595 nm ist ein Mal3 fir digrfkareentration der
Losung. Die Detektionsgrenze dieser Methode liegt bei 1-20 pgilimldie Messung wurde 1 pl
Probe in 99 ul TrissfEDTA-Puffer (10 mM Tris-Cl pH 7,5, 1ImM EDT¥grdinnt. Die kaufliche
Proteinassay-Stammlosung (BioRad) bestehend aus FarbstofioEthal Phosphorséaure wurde
1:5 verdunnt, und jeweils 1 ml zu den 100 ul der verdiinnten Probenlésung gddetied0 min
Inkubation bei RT wurde die Absorption bei 595 nm im Spektralphotometeregsen. Zur
Bestimmung der Proteinmenge diente eine bei jedem Versueltwsanggefuhrte Eichreihe aus
Rinderserumalbumin (BSA) im Bereich von 0 bis 20 pg BSA/ml.

2.2.4 Diskontinuierliche SDS-Polyacrylamidgel-Elektrophorese

Zur Auftrennung von Proteingemischen wurde die eindimensionalele@etphorese unter
denaturierenden Bedingungen nach Laemmli [1970] verwendet, beiatemn in Gegenwart von
0,1 % (w/v) SDS aufgrund ihres Molekulargewichts getrennt werdignHilfe des Detergenzes
SDS werden Tertiar- und Quartarstrukturen von Proteinen zewstdrtiesen entsprechend ihrer
Peptidkettenlange eine aquivalente negative Ladung ange(aget,4 g SDS pro g Protein), so
dass die Eigenladung der Proteine maskiert wird und anionischelléviizmit konstanter
Nettoladung pro Masseneinheit entstehen. Die einheitliche neghéidang ermdglicht die
Auftrennung der Proteine entsprechend ihrer molekularen MasselyacB/lamidgel in einem
elektrischen Feld. Die Laufstrecke der denaturierten Proimirigel ist von der Motilitat der SDS-
Protein-Komplexe in der Acrylamid-Matrix abhangig und proportional Zwogarithmus der
Proteinmasse. Eine Grdf3enanalyse/Quantifizierung der aerigéen Molekile erfolgt durch
Vergleich der mit im Gel aufgetragenen Standardproteine bekannter @Gtéfiklenge.

Verwendet wurde die diskontinuierliche SDS-PAGE, welche sichAmfirennung von Proteinen
mit Massen von 10-200 kDa eignet. In diesem Gelsystem werdePratieine in einem kurzen
Sammelgel mit gro3er Polyacrylamidporen-Weite bei pH 6,8 koneentrnd anschlie3end in
einem langeren Trenngel mit geringerer Porenweite bei pH 8,8teerigt. Zum Einsatz kamen
Polyacrylamid (PAA)-Gele mit einem 6 %igen Sammelgel und X @8 %igen Trenngel. Die
Zusammensetzung der SDS-PAGE-Gele sowie des SDS-Laufpusied in Tabelle 2.18
aufgelistet Nach Auspolymerisation wurde das Gel in der Elektrophoreseappéiratut, die
obere und untere Kammer mit SDS-Laufpuffer gefillt und die GeltaschetemRroben befillt.

Tabelle 2.18: Zusammensetzung eines 6 %igen Sammaky 12 % und 15 % Trenngels und des SDS-Laufpuffer

*Acrylamidldsung (30% Acrylamid, 0,8 % Bisacrylami8i7,5:1) rotiphorese® Gel 30

Zur Auftrennung Kleiner Proteine, wie Profilinen (14 kDa) aus kompl&@nebelysaten wurden
fertige 4-12 %ige NuPage®Novex Bis-Tris Gradientengele (lmyén) eingesetzt. Diese Gele

6 % Sammelgel (10 ml) Trenngel (10 ml) 10 x Laufpuffer

Reagenz Menge Reagenz 12% 15% Reagenz Menge
Acrylamidmix * 1,7 ml Acrylamidmix * 4ml 5ml Glcin 144qg
1M Tris, pH 6,8 1,25 ml 1,5 M Tris, pH 8,8 25m| 25ml Tris 309

10 % SDS 0,1 mi 10 % SDS 0,1m 0,1 ml SDS 10

10 % APS 0,1 ml 10 % APS 0,1 ml 0,1 m| gaH ad 1

TEMED 0,01 ml TEMED 4 ul 4 ul

ddH,0 6,8 ml ddHO 3,3 ml 2,3ml




Material & Methoden 36

weisen einen Gradienten ansteigender Polyacrylamidkonzentmtiomnd trennen einen viel
weiteren Bereich an Proteinen auf als uniforme Gele. DiePbanden werden dabei besonders
im niedermolekularen Bereich scharfer getrennt. Im Woteed zu Gelen mit einheitlicher
Polyacrylamidkonzentration werden Proteine im Gradientengel aemns¢0 und 200 kDA linear
aufgetrennt. Fur optimale Ergebnisse wurde die ElektrophoreseemitNUPAGE MES SDS-
Running Buffer (Invitrogen) durchgefthrt.

Die Proben wurden vor dem Auftragen auf das PAA-Gel im Verlsalirtd mit 3xProtein-Proben-
puffer versetzt und 5 min bei 95°C hitzedenaturiert. DithiothreitolMD3ewirkt eine Reduzierung
von Disulfidbriicken in den Polypeptiden. Es wurden jeweils 40-80 pg Pratet0450 ul
Volumen eingesetzt. Als GréfRenstandard wurde zusatzlich zdPeinproben ein Molekular-
gewichtsmarker mit auf das Gel aufgetragen. Die Auftrennun@adren erfolgte fur 2-4 Stunden
bei 90 Volt. Die Detektion der Proteine in den Polyacrylamiglyelrfolgte durch Coomassie Blau-
Farbung oder immunologisch durch Western-Blot-Analyse.

TabeRel9: 3 x SDS-Protein-Probenauftragspuffer

Reagenz reduzierend Nicht-
reduzierend
1 M Tris HCI, pH 6,8 200 pl 200 pl
20% SDS (w/v) 0,5 ml 0,5ml
1MDTT 0,5 ml -
0,5M EDTA 10 ul -
87% Glycerol 0,46 ml 0,46 ml
Bromphenolblau 30 pl 30 pl
ddH,O - 0,5 ml

2.2.4.1 Coomassie Blau-Farbung

Coomassie Brilliant Blau R-250 ist ein Farbstoff, der aldblafer Komplex unspezifisch an fast
alle Proteine bindet. Die Nachweisgrenze fiir die Farbung liegt imddeven 0,1-2 g Protein pro
Bande [Schrimpf, 2002].

Das PAA-Gel wurde nach beendeter Elektrophorese fir ca. 45 Minutenleiokdem Schiitteln
bei Raumtemperatur in Coomassie Blau-L6sung inkubiert. Die Farbeldsudg abgegossen und
das Gel mit Entfarberldsung (Destain) auf einem Schuttlé#érbit bis der Hintergrund des Gels
farblos und nur noch die angeféarbten Proteinbanden zu sehen waren. DazuleUEdéfarber-
l6sung mehrmals gewechselt. Die Dokumentation der Gele erfolgte mitagieikamera.

Tabefle20: Lésungen fir die Coomassie-Farbung

Reagenz Farber Destain
Essigséure 100 ml 100 ml
Methanol 500 ml 500 ml
Coomassie Brilliant Blue R-250 224g -
ddH,O ad 1| 400 ml

2.2.5 Western-Blotting

Durch Western-Blotting nach Towbet al [1979] wurden die gelelektrophoretisch aufgetrennten
Proteine Uber ein senkrecht zum Gel angelegtes elektris&hdsaus der Polyacrylamidmatrix
eluiert und auf eine Nitrocellulose- oder PVDF-Membran teesft. Bei diesem Vorgang wird
das an den Proteinen angelagerte SDS ausgewaschen, so d&staliee renaturieren und
teilweise ihre Sekundér- und Tertiarstruktur, nicht aber ihrert@struktur, wieder einnehmen.
Die transferierten Proteine kénnen dadurch von spezifischen Antikogrkannt und detektiert
werden [modifiziert nach Burnette, 1981]. Weil die Renaturierung nalgtandig ist, kénnen bei
Verwendung monoklonaler Antikorper, die spezifisch nur ein Epitop erkenrdoghd’robleme
auftreten.
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2.2.5.1 Gel-Blot: Elektrophoretischer Transfer im Semi-Dry- und TankBlot-Verfahren

Der Transfer der Proteine auf eine proteinbindende Membran flraasahlieRende Antikdrper-
Detektion erfolgte unmittelbar nach Abschluss der Gelelektropdoires Semi-Dry-Verfahren
[Khyse-Andersen, 1984] mit einem Semidry-TransfergeRigasus Modell ,SPhase GmbH).
Hierfir wurde wie in Abbildung 2.1 dargestellt auf der unteren tEdelenplatte (Kathode) des
Transfergeréates ein Sandwich aus Semi-Dry-Puffer-gewankiiterpapieren, Polyacrylamid-Gel,
Blotting-Membran und feuchten Filterpapieren luftblasenfrei auigiedach Auflegen der oberen
Elektrodenplatte (Anode) und des Schutzdeckels wurde der Blotonggxg fir 1,5 Stunden bei
1-1,2 mA/cm? Filterpapierflache durchgefiihrt. Kauflich erworbeneadgeFGele wurden teilweise
auch mit dem fur die Gele kompatiblXiCell 11 Blot-Modul (Invitrogen) im Tank-Blot-Verfahren
geblottet. Hierbei wurde nach Herstellerangaben ein Sandwiclrikerpapier, Proteingel und
Membran auf der Kathode aufgebaut, die Anode aufgesetzt und das kenhpdettil in einer
XCell Sure Lock™ Mini CellProteinkammer (Invitrogen) festgeklemmt und mit NuPAGE
Transferpuffer aufgefiillt. Der Blotting-Vorgang erfolgte fur tur@le bei 30 Volt. Als Blotting-
Membran wurde fir beide Verfahren Polyvinylidenfluorid (PVDFwendet. PVDF besitzt eine
sehr hohe Proteinbindekapazitat von bis zu 600 pg/cm? und ein gute /ISigeagrund-
Verhaltnis, vor allem bei Chemilumineszenz-Detektionssysterden.Verwendung wurde die
PVDF-Membran zur Aquibrilierung mit Methanol und Transferpuffer bern@0 Sek in MeOH, 5
min in ddH0, 5 min in Semi-Dry-Puffer).

Tabelle 2.21: Semi-Dry-Puffer | Anode |+
Reagenz | Menge ACH 1 E 5 3
Tris 581¢g 48 mM < \ E-2
Glycin 293¢ 39 mM : ‘
Kathod
Methanol | 200 mi 20% | Sl |
ddH,0 ad 1l Abb 2.1: Aufbau des Semi-Dry-Blottesl: Filterpapiere,

2: Polyacrylamid- Gel, 3: Nitrocellulose- od®/DF-Membran
2.2.5.2 Ponceau-S-Farbung
Die Effizienz des Blotting-Vorgangs wurde mittels der Ponegdtirbung [Salinovich und
Montelaro, 1968] kontrolliert. Ponceau-S farbt unspezifisch Prot@ilhesiner Nachweisgrenze
von 5-15 ng Protein pro mm2 an. Die Membran wurde in Ponceau-S-Losur(g/f@,onceau-S
in 3 % Trichloressigséaure) angefarbt und anschlielend miQieHtfarbt, bis der Hintergrund der
Membran farblos war und nur noch die Proteinbanden rot erschienen. TMacknen der
Membran wurden die Positionen der Markerproteine mit eindeistBt markiert, da die
Markerproteine beim Antikbrpernachweis nicht mehr sichtbar ghtnaerden kénnen, und der
Blot wieder in TBS-Puffer vollstandig entfarbt.

2.2.5.3 Immunologische Entwicklung der Membranen

Die eigentliche Nachweisreaktion der transferierten Proteufedar Membran erfolgte durch
spezifische Antikdrperbindung. Vor Beginn der Antikdrper-Nachweisreaktiurde die Membran
fur eine Stunde bei RT oder tUber Nacht bei 4°C abgesattigteDRBIscken sollte Uberschiissige
Proteinbindestellen der Membran saturieren und eine unspezifiscitngi der Antikorper
verhindern. Das Blockingreagenz wurde in TBS-T (10 mM Tris, 137 N&CI, 0,1 % (v/v)
Tween20) verdunnt und je nach Detektionsmethode gewahlt: 1% C@deistern Blocking
Reagent, Boehringer Mannheim) bei Verwendung von fluoreszenzmarkigweitantikrpern
oder 5 % Trockenmilchpulver (ECL-Blocking Agent) bei Verwendung dés-Elus-Systems.
Durch die Blocking-Prozedur kénnen in seltenen Fallen schwach gebupdge@e abgeldst und
durch das Blockingreagenz ersetzt werden [Hoffmann & Jump, 1986naimfiet al, 1991]. Um
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dies zu verhindern, wurden die Membranen vor dem Abséttigen vollgtgetiocknet, was vor
allem bei PVDF-Membranen den Verlust an geblotteten Proteimebis zu 50% reduzieren soll
[Harlow & Lane, 1988]. Getrocknete PVDF-Membranen wurden vor dem #desdtwieder mit
Methanol rehydratisiert. Im Anschluss an das Blocken wurde dieldvéanB-mal fir 15 min mit
TBS-T gewaschen, um ungebundenes Protein zu entfernen. Nach dertigébstdigte als
eigentliche Nachweisreaktion die Bindung des priméren AntikOgretsansferierte Proteine. Der
primare Antikdrper wurde entsprechend den Angaben in Tabelle 2 2BS-T mit 0,5 % (w/v)
Blockingreagent verdiinnt. Die Inkubation auf der Membran erfolgteenrReégel iber Nacht bei
4°C. Nach Entfernen der Primar-Antikérperlosung wurde die Membmareinem Liter TBS-T
gewaschen, um ungebundene Antikérper zu entfernen und anschlieRend fir 1 Stterde
Schwenken in Sekundar-Antikorperlésung inkubiert, so dass ein Proteinkbrveti-
2.Antikorper-Komplex entsteht. Zur indirekten Visualisierung der Binduagen die Sekundar-
Antikoérper eine Fluorophor- (Cy5) oder Peroxidase (HRP)-Markierungh Neehandlung mit
Zweit-Antikorper wurde ungebundener Antikdrper mit 1 Liter TBS alagehen und es erfolgte
die Visualisierung.

Tabelle 2.22: Primére Antikorper fir den Immunonachweis im Western Blot

Antikdrper Spezifitat Host Verdiinnung Firma/Referenz
Anti-mPFN2aAS361 mProfilin2a: + Kaninchen 1:10000 M. Rothkegel, TU
AYSMAKYLRDSGF Braunschweig
Anti Profilin [l Profilin 3: + Kaninchenl, 1:700 Obermanet al.,
EVGVLTGPDRHTFL | d120, d135 2005
Anti-Profilin IV Profilin4: + Meerschwein, 1:500 Obermanet al.,
REGLYFKEKDYKC d120,d135 2005
VRADDYSLYAK
Polyclonal Profilin-Antibody Profilin 1: + Kanincime 1:1000 Novus
Salazaet al, 1999
Monoclonal Anti- -Tubulin, -Tubulin Maus 1:500 Sigma
Clone DM 1A Bloseet al, 1984
Anti-VASP antiserum M4 Human, Maus, Kaninchen 1:1500 - 1:3000 Reinhatdal.,
(immunoGlobe) Ratte VASP 1995
c-Myc Monoclonal Antibody c-Myc-Peptid Maus 1:50a:4000 BDBiosiences
Evanet al, 1985
Anti-HA High Affinity monoclonal HA-Peptid Ratte 1:1000 Roche
antibody (clone 3F10) Wilson et al, 1984
Monoclonal Anti -Smooth Muscle -Aktin Maus 1:500-1:1000 SIGMA/
Actin Clone 1A4 Skalliet al, 1986
Anti-Actin (Ab-1) Mouse mAB Aktin — - .- Maus 1:5000-1:20000 Calbiochem
(JLA20) Thomaset al, 2000
Tabelle 2.23: Sekundére Antikorper
Antikorper Spezifitat Host Verdiinnung Firma
Peroxidase-conjugated AffiniPure Kaninchen IgG Ziege 1:1000 Jackson
Fc-Fragment Goat Anti-Rabbit 19G ImmunoResearch
Peroxidase-conjugated AffiniPure Maus-1gG Kaninchen 1:1000 Jackson
Rabbit Anti-Mouse 1gG (H+L) ImmunoResearch
Peroxidase-conjugated AffiniPure Ratte IgG Kaninchen 1:1000 Jackson
Rabbit Anti-Rat 19G (H+L) ImmunoResearch
Anti-Rabbit 1IgG (whole molecule) Kaninchen 1gG Ziege 1:1000 Sigma
Peroxidae conjugated
Anti-Guinea pig 1gG (whole Meerschwein 1gG Ziege 1:1000 Sigma
molecule) peroxidase conjugated
Cy5-conjugated AffiniPure Goat Kaninchen IgG Ziege 1:1000 Jackson
Anti-Rabbit 19G (H+L) ImmunoResearch
Cy5-conjugated AffiniPure Donkey Meerschwein IgG Esel 1:1000 Jackson
Anti-Guinea-PiglgG ImmunoResearch
Cy5-conjugated AffiniPure Goat Kaninchen 1gG Ziege 1:1000 Jackson
Anti-Rabbit 1IgG (H+L) ImmunoResearch
Cy5-conjugated AffiniPure Goat Ratte IgG Ziege 1:1000 Jackson
Anti-Rat IgG (H+L) ImmunoResearch
Cy5-conjugated AffiniPure Goat Maus IgG Ziege 1:1000 Jackson
Anti-Mouse IgG (H+L) ImmunoResearch
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2.2.5.4 Visualisierung der immunologisch markierten Proteinbanden

Cy5-markierte Antikdrper-Komplexe auf der Membran wurden direkt sem Fluoroimager
Storm™860 (Molecular Dynamics) detektiert. Hierfur wurde Uber 8iteuerungs-Software
Scanner control 5.@ie Funktion RedFluorescence gewahlt und 200 Micron (200 Datenpunkte /
cm) als Parameter fur die Pixelgrof3e und 1000 PMT Voltagelndédssitat eingestellt. Der
Fluoreszenzfarbstoff Cy5 hat eine maximale Excitation bei 650 nm und Emiss®fOan.

Der Nachweis Peroxidase-konjugierter Antikorper auf den Westearts-Bifolgte mit dentECL-
Plus Western-Blotting-Detection-Reagel@E Healthcare) in einer immunochemischen Reaktion.
Hierzu wurden die Lésungen A und B in einem Verhaltnis von 40:1 ventisw 3-5 Minuten
unter leichtem schwenken bei RT auf der Membran inkubiert. DiexPlase oxidiert das in der
Detektionslésung enthaltene Substrat und produziert dabei ein Qlweskzenz-Signal mit einer
maximalen Excitation bei 430 nm und Emission bei 503 nm. Dieses Signhalekonntdem
Storm™860 Fluoroimager unter der FunktionseinstellBhgeFluorescencenit 200 Micron und
1000 PMT Voltage eingesannt und detektiert werden. Die eingescagatedateien wurden mit
dem Programm Image Quant Version 5.0 getffnet und bearbeitet. Diestest&Signalen (,,high®-
Wert) wurde Schwarz und den schwachsten Signalen (,low“-Weeif3\ugeordnet, so dass ein
Graustufenbild entsteht. Die Bilddateien wurden anschlieend in ,tif‘i@ak@nvertiert.

2.2.6 Immunozytochemie

Die Immunozytochemie ist eine etablierte Standardmethode parifischen Nachweis von
Proteinen in einzelnen Zellen, Zellkulturen und Geweben [Coons &aKafAlB50; Coonst al,
1955]. In dieser Arbeit wurde die Methode fir Lokalisationsstudien dstistexprimierten
Profiline 11l und 1V, so wie zu Co-Lokalisationsstudien mit andererrifipehen Proteinen auf
Ratten- und humanen Keimzell-Cytospin-Préaparaten genutzt, um seisénauf physiologische
Zusammenhéange und Funktionen der Profiline zu erhalten. Die Methatisitdsin drei Schritte
gliedern: Die Vorbehandlung der Préaparate, die Inkubation mit spedmin Antikdrpern und die
Detektion der entstandenen Antigen-Antikdrper-Komplexe. Die DetektenProteine erfolgte
mittels fluoreszenzmarkierten Antikorpern und konfokaler Lasermikroskopie.

2.2.6.1 Gewinnung von Ratten-Keimzellen

Fur die Gewinnung von Ratten-Keimzellen wurde frisches Hodengewetmmlicher Sprague
Dawley-Ratten Rattus norvegicug.) der Firma Charles River Inc. verwendet. Alle Tiere waren
geschlechtsreif und zwischen sieben und acht Monaten alt. Nach détehiere durch C®
Asphyxation wurden beide Hoden entnommen und in 32°C warmes PBS UbeNach
vorsichtiger Entfernung der Kapsel wurden die Hoden in einemekidPetrischalchen mit 5-10 ml
PBS mit einer spitzen Schere zerschnitten. Dabei quelleKalazellen aus dem Testisgewebe
heraus und sedimentieren zu Boden. GroRere Gewebestiickchen wurden laisidg entfernt
und die verbleibende Keimzellsuspension zur Herstellung von Cytospin-Préapaviendet.

2.2.6.2 Gewinnung von humanen Keimzellen

Zur Herstellung von humanen Keimzellpraparaten wurden humane b8pmeben mit
vollstandiger Spermatogenese verwendet, da diese im Gegewns&mkulaten alle Keimzell-
stadien und Entwicklungsstufen (Spermatogonien, Spermatozyten, Sdemmaind reife
Spermien) beinhalten. Die Biopsien wurden nach der OP-Entnaimeld th MEM-Medium
Uberfuhrt. Im Labor erfolgte dann zur Herstellung einer Keiraasflension die mechanische
Zerkleinerung des Gewebestiickes durch Zerschneiden in 2 ml MEMer@Bihdegewebsstlicke
wurden entfernt und die Keimzellsuspension zur Herstellung von Cytospin-Prapaatendet.
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2.2.6.3 Herstellung von Paraformaldehyd-fixierten Cytospin-Praparaten

Zur optimalen Erhaltung der morphologischen Strukturen erfolgte diestélang von
Keimzellpraparaten durch Cytospin-Zentrifugation und Paraformaldeixyekung. Fir die
Zentrifugation wurden Cytofunnel-Kammern zusammen mit einenerFgtuf Poly-L-Lysin-
beschichtete Objekttrager gespannt und pro Kammer mit 10-50imk&ksuspension und PBS ad
90 ul beflllt. Zur Fixierung der Zellen wurde anschlie3end Fixierlogi6do Paraformaldehyd,
12 % Sucrose) im Verhaltnis 1:4 zugefligt, so dass eine Endkonzmntvath 4 % Paraform-
aldehyd und 3 % Sucrose erreicht wurde. Durch Zentrifugation der Kamfiire4 min bei 800
rpm im MediumModus in der Cytospin3 wurden die Zellen auf den Objekttrager traarsfém
Anschluss an die Zentrifugation wurden die Objekttrager fur 5-10 uiftietrocknet und entweder
direkt weiter verarbeitet oder bis zur Fluoreszenzfarbung bei -20°C aufltewahr

2.2.6.4 Indirekte Immunfluoreszenz: Detektion der Proteine durch Atikérper

Vor Beginn der immunologischen Markierung mit Antikérpern wurden dieospyh-Praparate
dreimal fur je 10 Minuten in PBS rehydriert. AnschlieRend erfodge Inkubation fir 30 min in
5% Normal Goat Serum(NGS)/PBS bei Raumtemperatur, um unspezifische Antikérper-
Bindungsstellen durch einen Uberschuss mit NGS zu blockieren. Watiesel Zeit wurden
Verdinnungen der priméren Antikorper in 2 % NGS/PBS angesetzt. Inl@&b24 sind die
verwendeten Antikdrper und die eingesetzten Verdinnungen aufgelistahkiition mit dem
Erstantikorper erfolgte Gber Nacht bei 4 °C in einer feuchten KenmNach dreimaligem Waschen
in PBS fur je 10 min wurden die Praparate mit dem fluoreszekmm@n sekundéaren Antikdrper
(2:100 in PBS mit 2 % NGS) fur 60 min bei Raumtemperatur in dinobtundurchléassigen
Kammer inkubiert. Bei einer Doppel-immunfluoreszenz wiederholtendsecheiden Inkubationen
mit weiteren Erst- und Zweit-Antikdrpern. Fur eine gleichzeitfigarkierung von Zellstrukturen
wurde der Zweitantikbrperlosung DAPI, PNA oder Phalloidin zugésém Anschluss an die
Antikorpermarkierung folgten drei Waschschritte mit PBS fir je mid, um ungebundene
Antikorper von den Praparaten zu waschen. Die Praparate wurdemonoribunt G eingedeckt
um das Ausbleichen zu reduzieren und am Laser-konfokalen Mikroskop ausgewertet.

Tabelle 2.24: Erstantikérper fir die Immunozytochemie; genauere Angaben zu den Antikdrpern finden sichabelle 2.22

Antikorper Spezifitat Host Verdiinnung

Anti PEN3 Profilin 111 Kaninchen 2 1:500

Anti PFN4 Profilin IV Kaninchen 1 1:500
Monoclonal Anti- -Tubulin, Clone DM 1A -Tubulin Maus 1:200

Tabelle 2.25: Fluoreszenzmarkierte Zweit-Antikdrperfir die Immunozytochemie
Es wurden jeweils Cyanin-markierte (Cy) Zweitantip@ aus Ziege verwendet, die Spezies-spezifischergeden
Erstantikérper gerichtet sind. Alle Cy-Zweitantigér stammen von der Firma Jackson Immuno Research.

Zweit-Antikorper Verdinnung Anregungs- Emissions- Farbe
maximum (nm) maximum (nm)
Cy2 (Carbocyanin)-markierte AK 1:100 492 508 Grin
Cy3 (Indocarbocyanin)-markierte AK 1:100 550 570 tRo

2.2.6.5 Fluoreszenzfarbung von Zellkern und Akrosom
Fur eine Analyse der Morphologie und zur besseren DifferenzierungZeliypen wurden
Zellkerne und Akrosomen sowie Aktinstrukturen der Keimzellen mitofdszenzfarbstoffen
markiert. Fur die Kernfarbung wurde der klassische DNA-FarbdbAP| verwendet, der

bevorzugt in der

kleinen Furche von dsDNA bindet

[Tanioes al.,

1992].

Die

Akrosomenmarkierung erfolgte mit Hilfe eines Alexa FRE&@8-fluoreszenzmarkierten Lektins
(Peanut agglutininPNA), das spezifisch an termin&leGalaktosereste im Akrosom von Spermien
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bindet [Szaszet al, 2000]. Fir die F-Aktin-Markierung kam der Farbstoff Alexa-Flisd6-
Phalloidin zum Einsatz. Phalloidin gehért zu den Phallotoxinen und kstdigtiometrisch an F-
Aktinfilamente. Es zeigt kaum unspezifische Bindungen [Faulgtichl., 1988]. Die Anregungs-
und Emissionsmaxima der Fluoreszenzfarbstoffe sind in Tabelle 2iffeliatet. Fur die
Fluoreszenzfarbung wurden die Cytospin-Préaparate 3 mal fur 10 MinuteBS rehydriert und
anschlie3end in einer feuchten Kammer fur 30 min mit den Fluoreazbsizffen inkubiert. Bei
Cytospin-Praparaten, die bereits mit einem Erstantikbrper bedbandeden, erfolgte die
Inkubation zusammen mit dem Zweitantikdrper fir 1 h bei RT. Die Faerefarbstoffe wurden
in folgenden Verdinnungen in PBS mit 1 mM?Cand 0,5 mM M§" angesetzt: PNA 10 pg/ml,
DAPI 1 pg/ml und Phalloidin 20 U/ml. Im Anschluss an die Farbuagden die Praparate dreimal
fur 10 min in PBS gewaschen und mit Fluoromount G eingebettet.

Tabelle 2.26: Fluoreszenzfarbstoffe fur die Immunogtochemie

Fluoreszenzfarbstoff Spezifitat Anregungs- Emissions- Farbe
maximum (nm) maximum (nm)

DAPI Zellkern/dsDNA 355 450 Blau

Alexa FluoP568-PNA Akrosom 570 605 Rot

Alexa-FluoP546-Phalloidin F-Aktin 546 573 Rot

2.2.6.6 Laser-konfokale Mikroskopie

Die Auswertung der fluoreszenzmarkierten Cytospin-Prapardtdgter mit dem konfokalen
LasermikroskopTCS SLvon Leica mit einem inversen Leica DM-IRE2-Stativ, das aiiter
Quecksilber-Dampflampe (Osram), einem Argon Laser 458 nm, 488 nm, 514 nm) und einem
He-Ne-Laser ( = 543 nm) ausgestattet ist. Auf dem Stativ ist der Scankopfienprder einen
Lichtleiter, Linsen, FluoreszenZzfilter, dichroische Spiegel,iZN®tomultiplier (Detektor) sowie
die Scanvorrichtung enthalt. Die Laser dienen als Quelle fir rhoomatisches Anregungslicht.
Der punktférmige Laser-Lichtstrahl wird durch den Lichtleiter ribmen dichroischen Spiegel
(transparent fur das Anregungslicht und reflektierend fiir dasienatt_icht) in das Objektiv
geleitet und auf einen Punkt auf das Praparat fokussiert. Dadingtmur wenig Farbstoff tGber
und unter der Fokusebene angeregt, und in lateraler Ebene findet quiesingaAnregung statt.
Die entstehenden emittierten Fluoreszenzsignale kehren ausenvétiVeg durch das Objektiv auf
den dichroischen Spiegel zuriick. Dieser leitet sie Uber ein @gystem zur Detektorlochblende
deren Breite die Schichtdicke der Konfokalebene bestimmt und aliReder Fokusebene
entstammendes Fluoreszenzlicht abschirmt. Die Fluoreszenzsigeaden letztlich durch ein
Filtersystem von den Photomultipliern detektiert, an einechgeschalteten Computer weiter-
gegeben und als erstes Pixel einer Graphik gespeichert. Dimaisithe Rastereinrichtung des
Mikroskops richtet dann den Strahlengang des Lasers auf einerhbarian Punkt in der Fokus-
ebene (x-Achse) und speichert ein weiteres Bildelement. Rster§ verfahrt so weiter, bis die
erste Zeile des Bildes, 512 Pixel, detektiert ist und springt dadie zweite Zeile (y-Achse). Auf
diese Weise wird ein komplettes Bild der Fluoreszenzintensitat aus deebekasrstellt.

Die Ansteuerung der Filter, Spiegel, Scanvorrichtung und der lszseie die Auswertung der
detektierten Fluoreszenzsignale erfolgten mit der zum Syggehvrigen Steuerungs- und
Auswertungs-Softward_eica Confocal SoftwareDie Auswertung der fluoreszenzmarkierten
Praparate erfolgte unter standardisierten Bedingungen und Einstelldes Mikroskops mit
einem 40er Objektiv bei Raumtemperatur.
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2.3 DasYeast Two-HybridSystem — Arbeiten mitSaccharomyces cerevisiae

DasYeast Two-HybrieBystem (Y2H) ermdglicht ein@ vivo Identifizierung von Protein-Protein-
Wechselwirkungen in einem eukaryotischen Zellsystem [Fieldso8gS1989, Sherman, 1998].
Das Y2H-System wurde in dieser Arbeit zum einen zum MusternciadA-Bibliotheken nach
Interaktionspartern flir den HE6-Rezeptor sowie Profilin 1l undfilRrolV genutzt und zum
anderen zum Nachweis von Interaktionen zwischen zwei Proteineng sawi Kartierung
interagierender Domanen in Proteinen. Verwendet wurdeGi#d4 Matchmaker Two-Hybrid
System 3 von Clontech, welches die DNA-bindende-Domane (DNA-BD) und die
transkriptionsaktivierende Domanen (AD) des Gal4-Transkriptiatwf® aus der Hefe
Saccharomyces cerevisiaitzt. Diese beiden Doménen bildenvivo eine zusammenhéngende
Polypeptidkette und ergeben den funktionsfahigen Hefe-Transkriptionsfaktdyr der definierte
UAS (upstream_ativating ®quences erkennt und die damit assoziierten Reportergene durch
Rekrutierung der RNA-Polymerase aktiviert. Fir das Y2H-Systemden diese beiden Doméanen
getrennt und auf unterschiedlichen Plasmiden mit unterschiedli8klektionsmarkern mit den zu
untersuchenden Proteinen als Fusionsproteii® gerevisia@xprimiert. Hierzu wurden die Hefe-
Expressionsvektoren pGBKT7 und pGADT7/pGADT7rec verwendet. Fusionsproteit der
Gal4-DNA-BD werden im Folgenden aBait bezeichnet, Fusionsproteine mit der GAL4-AD als
Prey. Da die funktionellen Eigenschaften des Gal4-Transkriptionsfaktomsider physikalischen
Trennung der beiden Doménen erhalten bleiben [Ma & Ptahne 1988], lassérteraktionen von
Bait und Prey Uber die Rekonstitution eines chiméaren, funktionellen Gal4-Transkrgitiktors
durch enge raumliche Assoziation nachweisen [Fields & Sternglanz]. 1I98tektiert werden
Protein-Protein-Interaktionen imlatchmaker Two-Hybrid Systemi®er die die transkriptionelle
Aktivierung der ReportergendlS3 ADE2 undlacZ.

2.3.1 Hefestdmme und Plasmide dégdatchmaker Two-HybridSystems

2.3.1.1 Hefestamme und Wachstumsbedingungen

Das Y2H-System arbeitet in der He®accharomyces cerevisiaBie Expression von Proteinen
Uber Plasmide ist ahnlich einfach wie in Bakterien, jedocldast Hefe-Expressionssystem dem
hdherer Eukaryonten soweit ahnlich, dass auch aus Sauger-Genen funkRooigliee mit post-
translationalen Modifizierungen gebildet werden. Verwendet wurdevoiliegender Arbeit die
Hefestdmme ScerevisiaeAH109 und Y187 aus deMatchmaker Two-Hybd Systen8 der Firma
Clontech. Die Genotypen und Phanotypen der Hefestamme sind in den falg€alellen
aufgelistet. Beide Stamme sind auxotroph fir Tryptophan, Leucin, His#dienin und Uracil.
Die Leucin- und Tryptophan-Auxotrophien kdonnen durch entsprechende plasmitikc@eme
(LEU2 auf pGBKT7,TRP1auf pGADT7) komplementiert werden und dienen zur Selektion der
positiven Transformanten. Die Geh#S3 ADEZ2 und lacZ stehen unter Kontrolle des GAL1-,
GALZ2 oder MEL1-Promotors (3 verschiedene Promotoren zur Vermeidung falsch grosione),
die durch den in den Hefen deletierten GAL4-Transkriptionsfaktor extjuierden. Diese Gene
dienen im Y2H als Reporter der Transkription und somit als Selektamkemfur Protein-Protein-
Interaktion, bei der ein aktiver Gal4-Transkriptionsfaktor rekanstit wird. Ein fir das Y2H-
System ebenfalls wichtiger Faktor sind die unterschiedlidflatingtypen der beiden haploiden
Hefestamme (AH109 = Mata, Y187 = Matdie die Fusion zu einer diploiden Zelle initiieren.
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Tabelle 2.27: Genotypen der Hefestdmme AH109 und 81

S.cerevisiag| Genotyp Reportergen | Transormations- | Referenz
Promotor Marker

Mata, , ura3-52, his3-200, ade2-101, lys2-801,-891 | HIS3/GAL1 Trpl Harperet

AH109 leu2-3, 112, gal4, gal80 , cyh2, LYS2::GALL yas- | ADE2/GAL2 Leu2 al., 1993;
HIS3rata-HIS3, MEL1 URA3::GALLas-GAll ara-lacZ | lacZ/MEL1 cyh'2

Mat , ura3-52, his3-200, ade2-101, trp1-901, leu2-2, 11 Trpl Harperet

Y187 gald , met, gal80 , URAS : : GALljas-Gallrara-lacZ, | lacZ/GALL Leu2 al., 1993

MEL1

Tabelle 2.28: Phénotypen der Hefestimme AH109 wund 187. SD: synthetisches Minimalmedium, -

Ade/Met/Trp/Leu/His:/Ura: ohne Adenin/Methionin/Ttpphan/Leucin/Histidin,/Uracil, YPDA: Hefevollmedn

S.cerevisiaeStamm SD/-Ade SD/-Met SD/-Trp SD/-Leu SD/-His SD/-Ura YPDA
AH109 - + - - - + +
Y187 - - - - - + +

2.3.1.2 Hefevektoren

Zur Herstellung von Fusionsproteinen mit der Gal4-AD bzw. -DNA-BDrden die Hefe-
Expressionsvektoren pGBKT7 und pGADT7/pGADT7-Rec aus deaW Matchmaker Two
Hybrid System 3Clontech) verwendet. In Tabelle 2.29 sind die kodierten Gal4-Domanen und
Selektionsmarker der Plasmide aufgelistet. Die Vektoren pGADKd pGADT7-Rec
unterscheiden sich lediglich in der MCS. pGBKT7 und pGADT7 enthalterKlonierung von
cDNA-Inserts eine MCS mit verschiedenen Restriktionsschelltst von denen zur Klonierung
standardméaliig die Restriktionsschnittstellen EcoRI, BamHI, Ndet Bdd genutzt wurden.
pPpGADT7-Rec besitzt lediglich die Schnittstellen EcoRI und BamElifligt jedoch zuséatzlich tber
SMART IlI- und CDS IlI-Sequenzen zum Einbringen von Inserts durch horadRaikombination
(siehe Abb. 2.2). Als Kontrollvektoren wurden pGBKT7-53 und pGADT7-T eedet, die das
Protein p53 als Fusion mit der Gal4-DNA-BD bzw. dasge T-Antigerals Fusion mit der Gal4-
AD exprimierten. Diese beiden Proteine sind dafir bekannt, dassuskeim Y2H sehr stark
interagieren [Li & Fields, 1993, lwabuchkt al, 1993]. Die verwendeten Vektoren besitzen eine
E.coli-ori, so dass die Plasmide zur weiteren Analyse in Bakterienifemepl werden konnen.
Zudem verfligen sie Uber einen T7-RNA-Polymerase Promotor andTéb-Startcodon, so dass
durchin vitro-Translation Transkripte generiert und diese anschliel3end transharelén konnen.

Tabelle 2.29: Hefe-Expressionsvektoren

Vektor GroRRe Beschreibung Epitop Hefe Bakterien-
Selektionsmarker | Selektionsmarker
pGBKT7 7,3 kb | exprimiert Gal4.147DNA-BD- c-myc TRP1 Kanamycin
Fusionsproteine (Bait)
pGADT7 8 kb Exprimiert GAL4¢g.gs1).AD- HA LEU2 Ampicillin
Fusionsproteine (Prey)
pGADT7-Rec 8 kb GAL4 765.831)AD, wie pGADT7 HA LEU2 Ampicillin
pGBKT-53 8,3 kb | exprimiert p53 mit Gal4-DNA-BD c-myc TRP1 a@mycin
pGADT7-T 10 kb | exprimiert SV40 large T-Antigen HA LEU2 Ampicillin
mit Gal4-AD
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Abb. 2.2: Die Hefevektoren pGBKT7, pGADT7 und pGADT/-Rec. MCS: multiple cloning site Kan: Kanamycin-
Resistenz-Gen, Amp: Ampicillin-Resistenz-GenpR: S.cerevisiaeAlkohol Dehydrogenase Promotoraph;: S.cerevisiae
ADH1 Terminator, TRP1: Tryptophan-Reportergen, Ldigicin-Reportergen,f. T7-RNA-Polymerase Promotor, pUC ori:
Plasmid-Replikations Origin, 2 ori: Hefe Replikats-Origin
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2.3.1.3 Anzucht von Hefen und Hefe-Nahrmedien

Die S. cerevisia&stammewurden nach etablierten Protokollen [Guthrie und Fink, 1991; Sambrook
et al, 1989] und Empfehlungen dé&&ast Protocols HandboolClontech, Heidelberg, 2001]
kultiviert. Die Anzucht der untransformierten Hefestamme AH109 ub87Yerfolgte auf YPDA-
Vollmedium-Platten (siehe Tabelle 2.30). Um transformiertefezédlen auf Auxotrophie-Marker
zu selektieren, wurden je nach Bedarf verschiedene Selektiondmadgn verwendet. Als Basis
fur jedes Selektionsmedium diente ein synthetisches Minimalme@D-Medium, Tabelle 2.31),
das die erforderlichen Kohlenstoff- und Stickstoffquellen berdiesteDurch Zugabe eines
Gemisches essentieller Aminosduren, Purin- und PyrimidinbasenZ(iS&ze,dropout; siehe
Tabelle 2.33), in dem jeweils auf die Komponenten verzichtet wardederen Synthese durch die
verwendeten Auxotrophie-Marker selektiert werden sollte, wurdeM#asum den erforderlichen
Selektionsbedingungen angepasst. Die Anzucht der Hefestimme diifolgjte@ Tage bei 30°C auf
festen Agarnahrboden mit 2% (w/v) Agar oder Uber Nacht bei 30°C undp2®0n flissigem
Medium.

Tabelle 2.30: YPDA-Vollmedium.

* YPD-Medium enthélt Peptone, Yeast-Extrakt, Bese und Glucose Tabelle 2.32: AS-Konz. in SD-Medium
Reagenz Menge Aminosaure f.c. in SD-Medien
YPD-Medium* (Clontech) 50 g L-Tryptophan 20 mg/l
0,2 % Adeninhemisulfat 15 ml L-Leucin 100 mg/l
Agar 209 L-Histidin 20 mg/I
in 985 ml ddHO l6sen und pH auf 6,5 einstellen L-Adenin 20 mgl/l
15 min bei 121°C autoklavieren L-Arginin 20 mg/l
) o ) ) L-Isoleucin 30 mg/l
Tabelle 2.31: Synthetisches Minimalmedium (SD-M#um). L-Lysin 30 mgll
#YNB (Yeast Nitrogen Bajést eine Nahrstoffmischung aus Salzen, Vitamine [-Mathioni
- . . L ethionin 20 mg/l
und Spurenelementen, enthalt aber keine C-Quetlekeine Aminoséuren T Phenvialan 50 ma/i
Reagenz Menge enyla gnln mg
Yeast Nitrogen Basghne Aminoséauren 6,79 L-Threomn 200 mg/l
10 x DO-L6sung (siehe Tabelle 2.33) 100 ml L-Tyrosin 30 mg/l
den pH mit 10M NaOH auf 5,8 einstellen Uracil 20 mg/l
Agar (fur feste Medien) | 20 g L-Valin 150 mg/l
20 min bei 121°C autoklavieren; auf 55°C abkilhbssén
40 % Glucose | 50 ml
Glucose nach Abkuhlen hinzufiigen und Platten gie3en

Tabelle 2.33: 10 x DO-L6sungen fur SD-Selektionsmésh

10 x DO-Ldsungen enthalten alle essentiellen Anmdoo=n und Nucleoside, aulier derjenigen AS, aufnd&ynthese
selektiert werden soll. Zur Herstellung der 10 x -D&sungen wurde die 10fach angegebene Menge DOlS&uppt
(Clontech) in 1 | HO eingewogen, verrihrt und 15 min bei 121°C auto&la Die Lagerung erfolgte bei 4°C. Da Clontech
kein LTA-DO-Supplement bietet, wurde zur Herstefjwon 10 x DO-LTA 10 x DO-LTHA mit 10 xHis supplemigert.

Name SD-Medium Name Dropout Fehlende Aminoséure
SD/-L 10xDO-L L-Tryptophan
SD/-T 10xDO-T L-Leucin
SD/-LT 10xDO-LT L-Tryptophan, L-Leucin
SD/-LTH 10xDO-LTH L-Tryptophan, L-Leucin, L-Histidi
SD/-LTA 10xDO-LTA L-Tryptophan, L-Leucin, L-Adenin
SD/-LTHA 10xDO-LTHA L-Tryptophan, L-Leucin, L-Histiin, L-Adenin

2.3.1.4 Anlegen von Glycerol-Stocks

Die langfristige Lagerung der Hefezellen erfolgte mit 25 ®c&ol bei -80°C. Fur die
untransformierten Hefestamme AH109 und Y187 wurde ein YPDA-Gly¢aeahisch verwendet.
Transformierte Hefezellen wurden in SD-Selektionsmedium nijic&Bol gelagert, um den
selektiven Druck auf das Plasmid aufrechtzuerhalten. Zum Anlege®lyleerolstocks wurde eine
frische Hefekolonie mit einer sterilen Impfése von einer @latithommen, in 400 pl Medium
uberfuhrt und durch kraftiges Vortexen resuspendiert. Nach Zugabe von 800%Glyerol und
grandlichem Vermengen wurden die Stocks bei -80°C gelagert.
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2.3.2 Detektion von Interaktionspartnern imYeast Two-HybridSystem

Das MATCHMAKER Two-Hybrid Systeron Clontech erlaubt die Isolierung von cDNAs, die
potentielle Interaktionspartner eines speziellen Proteins reodi®ie Detektion nach potentiellen
Interaktionspartner erfolgte dabei durch Mating des Mat a-kefess AH109 welcher dd3ait-
Protein mit der Gal4-DNA-BD enthielt, mit dem vortransformeartMat -Hefestamm Y187,
welcherPrey-Proteine aus einer cONA-Bibliothek als Fusion mit der Gal4ehihielt. Die beiden
Hefestimme mit unterschiedlichen Mating-TypéMATa,MAT ) verschmelzen zu einem
diploiden Hefestamm mit den Eigenschaften beider Stamme. dreeza Bait und Prey in der
diploiden Zelle, so kommt es zur Rekonstitution eines funktionelldd-Ganskriptionsfaktors
und zur Expression der Reportergene.

2.3.2.1 Konstruktion der Bait-Plasmide

Um dasY2H-System zur Suche nach potentiellen InteraktionspartreiiEiRezeptors, Profilin
[l und Profilin IV zu nutzen, mussten die zu untersuchenden Proteirtaisilsnsproteine mit der
Gal4-DNA-BD (Baits) im Hefestamm AH109 exprimiert werden. Fur die Konstruktion Bbat-
Plasmide wurden die gewilnschten Sequenzen mit EcoRl und BamHtt§elan mittels PCR
amplifiziert, die PCR-Produkte mit EcoRI und BamHI geschnitied anschlieRend gerichtet in
den Vektor pGBKT7 ligiert. Die Plasmid-Konstrukte wurden [ncoli amplifiziert und
aufgereinigt. Die Analyse der Plasmid-Konstrukte erfolgte atsitt Sequenzierung. Die
rekombinanten Bit-Plasmide wurden anschlieBend fur das Y2H-Screening in den aMat
Hefestamm AH109 transformiert. Die Selektion nach positiven Toeamsinten erfolgte auf SD/-T
Medium.

HE6-Bait: Zur Detektion potentieller HE6-Bindungspartner wurde zum einen wkeazellulare
HEG6-C-Terminus (bp 2804 bis 3214 von AF538954, 137adatsProtein gewahlt, zum anderen
der dritte intrazellulare Loop (bp 2587 bis 2665 von AF538954, 26aa) (Abbildupgdie8PCR
erfolgte mit den Primern HE6-s7 und HE6-as1 fur den C-Terminuseddab-s6 und He6-as3 fur
den dritten intrazellularen Loop auf humaner Nebenhoden-cDNA (siehe tituelér 2.3).

PFEN IlI-Bait: Als PFN llI-Bait wurde der ORF des Maus Profilin 1ll (bp 59 bis 524 von
NM_029303) gewahlt. Die PCR erfolgte aus adulter Maus-TestidAcBiit den Primern Eco-
mProf3-s und Bam-mProf3-as (siehe Primertabelle 2.3).

PFN IV-Bait: Zur Detektion nach potentiellen Bindungspartnern fiir das neue Pihdfilvurde
der Maus PFN IV ORF (bp 861 bis 1250 aus NM_028376) kloniert. Die PCRyterfnlis adulter
Maus-Testis cDNA mit den Primern mrProf-s6-Eco und Prof-as2-Bgsiélie Primertabelle 2.3).

2.3.2.2 Transformation vonS. cerevisiaaach der Lithiumacetat-Methode

Zur Hefetransformationen wurde d&uick and Easy Transformation Protocolach Gietz &
Woods (2002) verwendet. Mit Hilfe der Lithiumacetat-Methode ¢lt@l, 1983; Rothstein, 1993]
konnen Hefezellen schnell und effizient transformiert werden, hda Zellmembran durch
Alkalimetallionen  kurzfristig  fir ringférmige  Plasmid-DNA peeabel wird. Die
Transformationseffizienz betragt°liBis 16 Transformanten pro pg Plasmid-DNA.

Von den Hefestammen AH109 oder Y187 wurde je eine Kolonie pro Trarmsion mit einer
sterilen Impfose in 1 ml ddi® Uberfuhrt und durch kréaftiges Vortexen resuspendiert. Die Zellen
wurden durch Zentrifugation (10 sek, 2000 rpm) pelletiert und anschlie&nahlii00 mM LiAc
resuspendiert. Nach erneutem Pelletieren der Zellen erfolgte die Traastor mit Plasmid-DNA.
Hierzu wurden 240 ul 50 % (w/v) PEG, 36 pl 1 M LiAc, 50 pl denatwi2ring/ml Lachssperma-
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DNA, 5 ul (100 ng-5 pg) Plasmid-DNA (pGBKT7 oder pGADT7) und 20 ul galkzigig in
genannter Reihenfolge auf die Zellen pipettiert und der Ansathddortexen gut gemischt. Es
erfolgte ein Hitzeschock fur 120 min bei 42°C. Nach Abkuhlen auf Eidemudie Zellen pelletiert
(10 sek, 13000 rpm 4°C), der Uberstand verworfen und das Pellet in 40640 resuspendiert.
Um transformierte Hefeklone zu selektieren wurde 400 pl eib&-Verdinnung des
Transformationsansatzes auf Selektivmedium ausplattiert. élisfiez die mit dem Vektor
pGBKT7 transformiert wurden, wurden auf SD-Medium ohne Tryptophan ($pHittiert,
Transformanten mit dem pGADT7-Vektor auf SD-Medium ohne Leucin-(§DNur Klone, die
erfolgreich transformiert worden waren, konnten ihren Auxotrophiemaagepensieren und auf
den SD-Selektionsplatten wachsen. Als Kontrolle wurde der dlestliransformationsansatz der
pGBKT7-Transformationen auf SD/-L bzw. die pGADT7-Trasnformatinsdtze auf SD/-T
plattiert. Die Platten wurden 3-6 Tage bei 30°C inkubiert.

2.3.2.3 Vorbereitende Untersuchungen

2.3.2.3.1 Phéanotyp-Test der Hefestamme

Bevor die Bait-Konstrukte in den Mat a-Hefestamm AH109 eingébravurden, war es
notwendig, dessen Phanotyp zu kontrollieren, um in spateren Y2H-Saeenmspezifisches
Wachstum auszuschliel3en. AulRerdem wurden die beiden Kontrollstami@OBKT7-53]

und Y187[pGADT7-T] sowie diploide Zellen aus den entsprechenden Matbegpruft. Fir den
Phénotyptest wurden die verwendeten Hefestimme auf verschied2groout-Medien

ausgestrichen und ihr Wachstum nach funf Tagen Inkubation bei 30°C protokolliert.

2.3.2.3.2 Test auf Toxizitat deBaits

Um eine eventuelle Toxizitat der exprimiertBait-Proteine auf den Hefestamm zu testen, wurde
die Wachstumsrate zwischen Hefezellen, die mit @=it-Plasmid transformiert worden waren
und solchen, die den leeraéait-Vektor pGBKT7 trugen, in Flussigkulturen verglichen. Ein
deutlich langsameres Wachstum des transfomieBait-Stammes ware ein Zeichen fur eine
toxische Wirkung. Fur den Wachstumsvergleich wurden je 5 ml SDEd@HVh (Selektion auf den
Vektor pGBKT7) in 15 ml ReaktionsgefaRen mit je drei kleinéstren Hefekolonien angeimpft,
die Zellen durch starkes Vortexen (1 min) resuspendiert und die Kulb&ie30°C und 200 rpm
inkubiert. Die Kontrolle des Wachstums erfolgte zu untersclaieelti Zeitpunkten (nach 6 h und
nach 24 h) durch Absorptionsmessung bei 600 nm gegen den Medium-Blindwert.

2.3.2.3.3 Kontrolle der Transkriptionsaktivitat durch die Baits

Eine Transkription der ReportergenBll$3, ADE2, lacY darf erst im Fall einer Interaktion
zwischenBait und Prey erfolgen und nicht autonom durch dBsit-Protein. Bevor dieBait-
Plasmide fur ein cDNA-Bibliothek-Screening verwendet werden temnmusste deshalb die
Transkriptionsaktivitdt derBait-Proteine Uberpruft werden. Daher wurden dait-Stimme
AH109[pGBKT7-BaitX] auf den Selektionsplatten SD/-TH und SD/-Tusgestrichen. Auf diesen
Medien kénnen nur Kolonien wachsen, die die Tryptophan-Auxotropphie durcBaieviektor
pGBKT7 kompensieren und autonom die Transkription der Reportergé®8 und ADE2
aktivieren. Nach Inkubation fir 5 Tage bei 30°C wurde das Wachstumolient. Bei diesen
Versuchen wurden stets Positiv- und Negativkontrollen mitgefuhrt.
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2.3.2.3.4 Untersuchung deBaits auf Interaktion mit der Gal4-AD

Bevor ein Screening mit eineBuait durchgefihrt werden konnte, musste tberprift werden, ob das
Bait-Protein an die Gal4-AD bindet und so eine Aktivierung der Reqyemte und Wachstum auf
den Selektionsmedien hervorruft. Hierzu wurde wie unter 2.4.1 besahriebe Minimating
zwischen denBait-Hefestamm AH109 und dem mit dem leeren pGADT7-Vektor transfoienier
Hefestamm Y187, welcher nur die Gal4-AD exprimiert, durchgefiihrt. Die Angéimen auf SD-
Dropout-Medien ausplattiert und das Wachstum nach 5 Tagen Inkubation beil@Qi@entiert.

Um eine Bindung an die Gal4-AD auszuschlie3en, durfte lediglicth®¢am auf SD/-L, /-T und /-

LT stattfinden.

2.3.2.3.5 Test auf Beeinflussung der Mating-Effizienz

Um zu kontrollieren, ob daBait-Protein einen negativen Einfluss auf die Mating-Effizienatbes
wurde ein Kontrollmating mit dem transformierteBait-Stamm und Kontrollstdmmen
durchgefuhrt. Die Mating-Effizienzen sollten ungefahr gleich sein *@2d6 betragen. Fiur das
Kontrollmating wurde wie unter 2.4.1 beschrieben ein Minimating nmt datsprechendeBait-
Hefestamm AH109[pGBKT7-BaitX] und einem Prey-Hefestamm Y187[pGADT7-Tg¢tdyefuhrt.
Als Kontrolle dienten AH109[pGBKT7-53] und Y187[pGADT7-T]. Von den Matingarsétz
wurden nach Inkubation Gber Nacht bei 30°C mit 200 rpm 100 pl-Aliquots einer 1:100 und 1:1000-
Verdunnung in 0,5x YPDA auf SD/-T, SD/-L- und SD/-LT-Selektionsplattafgebracht. Nach
Inkubation fur 5 Tage bei 30°C wurden die haploiden Kolonien auf deskt®glsmedien SD/-T
und SD/-L, sowie die diploiden Kolonien auf SD/-LT gezahlt und die MatingiEffzberechnet.

2.3.2.3.6 3AT-Test

Hefen des Stammes AH109 zeigen eine grundlegende schwH&83Expression [Clontech,
1999]. Durch intrinsische DNA-Bindungseigenschaften Bigis-Proteins kdnnen diBait-AH109-
Hefestdmme eine leicht erhbhte Expression Hk&3-Proteins (His3p) zeigen. Durch die Zugabe
von 3-AT (3-Amino-1,2,4-triazol), einem kompetetiven Inhibitor des HP8Gteins in Hefen, zum
Medium lassen sich geringe Konzentrationen von His3p inhibieren andiriergrundwachstum
auf SD-Medium ohne Histidin (SD/-H) unterbinden [Fields, 1994, Duefeal., 1993]. Da 3-AT
frisch transformierte Hefezellen abtdten kann, sollte stetgelimgste Konzentration verwendet
werden, die notwendig ist, um das Hintergrundwachstum zu unterbindeuidJoptimale 3-AT-
Konzentration zu ermitteln, wurden die rBiit-Plasmid transformierten AH109 Stamme auf SD/-
TH Platten mit unterschiedlichen 3-AT-Konzentrationen (0, 2, 6 und 10 ptéfjert und fir 7
Tage bei 30°C inkubiert. Es wurde fur die Y2H-Versuche fir dieM&dien ohne Histidin die
3AT-Konzentration gewahlt, bei der nach einer Woche Inkubation bei 3If@de kein
Hintergrundwachstum zu erkennen war.

2.3.2.3.7 Test auf Expression deBait-Proteine in S.cerevisiae

Um zu Uberprifen, ob diBait-Konstrukte auch tatsachlich 8. cerevisiaeexprimiert werden,
erfolgte eine Proteinextraktion aus transformiefBait-Kulturen mit anschlieender Analyse der
Proteinextrakte auf diBait-Proteine im Western-Blot. Die Lyse der Hefezellwand etéolgpit
dem Detergenz-haltigenYeast Protein Extraction Reagen(Y-PER®, Pierce) nach
Herstellerangaben bei Raumtemperatur, so dass eine aufwabdegSDS-Zelllyse durch
mechanische Zerkleinerung mit Glasbeads bei 4°C vermieden werden konnte.

Die Proteinextraktion aus Flussig-Hefekulturen erfolgte auspiéten log-Phase. Hierzu wurden
zunachst in 5 ml SD/-T-Medium mit eineBait-Kolonie (AH109/pGBKT7-Protein X)
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Starterkulturen angesetzt und diese 16-18 h bei 30°C und 250 rpm inksidass die Kulturen
die stationare Phase erreichten (@R, groRer 1,5). Mit den UN-Kulturen wurden je 50 ml YPD-
Medium angeimpft und bei 30°C und 250 rpm inkubiert bis die Kulturen die $pgiehase
erreicht hatten (OFonm bei 0,4 bis 0,6, Inkubationsdauer ca. 4-8 h). Nach Inkubation wurden die
Kulturen schnell herabgekuhlt und die Zellen durch funfminutige Zagatfon bei 4°C und 1000
x g pelletiert. Der Uberstand wurde verworfen, das Nassgewicl@istiePellets ermittelt und diese
anschliel3end in einem adaquaten Volumen Y-PER (250 ul pro 50 mg) dusathtiges auf und
ab Pipettieren gelést. Nach 20 Minuten Lyse bei RT unterhtlem Schwenken wurden
Zelltrimmer durch Zentrifugation (14000 x g, 10 min) sedimentiergublis der Uberstande mit
den |6slich exprimierten Proteinen wurden in eine SDS-PAGE und af3ehtle Western-Blot
Analyse eingesetzt. Die Detektion dgait-Proteine (Fusionsproteine aus Gal4-DNA-BbBmyc-
tag und Protein X) erfolgte mit einem monoklonalermycAntikorper (BD Biosciences).

2.3.2.4 Y2H-Screening einer pra-transformierten cDNA-Bibliothek mitels Hefe-Mating

Die Suche nach potentiellen Bindungspartnern furBé&s HE6, Profilin 11l und Profilin 1V in
AH109 erfolgte entsprechend den Angaben Matchmaker Gal4 Two-Hybrid System 3 &
Libraries User Manua[BD-Biosciences, 1999] durch Screening einer in Y187 vortransfaenier
Testis cDNA-Bibliothek durch Mating. Die durchgefiihrten Libr&greens sowie die eingesetzten
Baits und Testis cDNA-Bibliotheken sind in Tabelle 2.34 aufgelistet. laigénden ist die
standardisierte Durchfuhrung eines Y2H-Library Screens beschrieben.

Eine groRRe, frische Kolonie deBait-Stammes AH109[pGBKT7-X] wurde in 1 ml SD/-T
Flissigmedium resuspendiert und in einen 500 ml-Erlenmeyerkollde®Onml SD/-T Uberfuhrt.
Die Kultur wurde fur 16-24 h bei 30°C und 250 rpm inkubiert. Am néchsterwliage die Olgy
ermittelt. Lag diese uber 0,8, wurden die Zellen fir 5 min bei 100& ginem 50 ml
Reaktionsgefa? pelletiert. Der Uberstand wurde abgegossen und@elpsllet in 5 ml des
Uberstandes durch Vortexen resuspendiert. Ein 1 ml-Aliquot der Y18@riilwultur wurde im
Wasserbad bei Raumtemperatur aufgetaut und vorsichtig gdfaipt. der Library-Kultur wurden
zur spateren Titerbestimmung in ein separates ReaktionsgefédGhiibend auf Eis gelagert. Fur
die Mating-Kultur wurden AH10®ait und Y187Prey in einem sterilen 2 I-Erlenmeyerkolben
vereint, 44 ml 2x YPDA/Kan hinzugefugt und alles durch vorsichtgeswenken des Kolbens
vermengt. Der Mating-Ansatz wurde fir 20-24 h bei 30°C und max. 50 rpm inkubiEhere
Geschwindigkeiten hatten die Mating-Effizienz drastisch reduf-Biosciences, 1999]. Nach
22 h Inkubation erfolgte optional eine mikroskopische Kontrolle. Falls nogotggy (3fach-
gelappte Zellform aus den 2 haploiden, parentalen Zellen und der knespdiptbiden Zelle) zu
sehen waren, wurde die Kultur fir weitere 4 Stunden inkubiert. WaoenEinzelzellen zu
erkennen, erfolgte die Abzentrifugation mit 1000g fur 10 Minuten bei &€ Kulturkolben
wurde 2-mal mit je 25 ml 2xYPDA/Kan ausgespult und das Medium zumsBesdieren des
Hefepellets verwendet. Die Zellen wurden erneut zentrifugi#@00g, 10 min, 4°C) und
anschlieend in 10 ml 0,5 x YPDA/Kan resuspendiert. Das Endvolumen wurmd#elt und
notiert (Resuspensionsvolumen). AnschlieRend wurde der Mating-Ansatiolgi plattiert: Zur
Bestimmung der Matingeffizienz wurden je 100 pl einer 1:10, 1:100, 1:1@@D 1:10000
Verdinnung auf SD/-L, SD/-T und SD/-LT-Agarplatten plattiert. enbleibende Mating-Ansatz
wurde zur Detektion nach Protein-Protein-Interaktionen in 200 pl-Algaiet 150 mm-Platten mit
entsprechendem Triple-Dropout (LTH oder LTA) oder Quadruple-DropoutHA)T SD-
Selektionsmedium ausplattiert. Die Platten wurden 8-21 Tage beiiBRiGiert und das Auftreten
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von Kolonien dokumentiert. Die Inkubation der Platten erfolgte tibenen langen Zeitraum, um
auch langsam wachsende Kolonien, die auf schwache Protein-Inteeaktiomdeuten, die Chance
zum Wachsen zu geben.

Tabelle 2.34:Bait-Konstruke und verwendete cDNA-Librarys fiir die Yeast Two-Hybrid-LibraryScreens

Bait-Protein Library Selektionsmedium
HE6-C-Terminus BD-Matchmaker huTestis Grcerevisiagr187, Mat ), SD/-LTH
HY4035AH, Lot #1030440
HEG6 dritter intrazellularer BD-Matchmaker huTestis (i8.cerevisiaé&’187, Mat ), SD/-LTH/-LTHA
Loop HY4035AH, Lot #1030440
mProfilin 1 BD-Matchmaker mTestis (i6.cerevisiae/187, Mat ), SD/-LTA
S3467, Lot#3090490
mProfilin IV BD-Matchmaker mTestis (i6.cerevisiae/187, Mat ), SD/-LTH/-LTA/-LTHA
S3467, Lot#3090490

2.3.2.4.1 Titer-Bestimmung der cDNA-Bibliothek
Zur Bestimmung der Anzahl der eingesetzten Bibliothek-Klone wwidel0 pl-Aliquot der
cDNA-Bibliothek in 1 ml YPDA/Kan aufgenommen (Verdiinnung A mit Verdiinstedgor 10°)
und zusétzlich in 1 ml YPDA/Kan eine Verdiinnung B mit Verdiinnungsfaktdr aijelegt.
AnschlieRend wurden 50 pl und 100 pl der Verdinnung B, sowie 10 ul ddiirremg A, welche
aufgrund des geringen Volumens zuvor mit 50 pl YPDA/Kan vermengteyuauf SD/-L
ausplattiert. Nach Inkubation der Platten fiir 3-5 Tage bei 30°C wurdeyediachsenen Kolonien
gezahlt und der Titer in cfu/méglony bming witsml) mit Hilfe folgender Formel ermittelt:
Anzahlder Kolonien ~ 10004/ ml
ausplattietesVolumen (/) ~ Verdinnungfaktor

cfu/ml =

2.3.4.2 Berechnung der Mating-Effizienz und der Anzahl der Klone
Durch das Auszahlen der Kolonien auf den SD/-L, SD/-T und SD/-LTeRl&bnnte die Mating-
Effizienz und die Anzahl der getesteten Klone in einem Y2HdrpScreen berechnet werden.
Dafur wurden Platten verwendet, auf denen zwischen 30 und 300 KolonidmsemucDie
Berechnungen erfolgten nach den Angaben des MATCHMAKER Manuals aea Elontech
[Clontech, 1999] mit folgender Gleichung:

cfu/ ml diploide Kloneauf SD/- LT
cfu/ml limitierenderhaploiderPartnerauf SD/- L oderSD/- T

Mating - Effizienz% =

Die Anzahl der gescreenten Klone ergibt sich durch Multipbkater cfu/ml Diploide mit dem
Resuspensionsvolumen.

2.3.3 Analyse und Verifizierung potentiell positiver Klone

2.3.3.1 Passage der diploiden Klone auf Selektionsmedien

Die auf den Selektionsmedien gewachsenen positiven, diploiden Klonerweud Kontrolle auf
ihre Echtheit, d.h. Transkription der beiden Reporterdg¢i$3 und ADE2, sowie zur Etablierung
des korrekten Phanotyps auf niedrig stringente (SD/-LTH, SD/-LTAY hoch stringente
Selektionsmedien (SD/-LTHA) passagiert. Dazu wurden die Koloniereimer sterilen Impfése
von der Original-Platte abgenommen und in je 200 pl SD/-LT resusgendion dieser
Zellsuspension wurden Ausstriche auf niedrig stringentem SD/-LTér &D/-LTH Medium

gemacht. Aus der restlichen Zellsuspension wurden Glycerol-Stgslegt und bei -80°C
gelagert. Nach Inkubation fir 4-8 Tage bei 30°C wurden die Klone vodrignistringenten

Medium auf hoch stringentes SD/-LTHA-Medium passagiert. Es wundendiejenigen Klone
weiter analysiert, die sowohl die Histidin- als auch Adenin-Auxotrophie kompendtennten.
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2.3.3.2 -Galaktosidase-Test
Zur Verifizierung wurde zuséatzlich die Transkription des drittepdRiergensjacZ, tberprift.
Hierfir wurde da%reast -Galaktosidase-Assay Kifenutzt, dass die quantitative Bestimmung der
lacZ-Reportergenaktivitat und somit eine Aussage uber das MaRtdeaktion zwischemait und
Prey erlaubt. Grundlage des Assays ist die Messung der Enzymakider exprimierten 13-
Galaktosidase im Hefezellextrakt Gber die Spaltung des chemeog Substrates ONP®- (
Nitrophenyl- -D-Galactosid) [Guarente, 1983]. Die Spaltung von ONPG durch (k@sidase
liefert auBer Galaktose das gelbe o-Nitrophenol als ProduksedeAbsorption bei 420 nm
gemessen werden kann. Da das ONPG-Substrat in hohem Uberschbsgesmggrd, verhalt sich
die Menge von produziertem o-Nitrophenol proportional zur R-Galaktesilesvitat [Miller,
1972]. Das Detektionslimit liegt bei ~ 3x&Molekiilen [Serebriiskii & Golemis, 2000].
Aus 1-2 frischen Hefekolonien und 1 ml Y-PER wurde eine Zellsuspensigedtellt und die
ODggo ermittelt. Je 300 pl der Hefesuspension (3 Parallelen) wundeim klares Reaktionsgefal}
Uberfihrt, mit 300 pul Assay-Puffer (enthalt ONPG-Substratyetet, durch Vortexen vermengt
und die Zeitmessung gestartet. Der Ansatz wurde bei 37°C imevassinkubiert und in 15-
mindtigen Intervallen auf eine sichtbare Gelbfarbung tGberprift imrainem Zeitraum von 15
Minuten bis 6 Stunden eine sichtbare Gelbfarbung auf, so wurde diedRedistch Zugabe von
jeweils 240 pl Stopp-Puffer gestoppt und die Inkubationsdauer dokumeRtiebien, die sich in
diesem Zeitraum nicht farbten wurden tber Nacht inkubiert. Bibd? wurden zur Sedimentation
unloslicher Bestandteile abzentrifugiert (13000 rpm, 1 min) und dig,Odes Uberstandes
spektralphotometrisch gemessen. Als Positivkontrolle dienten dipKlimige mit [pGBKT7-53]
und [pGADT7-T]. p53 und SV40 large T-Antigen zeigen sehr starke kitena Als
Negativreferenz wurden diploide Klone mit SV40 T-Antigen [pGADT7¢hd dem HE6 C-
Terminus [pGBKT7-H21-21-1] mitgefuhrt, die keine Interaktion zeigten.
Die Berechnung der relativen 3-Galaktosidase-Aktivitat esdoigach folgender Formel, die die
Zelldichte (OQgg) und das eingesetzte Volumen der Kultur (V) zu Beginn des essawie die
Absorption des Reaktionsproduktes-Nitrophenol (OD,;) und die Reaktionsdauer (t)
einkalkuliert:

ODa420 , 1000

b - GalUnits = _
ODsoo timinl ~ Vmi]

2.3.3.3 Isolierung von Plasmid-DNA au$. cerevisiaanit Lyticase

Die Plasmidisolierung aus Hefen erfolgte nach Lyticase-Badtagddurch alkalische Lyse,
Proteinféllung und anschlieRende Aufreinigung der DNA. Hierzu wdedeNucleoSpin Plasmid-
Isolierungs-Kit (MacheryNagel) in Kombination mit rekombinanter Lyticasengzt. Eine
Hefekolonie wurde mit einer sterilen Impfése von einer SDPlahtnommen, in 5 ml SD-
Selektionsmedium resuspendiert und tber Nacht bei 30°C und 250 rpm inkDmeziellen der
Ubernacht-Kultur wurden durch Zentrifugation (5 min, 13000 rpm, 4°Ggtest und in 100 pl
Puffer A1 (50 mM Tris-Cl, pH 8, 10 mM EDTA, 100 pg/ml RNaseA) durchrtexen

resuspendiert. Der Ansatz wurde mit 10 pl rekombinanter Lgi¢ds U/ul in TE, SIGMA)

versetzt, durch Pipettieren vermischt und 1 Stunde bei 37°C inkubiertasstspaltet R-1,3-
Glucan-Verbindungen der fungalen Zellwdnde und bewirkt die Ausbildung sanger

~Sphaeroblasten”, also runder, angeschwollener Pilzzellen. Es iwirctekombinanter Form
eingesetzt, um Kontaminationen mit DNA anderer PilzspeaieszuschlieRen [Loeffleet al.,

1999]. Nach Inkubation wurde das Volumen des Ansatzes mit 150 ul PuffeufA25 ul
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eingestellt und mit der Lyse sowie der DNA-Extraktion foradpeén. Die alkalische Lyse erfolgte
durch Zugabe von 250 ul Puffer A2 (0.2 M NaOH, 1% SDS) und 5 min InkubaidRTo Durch
Zugabe von 300 pl Puffer A3 (3 M Kalium-Acetat, pH 5,5) und Zentrifoga(20 min, 13000
rom) wurden Proteine und Zelltrimmer prazipitiert. Der DNAtiga Uberstand wurde dann wie
in Kapitel 2.1.4.3 beschrieben Uber eine NucleoSpin-Saulen aufgerénigElution der DNA
wurden 50m auf 70°C vorgewarmter AE-Puffer (20 mM Tris/HCI pH 8, 20 m\d-EDTA pH 8)

5 min auf der S&ule inkubiert und dann 1 min bei 13000 rpm zentrifugieris@ierte Plasmid-
DNA ist wegen der hohen Verunreinigung durch genomische DNA fiicl&equenzierungen oder
Restriktionsanalysen geeignet. Daher wurden 5 pl der PladBN#d-in E.coli transformiert, in
diesen vermehrt und anschlielend durch Mini-Praparation isoliertai¥d=.coli gewonnene
Plasmid-DNA ist rein genug, um sie fur oben genannte Analysen zu verwenden.

2.3.3.4 PCR undAlul -Restriktionsanalyse der Inserts

Fur eine erste Analyse der potentiellen Interaktionspartner wulidepGADT7-Inserts per PCR
amplifiziert und einem analytischelul-Restriktionsdau unterzogen. Die PCR-Reaktion erfolgte
mit dem BD Advantage 2 PCR Enzym System mit den pGADT7-spelzén Primern pACT2s
und pACT?2as (siehe Tabelle 2.3). 5 pl des PCR-Ansatzes wurdemantf &Poigen Agarosegel
aufgetrennt und die GroéRe der PCR-Produkte ermittelt. Weitptedl&r PCR-Produkte wurden in
einen analytischeAlul-Restriktionsverdau eingeset&lul erkennt eine palindromische Sequenz
aus vier Basenpaaren (AG'CT) und schneidet daher haufig t{stitislle 256 bp). Die PCR-
Fragmente wurden auf ein 1%iges Agarosegel aufgetragen undphekitisch der Grof3e nach
aufgetrennt. So konnten die Sequenz-spezifischen Muster der einzabets miteinander
verglichen und identische Library-Inserts identifiziert werddahrfach vorhandene Klone wurden
aussortiert und jeweils nur ein Vertreter analysiert.

2.3.3.5 ldentifizierung potentieller Interaktionspartner durch Sequenzierung

Die Identifizierung der potentiellen Interaktionspartner aus eir¥@H-Screen erfolgte durch
Sequenzierung der isolierten pGADT7-Inserts durch die Firma MWG&e& AG und

anschlieRender Analyse der Sequenzen mit decleotid-nucleotidBLAST"- Funktion (blastn)

oder der ,megablast‘ Funktion der NCBI-Datenbank (http://www.ncbi.nlm.nirBy&\GT/).

2.4 Protein-Protein-Interaktionsstudien

Das Y2H-System ist dafur bekannt, dass es zu falsch-positiveabritsgen flihren kann
[Serebriiskiiet al, 2000], so dass potentielle Interaktionspartner aus einem Y2HrSarsétzlich

mit weiteren unabhangigen Methoden auf ihre Wechselwirkung mit Bi@tProtein Uberpruft

werden muissen.

2.4.1 Einzelmating

Die Bestatigung moglicher Interaktionen zwiscltBzit undPrey erfolgte zunachst auf Y2H-Ebene
durch Einzelmatings. Diese Methode dient gezielt zum Nachwaisnteraktionen zwischen zwei
Proteinen sowie zur Kartierung interagierender Domanen in denrfermt€ur Durchfihrung des
Matings wurde je eine Kolonie ddZait-Hefestammes zusammen mit einer Kolonie Besy
Hefestammes in einem 1 ml Reaktionsgefal? in 0,5 ml 2xYPDA durdexé&r resuspendiert. Als
Kontrollen auf autonome Transkriptionsaktivierung wurden Ansatze ewigiijs nur denBait-
Hefestamm und nur derRrey-Hefestamm angesetzt. Zur Bellftung wurden mit einer Kanile
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Locher in den Deckel der Reaktionsgefal3e gestochen und die Ans&tdeh2fei 30°C und 200
rpm inkubiert. In dieser Zeit kommt es zum Verschmelzen detebehaploiden Hefestimme
unterschiedlichen Mat-Types zu einer diploiden Zelle. Am nachdt@gen wurden die Ansatze 1
min lang stark gevortext. Von den Kontrollen wurde in 0,5xYPDA 1:100-Verdimmung
hergestellt, von den Matingansatzen 1:10- und 1:100-Verdinnungen. Jeweils 166r pl
Verdinnungen wurden auf folgende Selektionsmedien ausplattiert: SIVAT, SD/-LT, SD/-
LTH, SD/-LTA und SD/-LTHA. Auf SD/-L kénnen nur Klone mit deRrey wachsen, auf SD/-T
nur Klone mit demBait und auf SD/-LT diploide Klone miBait und Prey. Diploide Klone, bei
denenBait und Prey interagieren, zeichnen sich durch Wachstum auf den Dreifach- emfash-
Selektionsmedien (SD/-LTH, SD/-LTA und SD/-LTHA) aus. Nach 3-§eFalnkubation bei 30°C
wurde das Wachstum durch Zéhlen der Kolonien kontrolliert und die Mating-Effizieezhnet.

2.4.2 Protein-Protein-Co-Immunoprazipitation

Die Co-Immunoprazipitation (Co-IP) wurde als alternativer Nachvii@ Protein-Interaktionen
eingesetzt. Die Methode beruht auf der Immunoprézipitation enoésits mit einem spezifischen
Antikorper Uber die Bindung an Protein A-Agarose. Proteine, diedemt préazipitierten Protein
interagieren, werden co-prazipitiert und konnen anschlieBend in einerate\/&lot
immunologisch detektiert werden. Abbildung 2.3 veranschaulicht daszig’r der Co-
Immunoprazipitation.

1. Co-Immunoprazipitation
Abbildung 2.3: Prinzip der Co-Immunoprazipitation

2 SDSPage 1. Im ersten Schritt werden interagierende Proteiiieer den
: Protein A- Antikorper 1, der spezifisch gegen das Epitop vooidin 1 gerichtet
Agarose - ist, an Protein A Agarose gebunden und co-immurmpitéert. 2.

Protein 1

Durch Denaturieren werden die Proteine anschlie®éader von der
Agarose-A getrennt, elektrophoretisch aufgetrennd wauf eine
Membran Ubertragen. 3. Im Western-Blot werden agmrende
Proteine dann mittels eines Antikdrpers 2, der ifiseh gegen das
co-immunoprazipitierte Protein 2 ist, immunologisch
identifiziert/analysiert.

3. Western-Blot

—_—

Fur die Co-IP wurden Reticulozytenlysate mitvitro translatierten Proteinen nttmyc-Tag(Bait-
Protein) undHA-Tag(Prey-Protein) verwendet. Um eine Proteininteraktion zu erméglichen wurden
25 | in vitro translatiertesBait-Protein und 25 | PreyProtein zusammengeflgt, vorsichtig
vermengt und eine Stunde bei Raumtemperatur inkubiert. Anschliededdn 3 ul eines gegen
das Bait-Protein gerichteterc-mycAntikérpers (BD Biosciences) zugegeben. Nach einstindiger
Inkubation bei Raumtemperatur auf einer Schwenkplatte wurde 20@teirPA-Agarose in PBS
zugegeben und der Ansatz Uber Nacht bei 4°C auf einem Rotarimiiskhiiert. Der Antikorper
bindet sowohl an sein spezifisches Epitop als auch an die Protega®ge und bildet so einen
Komplex, der am nachsten Tag durch 10 sek Zentrifugation bei 4°C und 700&dmmentiert
werden konnte. Der Uberstand wurde verworfen und das Agarose-Riadigimal mit je 500 pl
Co-IP-Puffer gewaschen. Das Prazipitat wurde bei jedemMjasg 5 min bei Raumtemperatur in
Co-IP-Puffer geschwenkt und anschlieend durch Zentrifugation (10 48€k, 7000 rpm)
pelletiert. Nach dem letzten Waschschritt wurde das Agara@sapiat in 100 | 1x Crash-DTT-
Puffer resuspendiert, 5 min bei 90°C denaturiert und zentrifugiertUberstand wurde verwahrt
und diente in einem anschlieBenden Western Blot mit HA-Antikdrpeigedgn da®rey-Protein
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gerichtet ist, dem Nachweis einer Interaktion. Dabei wurde mmmeunologisch detektierbare
Bande desPrey-Proteins im Uberstand als positives Ergebnis fiir Protein-Prbiesraktion
gewertet. Dazu wurden jeweils 25 pl des Uberstandes zur Analyse emgeset

Tabelle 2.35:; Co-IP-Puffer Tabelle.26: 1xCrash-DTT-Puffer

Reagenz Menge f.c. Reagenz f.c.
Tris-HCI,1M, pH 8.0 5 ml 50 mM Tris-HCI, pH 6,8 40M
NaCl, 1M 10 ml 100 mM SDS 2%
EDTA, 0,5M 200 pl 1 mM DTT 100 mM
NP-40, 10% 5ml 0,5 % EDTA 1 mM
ddH,0 ad 100 ml - Glycerol 8 %

Direkt vor Gebrauch wurde pro 10 ml eine Tablettatéase-
Inhibitoren (Complete EDTA-free) zugegeben

2.4.3 Poly-L-Prolin-Affinitatschromatographie

Die Wechselwirkung von Profilin  mit Poly-L-Prolin (PLP) wird stardmaiig fur die
Aufreinigung von Profilinen mittels Affinitdtschromatographieng&t [Lindberget al., 1988;

Tanaka & Shibata, 1985]. Hier wurde die Poly-L-Prolin-Affinitatechatographie zur
Charakterisierung der Profilin-Interaktion mit Poly-L-Prolinrwendet. InE.coli rekombinant
exprimiertes Profilin wurde dazu auf eine Poly-L-Prolin-Saule getwsdgen und das
Bindungsverhalten durch Harnstoff-Elution und anschlieBende WesterAvBdtse der Eluate
analysiert.

Die Charakterisierung der Profiline hinsichtlich ihrer Pobjimbindung tber eine Poly-L-Prolin-
Saule erfolgte am Zoologischen Institut in der Abteilung Zellbi@dggi Dr. Martin Rothkegel an
der Technischen Universitdt Braunschweig Carolo Wilhelmina. Pay-L-Prolin-Saule,
Cyanbromid-aktivierte Sepharose CL-4B (Pharmacia) an die kavaEgd mg Poly-L-Prolin
(Sigma) gekoppelt war, wurde freundlicherweise von der Arbeitsgrapp&/erfiigung gestellt.
Fur das Experiment wurden die Profiline 1l und IV zunéchst in dgrdssionsvektor pET28a(+)
kloniert, inE.coli rekombinant exprimiert.

2.4.3.1 Expression von rekombinantem Profilin Ill und 1V

Die rekombinante Expression der Maus Profiline 11l und 1V et®lgh pET-Expressionssystems
durch IPTG-Induktion in BL21(DE3)pLys-Zellen. Die ORFs von Prof8n(NM_029303) und
PFN IV (NM_028376) wurden durch Restriktionsverdau mit Ndel und Xhol ausidéevektoren
pGBKT7 ausgeschnitten und in den Expressionsvektor pET28a(+) klonier§pHMPFN4,
pET28a-mPFN3). Die Klonierung der Sequenzen erfolgte mit denp-®&ogdon in die MCS, so
dass der vom Vektor codierte C-terminale His-tag nicht atsoRsprotein exprimiert wurde. Die
Plasmidkonstrukte wurden in BL21(De3)pLys-Zellen transformiert.

Fur die Expression wurden 50 ml 2x YT/Kanamycin mit einer Einzelkolangeimpft und Uber
Nacht bei 37°C und 220 rpm inkubiert. Diese Vorkultur wurde 1:50 in 2Xa& Aerdinnt (2-mal
je 11 Medium + 20 ml Vorkultur) und im Schiittelinkubator bei 37° C und 220 rpm bis zu einer OD
bei 600 nm von 0,5 angezogen. Durch Zugabe von 1 mM IPTG (Endkonzentratiaie die
Expression induziert und fir 4 h bei 42°C fortgefuhrt. Zur Analyse d#eiRexpression wurden
jeweils vor und 4 h nach IPTG-Induktion 50 ul der Kulturen entnommereubd pl in eine SDS-
PAGE- und Western-Blot-Analyse eingesetzt. Die Expressionskulturen wurden irl-3B0igunots
bei 6000 rpm und 4°C fur 15 min zentrifugiert und jedes Zellpellet ifT2%altem (4°C)
Lysispuffer aufgenommen (siehe Tabelle 2.37). Nach Zugabe ein&lspize Lysozym und
Inkubation fir 20 min auf Eis wurden die Zellsuspensionen bei -80°C edngefrAm nachsten
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Morgen wurden die Zellsuspensionen bei 37°C im Wasserbad aufgetautaomtiefiend auf Eis
Uberfuhrt. Durch Ultraschall-Behandlung (10 x 30 sek 80W mit je 30 seteRm Eiswasserbad)
erfolgte der Aufschluss der Bakterien und die Freisetzung exptami€’roteine. Grol3ere
Zellbestandteile wurden durch Zentrifugation fir 50 min bei 14000 rpm undetithentiert und
der Uberstand in ein neues ReaktionsgefaR tberfiihrt.

2.4.3.2 Analyse der Poly-L-Prolin Bindung mittels einer Poly-L-ProlinSaule

Vor dem Aufbringen auf die Saule wurde dem Lysat eine Probe fterep8DS-PAGE-Analyse
entnommen. Die Poly-L-Prolin-Affinitatssaule wurde mit 5-10 S@wdéumen Waschpuffer (20
mM Tris-HCI pH 7,6, 150 mM NaCl) aquibriliert (PeristaltikpueypFlussrate ca. 1 ml/Minute).
Das Profilin-Lysat wurde mit einer FlieRgeschwindigkeit v&h ml/h auf eine Poly-L-Prolin-
Sepharose-Saule aufgetragen und der Durchfluss aufgefangen. Iilusaseurde die Saule mit
Waschpuffer mit einer FlieRgeschwindigkeit von 50 ml/h gewaschis die Uberpriifung der
Fraktionen durch Messung der OD bei 280 nm ergab, dass kein Protein bgehisa wurde
(OD2gonm = 0,01). Unspezifisch gebundene Proteine wurden 1 h (50 ml/h) mit 2 Netdr in
Waschpuffer von der Saule entfernt. Der Durchfluss wurde in Fraktiesoe 2 ml aufgefangen.
Zur Analyse der Bindungseigenschaften erfolgte die Elution evlurgiener Profiline zunéchst
mit 4 M Harnstoff (Elutionspuffer ) und anschlielend mit 8 M HarfigElutionspuffer 11) fur je
2 Stunden mit einer Flie3geschwindigkeit von 40 ml/h. Das Eluatlevebenfalls fraktioniert
aufgefangen. Die Poly-L-Prolin-Séaule wurde nach der Elution mimigung grindlich mit 8 M
Harnstoff gewaschen. Die Zusammensetzungen der Wasch- und ElutionspufferTsibdlia 2.37
aufgelistet.

Tabelle 2.37: Lysis-, Wasch- und Elutionspuffer fiirdie Poly-L-Prolin-Affinitdtschromatographie; Der pH-Wert aller
Puffer wurde auf pH 7,6 eingestellt

Lysispuffer Waschpuffer Elutionspuffer | Elutionspuffer Il
50 mM Tris-HCI 20 mM Tris-HCI 20 mM Tris-HCI 20 mNIris-HCI
10 mM EDTA 150 mM NaCl 150 mM NaCl 150 mM NaCl
10 mM NacCl - 4 M Urea 8 M Urea

1,5 % (v/v) Triton X-100
1:1000 Trasylol (Bayer)
1 pM Pepstatin A
50 um Pefabloc SC

Die Analyse des Profilin-Bindungsverhaltens an Poly-L-Prolifolgte mittels SDS-PAGE-
Analyse und Western Blot. Eingesetzt wurden jeweils 30 pl deatyor und nach der Saule, der
Waschfraktionen sowie der Eluatfraktionen.
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2.5 Material und Reagenzien

2.5.1 Puffer und Lésungen
Alle Reagenzien fir Puffer und Losungen wurden Bdardernissen entsprechend in bidestilliertem \Wass
geldst und nach Bedarf autoklaviert oder steriléit.

PBS: 137 mM NacCl, 2,7 mM KCI, 10 mM BPQ,, 2 mM K;HPQ, pH 7,4
PBS + C&'/Mg**: PBS + 1 mM CaGlund 0,5 mM MgCl

TBS: 10 mM Tris-HCI pH 7,5, 137 mM NacCl

TBS-T: 10 mM Tris-HCI pH 7,5, 137 mM NacCl, 0,1 84v) Tween20

1 x TAE: 40 mM Tris-HCI, 0,1 % (v/v) Essigsaur® thM EDTA

TE-Puffer: 20 mM Tris/HCI pH 8, 20 mM Na-EDTA pH 8

20 x SSC: 0,3 M Natriumcitrat, 3M NacCl, pH 7

DNA-Ladepuffer: 10 % (v/v) Glycerin, 250 pug/ml Brqimenolblau, 250 pg/ml Xylencyanol
SDS-Laufpuffer: 25 mM Tris-Base, 190 mM Glycin1 @ w/v SDS

Protein-Probenpuffer: 1M Tris-HCI, 20 % SDS. 1 MTDD,5 M EDTA, 87% Glycerol, Bromphenolblau
Semi-Dry-Blotpuffer: 48 mM Tris-HCI, 39 mM Glycir20 % (v/v) MeOH

2.5.2 Reaktions-Kits

Alkalin Phosphatase Substrate Kit, ISCIP/NBT  Vector Laboratories, Barlingame, USA

R-Galactosidase Assay Kit Pierce Biotechnology, Rockford, USA

ECL Plus Western Blotting Detection Reagent Amersham, Miinchen, Deutschland

High Pure PCR-Product Purification Kit Roche Diagnostics, Mannheim, Deutschland
JETstar2.0 Plasmid Miniprep Kit GENOMED GmbH, Inéh Deutschland
Nucleospin Plasmid Purification Kit Macherey-Nagel, Duren, Deutschland
pGEM-TEasy Vector System Kit | Promega GmbH, Mannheim, Deutschland
QIAquick™ Gel Extraction Ki¢50) QIAgen GmbH, Hilden, Deutschland
TaKaRa Ex-Taddot Start Version TaKaRa BiomedicalSAJ

TnT®Quick Coupled Transcription/Translation Syst@&romega GmbH, Mannheim, Deutschland
2.5.3 Enzyme

Advantage™ 2 Polymerase Mix, Clontech/TAKARA Riompany, USA
Alkalische Phosphatase, Calf Intestinal Newlang Biolabs, USA
BiothermTag-DNA Polymerase GeneCraft, Ludinghausen Germany
Pfu-DNA-Polymerase Promega, Madison, USA
RedTadDNA-Polymeras, Sigma-Aldrich GmbH, Steinhebrutschland
Restriktionsenzyme New England Biolabs, USA

SYBR Premix Ex-Taq TaKaRA Biomedicals, Japan

T4-DNA Ligase Molecular Probes, Karlsruhe, Betland
ExTag Hot Start Polymerase TaKaRa Biomedicalsad

2.5.4 Molekulargewichtsmarker

2.5.4.1 Protein-Marker

Benchmark Prestained Protein Ladgdér180 kDa Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland
Rainbow™coloured protein marke2,3-46 kDa, = GE Healthcare, Deutschland
SeeBlue Plus2 Pre-Stained Standé3el88 kDa)  Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland
2.5.4.2 DNA-Marker

1kb DNA ladder, GeneCraft, Ludinghausen, Geryna
GeneRulel™ 1 kb DNA Ladder BWFermentas, St.Leon-Rot, Deutschland
100bp DNA ladder GeneCraft, Ludinghausen, Germany
GeneRule™ 100 bp DNA Ladder, MB¢rmentas, St.Leon-Rot, Deutschland

2.5.5 Software

Leica Confocal Softwar@.CS), Leica Microsystems GmbH, Wetzlar, Deutsobla
LightCycler™ Quantifizierungs-Software (https://wwache-applied-science.com)

Primer 3 (Rozen & Skaletsky, 2000, http://frodomit.edu/cgi-bin/primer3/primer3-www.cgi_)
REST-Softtware (Pfaffét al, 2002, http://www.gene-quantification.de/reshit
STORM™860-Steuerungs-Software: Scanner Controlsidar5.0 (Molecular Dynamics)
STORM™860-Bildbearbeitungs-Software: Image Quat;sion 5.0 (Molecular Dynamics)
DNAstarSoftware 4.00 (DNASTAR Inc., Madison, USA)
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2.5.6Chemikalienliste

Alle im Folgenden nicht gesondert aufgefihrten Reagn wurden im héchstmoglichen Reinheitsgrad latsy.

fur die Molekularbiologie geeignet von den Firmerppiichem (Darmstadt), Fluka (Buchs, CH), Merck
(Darmstadt), Roche Diagnostics (Mannheim), SigmaigEnhofen) und Serva (Heidelberg) bezogen. Fir die
Herstellung von Losungen wurde Wasser von einenfR@asseranlge von Seradest bezogen.

3-Amino-1,2,4-triazole (3AT), Sigma-Aldrich ChenmBmbH, Steinheim, Deutschland

4’ 6-Diaminodino-2-phenylindol (DAPI), Merck, Darmasglt, Deutschland

Aceton, Scharlau Chemie S.A., Barcelona, Spanien

Acrylamidlésung (30% Acrylamid, 0,8% Bisacrylam8¥,,5:1) rotiphorese® Gel 30,

Carl Roth GmbH, Karlsruhe, Deutschland

Agar-Agar, Difco, USA

AgaroseElectrophoresis GradeSigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim, Deutschland
Ampicillin (D[-]- -aminobenzylpenicillin), Sigma Chemicals Co., Stlsp USA

APS, National Diagnostics, Hessle Hull, GroR3briiann

Brilliant Blue fur Coomassie-Farbung, Sigma-Aldrichemie GmbH, Steinheim, Deutschland
Bromphenolblau, Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinfyddeutschland

BSA (Bovine Serum Albuminpigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim, Deutschland
Calciumchlorid, J.C. Baker, Deventer, Holland

Citronensaure, Janssen Chemica Geel, Belgien

Complete Mini Protease Inhibitor Cocktail, EDTA-€reRoche Diagnostics GmbH, Mannheim, Deutschland
D(+)-Glucose, Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinhelreutschland

Dalton Mark VII-L, Molekulargewichtsmarker, Sigmddkich Chemie GmbH, Steinheim, Deutschland
Deoxyribonucleiacid sodium salt Typ Ill from Salm®astes (Carrier-DNA), Sigma-Aldrich Chemie GmbH,
Steinheim, Deutschland

Deoxyribonucleotid-Mix, Sigma-Aldrich Chemie Gmb8&teinheim, Deutschland
Digoxigenin-11-dUTP, Roche Diagnostics GmbH, Marimhéeutschland

Dithiothreitol, Serva Feinbiochemika GmbH & Co, Helberg, Deutschland

DMSO, Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim, DeutaoHd

dNTP Mix (10 mMsolution PCR Reageit Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim, Deutsctlan
Dropout-Supplements (fur Hefemedien), BD Bioscié@tentech, USA

ECL plus Western Blotting Reagenz, GE Healthcaradhién, Deutschland

ECL Blocking Agent (dried milk powder), GE HealtheaMunchen, Deutschland

EDTA, Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim, Deutackl

Essigsaure, Carl Roth GmbH, Karlsruhe, Deutschland

Ethanol absolut, J.T. Baker, Deventer, Niederlande

Ethanol vergallt, Th. Geyer, Hamburg, Germany

Ethidiumbromid, Sigma-Aldrich Chemie GmbH, SteinheDeutschland

Fluoromount G, Southern Biotech, Birmingham, USA

Formamid, Roche Diagnostics GmbH, Mannheim, Delasch

Glycerin, Merck, Darmstadt, Deutschland

Glycin, Merck, Darmstadt, Deutschland

HCI, Merck, Darmstadt, Deutschland

Isopropanol, Carl Roth GmbH, Karlsruhe, Deutschland

Isopropy- -D-thiogalaktosid (IPTG), Carl Roth GmbH, Karlsryleutschland
Kaliumchlorid, Merck, Darmstadt, Deutschland

Kanamycin, Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheimuehland

LAB-Agar (Lennox Agar), GIBCO BRL, Paisley, Scotthn

LB Komplexmedium LB Broth, Lennox, Invitrogen, Katghe, Deutschland

Lektin PNA AlexaFluoP568 Konjugat, Molecular Probes/Invitrogen, Karlsubeutschland
Lithium-Acetat, Dihydrate, Sigma-Aldrich Chemie GhhibSteinheim, Deutschland
Lyticase, Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim, Bebland

Magermilchpulver, Oxoid, Basingstoke, England

MEM (Minimal Essential Mediuprohne L-Glutamin) GIBCO BRL, Paisley, Scotland
Natriumchlorid, Merck, Darmstadt, Deutschland

Na-EDTA, Serva, Boehringer Ingelheim BioproductstRership, Heidelberg, Deutschland
Na,HPO,*2H,0, Merck, Darmstadt, Deutschland

NaH,PO;Natriumchlorid, Merck, Darmstadt, Deutschland

Natriumhydroxid, Merck, Darmstadt, Deutschland

NH,OH, Merck, Darmstadt, Deutschland

NH,PO, Merck, Darmstadt, Deutschland

Ni-NTA-Agarose, Invitrogen, Karslruhe, Deuschland

Normal Goat SerugVector Laboratories, Burlingame, USA
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NuPage® Novex Bis-Tris Gele, Invitrogen, Karslrubeutschland

NuPAGE MES SDS-running Buffer (20x), Invitrogen,i€auhe, Deutschland

NuPAGE Transfer Buffer (20x), Invitrogen, Karsruldeutschland

Paraformaldehyd, Merck, Darmstadt, Deutschland

Polyacrylamid, Serva, Boehringer Ingelheim BiopraduPartnership, Heidelberg, Deutschland
Pioyethylenglycol (PEG), Sigma-Aldrich Chemie Gmigteinheim, Deutschland

Protein A-Agarose, Roche Diagnostics GmbH, Mannh&eutschland

Protein G-Agarose, Roche Diagnostics GmbH, MannhBieutschland

Protein-Assay Farbstoff-Konzentrat, BioRad, Deutsath

Rinderserum Albumin, BSA, Carl Roth GmbH & Co, Kaihhe, Deutschland

RNAPure, PeqLab Biotechnologie GmbH, Erlangen, Behland

RNALater, Ambion, USA

RNase A, Roche Diagnostics GmbH, Mannheim, Deusschl

Roti solv HPLC Grade Wasser, Carl Roth GmbH & Carl&ruhe, Deutschland

SDS, Serva Electrophoresis GmbH, Heidelberg, Délaad

Sucrose, Merck, Darmstadt, Deutschland

SYBR Green | (nucleic acid gel stain 10 000 x DMSKlecular Probes, Karlsruhe, Deutschland
TEMED, Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim, Dehtaad

TO-PRC-3-lodid, Molecular Probes/Invitrogen, Karlsruhegtbschland
Tri-Chloressigsaure, Fluka chemie AG, Buchs, Schwei

Tricine, Serva, Boehringer Ingelheim Bioproductstiership, Heidelberg, Deutschland
Tris, Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim, Deutand

Tris-HCI, Promega GmbH, Mannheim, Deutschland

TritonX-100, Sigma-Aldrich Chemie GmbH, SteinheiDdeu

Tween 20, Calbiochem, Darmstadt, Deutschland

Wasser, Molecular Biology Grade, Eppendorf, HampDrgutschland

Wasserstoffperoxid, Scharlau Chemie S.A., BarcelSpanien

Western Blocking-Reagent (Casein), Boehringer Ma@imliRoche, Mannheim, Deutschland
Yeast Nitrogen Base (without amino acids), Sigmdrieh Chemie GmbH, Steinheim, Deutschland
YPD-Medium, Clontech / BD Biosciences, USA

Y-PER® Yeast Protein Extraction Reagent, Piercadgionology, Rockford, USA

2.5.7 Verbrauchsmaterial

Nicht gesondert aufgefiihrte Verbrauchsmaterialigarden von den Firmen Biozym (Hess. Oldendorf), &un
(Kamstrup, Danemark), Greiner (Nurtingen) und Salts(Nimbrecht) bezogen.

Cytofunnel-Kammern, Shandon/Thermo Electron CorpamaWaltham, USA
Deckglaser, Menzel-Glaser, Deutschland

Einmal-Impfdsen, steril, Carl Roth GmbH, Karlsrubesutschland
Einmal-Kuvetten, Sarstedt, NUmbrecht, Deutschland

Einmal-Pipetten, Becton Dickinson

Falcon-R6hrchen, Sarstedt, Numbrecht, Deutschland
Filterpapier/Chromatogrphie-Papier 3mm, Whatmanidstane, England
Kimwipes® Lite, Kimberly-Clark

Light Cycler™ Kapillaren, Roche Diagnostics GmbHamhheim, Deutschland
PCR-Tubes, Biozym, Hess. Oldendorf, Deutschland

Petrischalen, VWR, Darmstadt, Deutschland

Pipettenspitzen, Biozym, Hess. Oldendorf, Deutsthla

Protan nitrocellulose Transfer Membran, Schleidh&chuell GmbH, Dassel, Deutschland
PVDF Western Blotting Membran, Boehringer Mannhéifannheim, Deutschland
Objekttrager, Menzel-Glaser, Deutschland

Reaktionsgefalle, Sarstedt, Numbrecht, Deutschland

Spitzenaufsatzfilter Minisart 0,2 pum /0,45 pumrt8aus
Vakuumfilter-System, 0,2 um Filter, Corning Inc.

2.5.7 Geréate

Dampfsterilisator Varioklav, H&P Labortechnik, ObehlieRheim, Deutschland
Feinwaage 1615 MP, Sartorius AG, Goéttingen, Deldsch
Fluroimager-Scanné@TORM™ 860Molecular Diagnostics
Gel-Dokumentationsanlagmago Compact Imaging SysteB&L Systems
Heizrihrerlkamag®RH Janke&Kunke, IKA®-Werke GmbH, Staufen, Deutschlan
HeizrihrerMR3001 Heidolph, Schwabach, Deutschland
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Hellfeld-Mikroskop, Nikon, Dusseldorf, Deutschland

HomogenisatoArt-Micra D8 (UltraTurrax), Art Labortechnik, Mihlheim

Horizontale DNA-Gelkammerkasy-Cast Electrophoresis Systdheqlab

Inkubator fiir Bakterien (37°C), Hereaus InstruméditsbH, Hanau, Deutschland

Inkubator fir Hefen (30°C), Hereaus Instruments @iridanau, Deutschland

Konfokales LasermikroskopCS Sli.Leica Microsystems GmbH, Wetzlar, Deutschland
KuhlzentrifugeCentrifuge 5415 REppendorf, Hamburg, Deutschland
KuhlzentrifugeMegafuge 2.0 RHereaus Instruments GmbH, Hanau, Deutschland

Leica DC 300 Digitalkamer, Leitz, Bensheim, Deutaok
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lIl Ergebnisse

3.1 Molekulare Untersuchungen zur Funktion des HE@Rezeptors im
Nebenhoden der Sauger

Um Hinweise auf die molekulare Funktion des HEG6-Rezeptors sowiedenf beteiligten
Signaltransduktionsweg zu erhalten, wurden die Genexpressionsmudiatdedodenkopfes von
Wildtyp- und HEG6-KO-Mausen mittels Mikroarray-Technik und differelléem Screening
miteinander verglichen [Daviest al, 2007]. Die Ergebnisse zeigten, dass der konstitutive
Knockout des HE6-Endoproteins, durch den eine mégliche SignaltransduktiorE@dRddeptors
unterbunden wird, ein deutlich verandertes Genexpressionsmusteroximalen Nebenhoden,
dem Hauptexpressionsort des HE6-Rezeptors, zur Folge hat. Wahredeéhdteeit der Gene in
ihrer Expression nicht verandert war, konnte fir 26 Nebenhoden-exprinfieteskripte ein
drastischer Rickgang und fir zehn Gene eine signifikante Erhéhung é&k-MBnge im HEG-
KO-Nebenhoden beobachtet werden. Die Liste der vermindert exgegmi@ene umfasst sowohl
bekannte als auch neue uncharakterisierte Nebenhodenkopf-spezifimtimieste Gene wie
Adam28, Vkorlll, Claudin-10, Cystatin 8 + 12;Defensin Defb42, Lipocalin 8 + 9, das
Transportportein EAAC1 sowie ME9, ein neuartiges MembranprotesnNgdenhodens. Zu den
verstéarkt exprimierten Genen zahlen unter anderem Clusterin/ApoJ und Oste&pquit

Im Rahmen dieser Arbeit erfolgte eine Validierung funktibmgeressanter Gene im Vergleich
zwischen HE6-KO und WT durch quantitative RT-PCR. Weiterhimlgé die Analyse der
Lokalisation der durch HE6-KO beeinflussten Me9-mRNA dunchsitu-Hybridisierung. Die
erzielten Ergebnisse wurden bereits in Daeieal. (2007) veroffentlicht.

3.1.1 Validierung ausgewahlter Gene in der HE6-KO-Maus durch quantitativdRT-PCR

Zur Validierung wurden Gene ausgewahlt, die durch den HE6-KO-Nebenhogeifikant
beeinflusst wurden und wie HE6 Uberwiegend bzw. spezifisch im Nebenhodesmphiert
werden. Dies waren Adam28, Claudin-10, Vkorlll, Clusterin/ApoJ und Osteo&mutin/ Die
Validierung der Mikroarray-Ergebnisse erfolgte durch quantita®¥ePCR. Fir die Reaktionen
wurden spezifische, moglichst Intron-tiberspannende Primer vertv@ielee Tabelle 2.8), wobei
anzumerken ist, dass mit den Claudin-10-Primern nicht zwischen d#enbebformen a und b
diskriminiert wurde. Die relative Quantifizierung wurde anhand voif-wWind HEG6-KO-
Nebenhoden cDNAs unter standardisierten Bedingungen durchgefuhrt.nEiiNeimalisierung
der mRNA-Expression wurde das ribosomale Gen RPS27a herangezogdéder&cinnung der
Expressionsunterschiede zwischen Wildtyp und HE6-KO wurde die RESTi@d8e [Pfaffl et
al., 2002] verwendet. In Abbildung 3.1 sind die ausgewahlten Gene sowie fiaceenAnderung
der Genexpression im HE6-KO-Nebenhoden als Verhaltnis zum WT-Nedemigezeigt. Dabei
wurden die Ergebnisse aus der Mikroarray- und der RT-PCR-Angigghisch und tabellarisch
nebeneinander dargestellt. Mit Ausnahme von Vkorclll zeigtenGalee in der RT-PCR eine
Expressionsanderung, die gut mit den Ergebnissen aus der Mikroaradys@ korrelierte. Fur
ADAM28 und Claudin-10 konnte analog zur Mikroarray-Analyse eine slgmfe Minderung der
MRNA-Mengen im HE6-KO-Nebenhoden ermittelt werden. Die gRT-P@feiihisse fielen mit
einer n-fachen Expressionsanderung von -10,34 fiur ADAM28 und -7,68 fur Claudagd:Or®ch
drastischer aus als die Mikroarray-Daten (-7,4 bzw. -5,7). Fur &Ikbr das den Mikroarray-
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Ergebnissen zufolge am starksten herabreguliert sein sdlltg{fach), konnte in der gRT-PCR
dagegen keine signifikante Expressionsanderung zwischen WT und @Eé&etektiert werden.
Eine Beeinflussung durch den HEG6-KO lie sich also nicht begtatigér die verstarkt
exprimierten Gene Clusterin und Osteopontin/Sppl zeigte sigdewim eine recht gute
Ubereinstimmung zwischen Mikroarray-Daten und RT-PCR-AnalysieleBeene wiesen mit einer
signifikanten Zunahme von 3,2 fur Clusterin und 19,59 fur Sppl zwischen WT und GE6-K
anndhernd gleiche Expressionsunterschiede wie in der Mikroarrdys&na auf.

20 - LI
E==qRT-PCR 7

15- EZZA M ikroarray

10+

*
*
ADAM 28 Claudin-10  Vkorclll & .

Clusterin Osteopontin/
Spp1l

WT-Nebenhoden

n-fache Anderung der Genexpression in
HEG6-KO-Nebenhoden im Verlgeich zu

-10
*
n-fache Anderung der Genexpression im HE6-KO-NH inVergleich zu WT-NH
Methode Adam 28 Claudin-10 Vkorc1ll Clusterin Osteopontin/Spp1
(NM_010082) | (NM_021386) | (NM_027121 | (NM_013492) (NM_009263)
Mikroarray -7,4 -5,7 -11,6 +2,3 + 20,3
gRT-PCR -10,34 - 7,68 -1,027 + 3,22 + 19,59
p-Wert (RT-PCR) 0,001 0,001 0,789 0,001 0,001

Abb. 3.1: gRT-PCR-Validierung ausgewéhlter Gene, @ in HE6-KO-Nebenhoden vermindert- bzw. verstarkt
exprimiert sind. Dargestellt sind die n-fachen Expressionsandemrdgr Gene in HE6-KO-Nebenhoden im Vergleich zu
WT-Nebenhoden ,die aus dem Mikroarray-Experimerg Bavieset al (2007) und den qRT-PCRs erhalten wurden. *
markieren signifikante Expressionsunterschiede, Nébenhoden.

3.1.21In situ Transkript-Hybridisierung zur zellularen Lokalisation der Me9-mRNA im

Nebenhoden

Die Beeinflussung der Me9-mRNA durch die gezielte Mutation de8-Ré&zeptors [Daviest al.,
2007] legt eine direkte Beziehung der Genprodukte nahe, weshalm@gtiehe Co-Expression im
Nebenhoden untersucht werden sollte. Durch RNA#tu-Hybridisierung wurde das raumliche
Expressionsmuster sowie die zellulare Lokalisation der Me9-Tratskm Nebenhoden der Maus
analysiert. Zur spezifischen Detektion des epididymalen Geskiats Me9 (NM_178243) wurden
DIG-markierte antiseng- und senseSonden verwendet, die aus der gleichen ORF-Sequenz des
Transkripts synthetisiert wurden. In Abbildung 3.2 sind die ErgebnisséMd8rRNA4n situ-
Hybridisierungen im Maus Nebenhoden dargestellt. Sie zeigterdemliches Expressionsmuster,
das mit dem von HEG6 [Osterhddt al., 1997] identisch ist. DiantisenseSonde hybridisierte stark
im proximalen Bereich des Nebenhodenkopfes, dem so genanntelsdgiti@nt (siehe Abb. 3.2
Al und B1). Distale Bereiche des Nebenhodens (Corpus und Cauddyeydlis) hingegen
zeigten keine Hybridisierungssignale. Bei ndherer Betrachtungndekierten Ductuli (Abb. 3.2
A2 + B2) war zu erkennen, dass das Me9-Transkript im basalen BelescNebenhodenepithels
unterhalb der Zellkerne lokalisiert ist. Hier liegt die Haugpése des rauen ER, an dem die
Proteinsynthese stattfindet. Auch die HE6-mRNA ist hier lokatiswe&hrend das Proteinprodukt
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in apikalen Bereichen des Epithels liegt. Hybridisierungen mer d/e9senseSonde
(Negativkontrolle, Abb. 3.2 C1 + C2) zeigten keine Markierungen im Nebenhoden der Maus
Die Co-Lokalisation von ME9 und HE6 im proximalen Nebenhoden kdnnte bededdss
Mitglieder der Me9-Proteinfamilie mit HE6 assoziiert sinddugwventuell co-reguliert sind oder
sogar mit dem Rezeptor interagieren.

Abb. 3.2: RNA-in situ-Hybridisierung mit DIG-markierten antisensg/A1/A2 + B1/B2)- und sensgC1/C2)-Me9-Sonden
zur Lokalisation des Me9-Transkriptes im proximalen Caput epididymis der Maus. (Al + B1):antisenseHybridisierung
zeigt eine Lokalisation des Me9-Transkriptes imxgmalen Caput epididymis, jedoch nicht in distalBereichen des
NebenhodengA2 + B2): die vergroRerte Darstellung der in A1 und B1 nexntkein Bereiche zeigt eine Lokalisation vor allem
im basalen Bereich des Epithél + C2): Kontrollen mit dersenseSonde zeigten keine Markierung dieser Bereiche.

3.2 Screening einer Yeast Two-HybrieBibliothek zur Detektion wvon
intrazellularen HE6/GPR64-Interaktionspartnern

Auf Proteinebene sind bisher keine Wechselwirkungen des HE6-Rezeptaanderen Proteinen
(G-Proteine oder Agonisten/Antagonisten) bekannt. Auch werden Keoweénen fur HEG6
vorhergesagt, die Ruckschlisse auf mdgliche Interaktionen mit le@stimmten Proteingruppe
erlauben. Lediglich die subzellulare Lokalisation des Rezeptorsapikalen Bereich der
Epithelzellen und die Co-Lokalisation mit F-Aktin-haltigen Steiken/Mikrovilli und dem
subapikalen Aktin-Zytoskelett, legen die Vermutung nahe, dass HE&omtponenten des
epithelialen Zytoskeletts interagieren konnte. In vielen Geweledulieren G-Protein-gekoppelte
Rezeptoren die Organisation des Aktin-Zytoskeletts auf bishdr nmht verstandene Art und
Weise [Liet al, 2000, Larochet al.,2005; Burguenet al, 2003].

Zur ldentifizierung maoglicher intrazellularer Protein-Bindungsperrtdes HE6-Rezeptors, wurde
dasYeast Two-Hybriystem gewahlt. Eine Co-Immunoprazipitation des schwer |6slicheérzur
Multimerisierung neigenden Rezeptorproteins kam dagegen ni¢hiage. Verwendet wurde das
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Gal4 Matchmaker Two-Hybrid Systemv8n Clontech, das die DNA-bindende-Doméane (DNA-
BD) und die transkriptionsaktivierende Doméane (AD) des Gal#skidptionsfaktors aus der Hefe
Saccharomyces cerevisiaeitzt. AlsBait-Proteine (Fusion an Gal4-DNA-BD) wurde zum einen
der intrazellulare HE6-C-Terminus, zum anderen der drittazetiulare Loop des heptahelikalen
Rezeptors gewahlt. Mit diesen wurden Screens gegen eine vartraieste humane Testis-cDNA
Bank, in der die Proteine als Fusion an die Gal4-ADPaksy exprimiert werden, durchgefihrt.
Diese cDNA-Bank enthielt neben Testis-cDNAs zusatzlich Duetitérentes- und Nebenhoden-
spezifische Transkripte und wurde ausgewahlt, da die MoglichkarHieslass nicht alle HE6-
Bindungsparter auf die Ductuli efferentes und/oder den Nebenhoden bé&ssimédnsondern auch
im Hoden exprimiert werden, von wo aus sie mit der Luminalflisgigkker auf der Oberflache
der Spermien in den Nebenhoden gelangen.

3.2.1 Konstruktion der HE6-Baits

Ein Screening mit dem HEG6-Rezeptor in voller LAnge Bdg¢ war im Y2H-System aus zwei
Grinden nicht moglich: Zum einen erfolgt die Transkriptionskontrolle Rleportergene im
Zellkern der Hefen und ist somit fur Transmembrandomanen nicihgngeéeund zum anderen
werden lange Aminosaure-Sequenzen (ab 60 kDa / 550 aa) im Hefesyfstemwr schwach
exprimiert oder von Hefe-eigenen Proteasen gespalten [Fashaha2000]. Fur die Suche nach
intrazellularen HE6-Bindungspartnern wurden daher zwei kBeits ausgewahlt: zum einen der
gesamte intrazellulare HE6-C-Terminus (137 aa) und zum anderehittierintrazellulare Loop
(26 aa). Diese beiden Bereichen sind klassischerweise anelhti@zr Protein-Interaktion
beteiligt und es wurden bereits fur andere GPCRs erfolgreich2elens durchgefiihrt [Tobaben
et al, 2000; Kreienkampt al, 2000; Liet al, 2000; Saunders & Limbird, 2000]. Zudem sagte eine
Motiv-Suche im C-Terminus eine Serin-reiche Region von 29 aa, aheiipielsweise 14-3-3-
Proteine binden kdnnen, und am absoluten C-Terminus (IEQM-COOH) eimgeRsus-Sequenz
(X- -X- -COOH; X = beliebige Aminosaure,: saure Aminosaure (D/E); = hydrophobe
Aminosaure) fir die Bindung von Proteinen mit PDZ-Doménen (siehe Abb. 3.3).

Fur die Konstruktion deBait-Vektoren wurden die gewilnschten Sequenzen durch Sequenz-
spezifische PCR aus humaner Nebenhoden cDNA amplifiziert unddenBait-Vektor pGBKT7
kloniert, dass ein Fusionsprotein aus HE6-Protein und N-terminaliepeeGal4-DNA-BD mitc-
myc-tagentstehen konnte. Die ausgewahlBait-Bereiche sind in der schematischen Darstellung
des HEG6-Rezeptors (Abb. 1.8) hervorgehoben. In Abbildung 3.3 sind dieBEiIEGequenzen
sowie die HEBBait-Konstrukte dargestellt. Die Analyse der Plasmid-Konstruktelgd durch
EcoRI- und BamHI-Restriktionsverdau sowie SequenzieruBgi-Konstrukte mit Kkorrekter
Sequenz und ohne Leserasterverschiebung wurden in denHd¢stamm AH109 transformiert.

HEG6-Bait Proteinsequenz aus HE6
HEG6-C-Terminus VAKENVRKQWRRYLCCGKLRLAENSDWSKTATNGLKKQT
C A , VNQGVSSSSNSLQSSSNSTNSTTLLVNNDCSVHASGNGNAS
Gal4-DNA-BD c-Myc HE6-C-Terminus TERNGVSFSVQNGDVCLHDFTGKQHMFNEKEDSCNGKGRM
ALRRTSKRGSLHREQM
HES®6 dritter intrazellularer Loop
. A LVQLCRIKKKKQLGAQRKTSIQDLRS
Gal4-DNA-BD c-Myc HE®6 3rd Loop

Abb. 3.3: Ausgewahlte HE6Baits fur das Yeast Two-HybridSystem SMART-Sequenz-Motiv-Analysen sagen zwei Motive
im HE6-C-Terminus voraus. 1) eine Serin-reiche Begblau) und 2) ein Konsensussequenz (X-D/E-X€OOH; X =
beliebige Aminoséaure,: saure Aminosaure (D/E), = hydrophobe Aminosaure) fir die Bindung von POZ@nanen 1(0t).
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3.2.2 Vorbereitende Untersuchungen

Bevor die HE6GBait-Konstrukte in ein Bibliothek-Screening eingesetzt wurden, waroésendig
die unter 2.3.2.3 beschriebenen vorbereitenden Untersuchungen durchzufihrerdi&acrests
wurden die HE@aits auf eine mogliche toxische Wirkung auf die Hefezellen, einénBessung
der Mating-Effizienz, eine autonome Transkriptionsaktivitatisaauf unspezifische Reaktion mit
der Gal4-AD hin untersucht. Zudem wurde die optimale 3-AT-Konzentration erniitetth diese
Untersuchungen sollte unspezifisches / falsch-positives Wachsisgeschlossen und optimale
Bedingungen fir den Screen ermittelt werden.

Vor Transformation deBaits wurde der Phanotyp- der Hefestamme kontrolliert. Dieser enksprac
sowohl fur AH109 als auch Y187 den Angaben des Herstellers. BeitdKonstrukte konnten
anschlieend erfolgreich in den Mat a-Hefestamm AH109 transfdrmieerden. Ein
Wachstumsvergleich Uber die @p zeigte keine signifikanten Unterschiede im Wachstum
zwischen Transformanten mit leerem pGBKT7-Vektor und denerH®E@Bait-Vektor, so dass
davon ausgegangen werden konnte, dass RaieProteine keine toxische Wirkung auf die
Hefezellen haben. Weiterhin konnte fur beBlgits weder eine autonome Transkriptionsaktivitat
fur die ReportergenéHIS3 und ADE2 noch eine unspezifische Reaktion mit der Gal4-AD
festgestellt werden, so dass falsch positives Wachstum abkigsen werden konnte. In einem
Testmating mit Kontrollstimmen und den HB&k-Hefestammen zeigte sich, dass Batseinen
leicht negativen Einfluss auf die Mating-Effizienzen haben. Mating mit den beiden
Kontrollstammen waren 3 % der Zellen diploid, wéahrend mit dem HH®&Ginus
durchschnittliche Mating-Effizienzen von 1,6% bzw. mit dem drittérazellularen Loop als Bait
von 1,5 % erreicht wurden. Gefordert werden laut Herstellerangilaging-Effizienzen von

2%. 3-AT zur Unterdrickung einer leicht erhdhten Expression des Ht88us, die durch
intrinsische  DNA-Bindungseigenschaften d&ait-Proteins hervorgerufen werden kdnnten,
brauchte nicht eingesetzt werden, da b&dr-Hefestdamme sowohl auf den Platten ohne 3-AT als
auch auf den Platten mit 2-10 mM 3-AT kein Hintergrundwachstum reifsteAbbildung 3.4 ist
die Western-Blot-Analyse zur Expression des HHEsf-Proteins sowie zweier Kontrolle-Protein
(Gal4-DNA-BD und Gal4-DNA-BD mit p53) im Hefestamm AH109 datgs Das
Fusionsprotein p53-Gal4-DNA-BD zeigte wie erwartet eine Bavel ca. 65 kDa. Die zusatzliche
Bande bei ca. 25 kDa ist auf das p53-Protein ohne Gal4-DNA-BD zuriitkeaf Die Gal4-
DNA-BD ohne ein fusionierteBait-Protein lief erwartungsgemafl® bei ca. 20 kDa. Fir das
Fusionsprodukt aus HE6-C-Terminus und Gal4-DNA-BD konnte eine Proteinbanda. 40 kDa
detektiert werden. Dies entspricht in etwa der erwartetéif3&von 36 kDa, so dass davon
ausgegangen wurde, dass der HEaf-im Hefestamm AH109 exprimiert wird.

Konstrukt Nr. Fusionsprotein Grole 1 2 3 kDa

1:Gal4-DNA-BD . A Ls

HE6-C-Terminus Gal4-DNABD  cMyc  HE6-C-Terminus 36 kDa - ’ | P -

2: Gal4-DNA-BD ~_— 135
ﬁ

(leerer Vektor) FET— 21 kDa - —

3: Gal4-DNA-BD- , A he —

pS3 Gal4DNABD  cMyc p53 63 kDa N

Abb. 3.4: Western-Blot-Analyse zur Expression des H6-Bait-Proteins in S.cerevisiaeAH109. Primar-AK: c-mycAK,
Sekundéar-AK: POD-konjugierter AK; 1: HE6-C-TerminGsl4-DNA-BD, 2: Gal4-DNA-BD, 3: p53-Gal4-DNA-BD
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3.2.3 Y2H-Library-Screening einer pra-transformierten cDNA-Bibliothek

Nach Abschluss aller notwendigen Tests wurden die B&6Konstrukte im Mat a-Hefestamm
AH109 in Yeast Two-HybridLibrary-Screenings eingesetzt. Die Screens wurden wie unter 2.3.2.9
beschrieben gegen eine in den Mbatefestamm Y187 vortransformierte humane Testis cDNA-
Bibliothek durchgefiihrt. Die verwendete cDNA-Bibliothek reprasstdibei einem Titer von > 5

x 10" cfu/ml insgesamt 3,5 x $0 unabhéngige Klone. Insgesamt wurden vier Y2H-Library-
Screens, als LS-1 bis LS-4 bezeichnet, auf unterschiedlichgestten Selektionsmedien
durchgefihrt. Triple-Dropout-Medium (SD/-LTH) diente der wenigemgenten Selektion und

der Erfassung von schwacheren Proteininteraktionen. Bei der VerwerdunQuadruple-DO-
Medium (SD/-LTHA) erfolgte die Selektion auf Diploide, die d®@DE2- und denHIS3-Reporter
exprimieren. In Tab. 3.1 sind die verwendeten Bait-Konstrukte und Selektionsmedielistaifg

Tabelle 3.1: Mit den HE6-Baits durchgefiihrte Yeast Two-Hybrid LibraryScreens

Library-Screen Bait-Protein Bibliothek Medium
LS1 HE6-C-Terminus SD/-LTHA
LS 2 HE6-C-Terminus BD-Matchmaker huTestis (i§.cerevisiae | SD/-LTH
LS-3 HES, dritter intrazellularer Loop | Y187, Mat), HY4035AH, Lot #1030440 | SD/-LTH
LS-4 HE6-C-Terminus SD/-LTH

Nach Aufbringen der Screening-Anséatze auf die SD-Selektionsmediesten die Platten 8-21
Tage inkubiert, um auch langsam wachsenden Kolonien, die auf schWeatleeinteraktionen
hindeuten, die Chance zum Wachsen zu geben. Die Platten wurdeh tégitrolliert und das
Wachstum diploider Kolonien dokumentiert. Fir jedes Screening wurdemzdele Bibliothek-

Titer, die Mating-Effizienz und die Anzahl der gescreenten unaldemdlone berechnet. In
Tabelle 3.2 sind diese Ergebnisse und die Anzahl der gewachsenen &l®rden einzelnen
Library-Screens zusammengefasst.

Tabelle.3.2: Titer, Mating-Effizienzen und Anzahl cer Klone aus den Y2H-Library Screens mit den HE@Baits

LS-1 LS-2 LS-3 LS4
Library-Titer 6 x 10 cfu/ml 7,5 x 16 cfu/ml 5 x 10 cfu/ml 5 x 10 cfu/ml
Mating-Effizienz 1,8 % 1% 1% 1,6 %
Gescreente Klone 4x10F 2x 10 2,2x 106 1,7 x16
Gewachsene Klone 3 150 56 200

Fir ein erfolgreiche¥east Two-Hybrid Librargcreening sollten ein Library-Titer von5 x 10
cfu/ml und eine Mating-Effizienz von 2 % gegeben sein sowie mindestens 1% difabhangige
Klone gescreent werden, um die komplexe mRNA-Polpulation des Gswgteden) zu
reprasentieren [BD-Biosciences, 2003]. Der Library-Titerdgetrei allen durchgefiihrten Screens
mindestens 5 x T@fu/ml und lag somit im Rahmen der geforderten Bedingungen. In deerc
LS-1 und LS-4 wurden Mating-Effizienzen erreicht, die annaherndef@dgrten 2 % erreichten
und noch zu tolerieren waren, da in beiden Screenings mehr als 1 wrEbhangige Klone
durchmustert wurden, so dass davon ausgegangen werden konnte, dessiplexe mRNA-
Population des Hodengewebes reprasentiert war. Anders sah e hébmry-Screens LS-2 und
LS-3 aus. Hier betrug die durchschnittliche Mating-Effizierdigkch 1 %, und die Anzahl der
gescreenten unabhangigen Klone lag mit 2 %bx®.2,2 x 16 deutlich unter den geforderten 1 x
10° Klonen. In diesen Screens wurde somit nicht die gesamte nRipAlation des
Hodengewebes nach potentiellen Bindungspartnern durchforstet, sondernnnitieilei Dies
bedeutet, dass nicht alle potentiell méglichen HEG6-Interaktiotmgyareprasentiert und somit das
Screening limitiert war.
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3.2.3.1 Eliminierung falsch-positiver Klone durch Screening aufReportergen-Expression,
Prey-Plasmid-Isolierung, PCR,Alul- Restriktionsanalyse und Sequenzierung

Im Anschluss an eineiYeast Two-Hybrid LibraryScreen erfolgte die Verifizierung und
Analyse der potentiellen HEG6-Interatkionspartner, um falsch-posiKieee auszuschliel3en
und potentiell interessante Interaktionspartner zu identifizieren. Diebajesvie folgt:

1.

Mehrmalige Passage der diploiden Klone (> 2mm) aus einem Y2H-\il®aren auf
hoher stringente Selektionsmedien zur Etablierung des Phéanotyps und SelekibDiauf
undHIS3-Reportergen-Expression
Plasmidisolierung aus den diploiden Hefeklonen, Re-Transformatiort.@oli und
Plasmidisolierung fur weitergehende Analysen der potentiellen Intergbdidner
PCR der Bank-Inserts zur Eliminierung von Klonen mit multiplen sseder ohne
Inserts, sowie mit Inserts < 400 bp, bei denen es sich um unvollstai2idgs handelt
(Matchmaker Pretransformed Libraries User Manuaiehe auch Abb. 3.6A)
Alul-Restriktionsanalyse der PCR-Library-Inserts (siehe auch Abb.).3&thand eines
Vergleichs der Restriktions-Schnittmuster konnten Klone mit iddrgisdnserts erkannt
werden. Nur je einer der mehrfach vorkommenden Klone wurde weiteruntersucht.
Sequenzierung der Library-Inserts und Identifizierung der potentidfitaraktionspartner
durch Sequenzanalyse und Datenbankrecherche
Eliminierung falsch positiver Klone. In diesem Schritt wurden hata falsch Positive wie
Heatshock-Proteine, ribosomale Proteine, Elongationsfaktoren odemn®mnoirit coiled-coil-
Regionen [Serebriiski & Golemis, 2001, Serebriiskii al., 2000] sowie Inserts mit
genomischen Sequenzen, Vektorsequenzen oder ORFs in der 3'UTR teldief®
Interaktionspartner ausgeschlossen. Da fur HE6 sowohl mit demr@iius als auch dem
dritten intrazellularen Loop nach intrazellularen Interaktiortsgan gesucht wurde, wurden
des weiteren Proteine mit abweichender zellularer Lokadisatvie z.B. in den Mitochondrien
oder im Kern lokalisierte Proteine sowie extrazellular seedamiProteine als falsch positive
Interaktionspartner gewertet und ausgeschlossen.
Aus den verbleibenden Klonen erfolgte eine Auswahl potentiell sgarger Klone, die naher
analysiert wurden. Da der Nebenhoden-spezifische HE6-Rezeptor irZedenembran
verankert ist und Co-Lokalisation mit Aktin zeigte, wurden vor allrateine gewahlt, die
eine Assoziation mit der Zellmembran und/oder mit dem Zytoskelett aufwiesspréaitende
Informationen wurden durch Datenbank- und Literaturrecherche emhaNeitere Kriterien
waren eine signifikante-Galactosidase-Aktivitat und/oder mehrfach repréasentierte Klone.
-Galactosidase-Test zur Uberpriifung der Expression des drigigortrgensl#écz) und
zur Quantifizierung der Interaktionsstarke zwischen Bait und Prey
Die Verifizierung sowie die ldentifizierung interagierendeotBindoménen erfolgte durch
diverse Einzelmatings

In Abbildung 3.5 ist die Vorgehensweise zur Analyse und Auswertung ¥eest Two-Hybrid
Library-Screens schematisch dargestellt. Es wird deutlick, sich die Zahl der potentiellen
Interaktionspartner schrittweise reduziert und auf eine Ubersehbare gmegddrenzt wird.
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Klonierung des Baits [pGBKT7-HE6], Transformation in
S.cerevisia AH109, Vorversuche z.B. auf Toxizitét + Phanotyp

v

Y2H-Screen einer vortransformierten Testis cDNA-Ban k

~ 1x10°% unabhéangige Klone
[1,5%107 cfu/ml]

Selektion nach Ade2 (oder His3)-Klonen

+ W

Selektion auf His3- und Ade2-Klone

v W

Ausschluss von Klonen mit multiplen Inserts durch P

v

Eliminierung von Duplikaten durch Restriktionsanaly se

v

Sequenzierung von potentiellen Interaktionspartnern

v

Analyse und Eliminierung von Klonen
(z.B. genomisch Inserts, ORFs in 3'UTR, bekannten fal  sch Positive)

v BN

Datenbankrecherche und Auswahl interessanter Klone

v

B-Galactosidase-Assay zur Quantifizierung der Inter  aktionen
(Expression des lacZ-Reportergens)

* - Klone

Verifizierung der Interaktionen durch Minmatings + 3 -Gal-Test

Potentielle Interaktionspartner

v

Alternative Methoden zur Bestatigung der Interaktio  nen

If

ﬁ

5

Abb. 3.5: Schematische Darstellung der Analyse unduswertung einesYeast Two-Hybrid-LibraryScreens anhand von
HE6-C-Terminus als Bait. Mit Hilfe der gezeigten Kontrollschritte konnteedianfangliche Zahl von 200 gescreenten
positivenHis3+-Klonen auf 3 potentielle Interaktionspartner eimgegt werden. Diese sollten durch alternative Meém
bestéatigt werden.

Im Folgenden wird fur die durchgefiihrten HE6-Screens eine zusamsemdasT abelle (Tab. 3.3)
geliefert, in der die Anzahl der verbleibenden Klone nach den Ie@rzeAnalyseschritten
aufgelistet ist. Des Weiteren sind exemplarisch Bilderrehgarosegel-Analyse von der PCR und
dem Alul-Dau der Library-Inserts gezeigt (Abb. 3.6). Erst nachdem diza® der Klone durch
Auswahl potentiell interessanter Interaktionspartner ein Ubaukares Mall eingenommen hat,
wird auf die ausgewahlten Klone und die zur Verifizierung durchgefiihBaidien naher
eingegangen.
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Abb. 3.6: (A) Agarosegel-Analyse der PCRs der Libmgy-Inserts zur Eliminierung von Klonen mit multiple n oder ohne
Inserts, sowie mit Inserts < 400 bp. (B) Agarosegéinaylse der Alul-gedauten PCR-Library-Inserts zur Analyse von

identischen Klonen mit gleichem Schnittmuster} markieren identische Klone

Tabelle 3.3: Analyse und Auswertung der HE6-LibraryScreens

Analyse-Schritt HEG6-C-Terminus 3IC-Loop
LS-1 LS-2 LS-4 LS-3
Gescreente Klone 4 x L6fu/ml 2 x 1d cfu/ml 1,7 x 16cfu/ml | 2,2 x 18cfu/ml
Klone nach Selektion ailflS3 oderADE2 - ~ 150 ~200 56
Klone nach Selektion atflIS3undADE2 3 36 von 50 133 30
Klone nach Eliminierung von Klonen mit 3 36 128 20
multiplen/ohne Inserts
Klone nach Eliminierung von Duplikaten 2 31 97 16
Sequenzierte Klone 2 30 80 16
Klone nach Eliminierung falsch Positive 1 10 35 1
Auswahl potentiell interessanter Klone 1 6 13 1
Klone mit -Galaktosidase-Aktivitat 9 von 20 ausgewahlten kon 0
Bestatigte Interaktionen im Einzelmatin 4 0
Potentielle HE6-Interatkionspartner 4 0

3.2.3.2 Dritter intrazellularer Loop als Bait-Protein

Fur den dritten intrazellularen Loop (3ICL) konnten keine potentietieardktionspartern fir den
HE6-Rezeptor ermittelt werden. Insgesamt wurden unter niedingesten Bedingungen zwar 56
Klone erhalten, von diesen blieben jedoch nach Eliminierung falsctiveogKlone lediglich 16
Ubrig. Die Sequenzanalyse zeigte weiterhin, dass es sicheBendklonen ebenfalls hauptsachlich
um falsch-positive Interaktionspartner handelte. Entweder d¢ethiadie Klone UTRs oder
genomische Sequenzen als Inserts und mussten als falsch-posigscilsgsen werden oder sie
kamen z.B. aufgrund falscher Lokalisation als potentielle HE6-Irtierapartner nicht in Frage.
So wurde z.B. funfmal ein extrazellulares Sekretprotein (LOX039291) und mehrere
hauptséchlich nukleéar exprimierte Proteine (2 x Methallothionein BICO07034; unbekanntes
Protein BC028124; BCA3 AF493785) gefunden. Nach Eliminierung aller falgsithien blieb
letztendlich ein potentieller HE6-Bindungspartner Ubrig, der zakigefunden wurde. Hierbei
handelte es sich um ddwmman embryonic lung protei(HUEL, AF006621), das ubiquitar
exprimiert ist. Es gehort zur Familie der Zink-Transporsetute carrier family30), die eine Rolle
bei der Regulation des Kationenhaushaltes spielen. Fir HUG&dsth auch eine Funktion bei
der DNA-Transkription beschrieben [Siet al., 2002], so dass es als Transkriptionsfaktor wieder
zu den falsch positiven Klonen gezéhlt werden misste. In einem qtigetit -Galaktosidase-
Test wurde fur HUEL und vier der falsch positiven Klone die Repgenaktivitat detacZ-Gens
untersucht. Alle funf Klone (Methallothionein lla, BCA3, unbekannteotdtn und ORF 3'UTR +
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HUEL) zeigten keine signifikante-Galaktosidase Aktivitat (siehe Abb. 3.7), so dass fiur den
dritten intrazellularen Loop keiner der gescreenten Bindungspastniériert werden konnte. Die
mit dem 3ICL gefischten Klone wurden daher nicht weiter analysiert.
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3.2.3.3 HE6-C-Terminus alBait-Protein

Das Y2H-Screening mit dem deutlich langeren intrazellular&®-B-Terminus erwies sich als
ergiebiger. Es wurden insgesamt drei Bank-Screenings durchgefiihkiS-1-Screen, der unter
hochstringenten Bedingungen durchgefuhrt wurde wuchsen zwar nur 3 Klooeh jedthielten
zwei dieser Klone identische Insertsequenzen, bei denen es sich dmkéinger-Protein namens
Germ cell less homologIGMCL1; NM _178439) handelte. Der dritte Klon enthielt eine
genomische Sequenz ohne erkennbares ORF und wurde als falsch aaggg@schlossen. Unter
niedrig stringenten Bedingungen (LS-2 und LS-4), d.h. bei Selektionratfegiortergen, wuchsen
deutlich mehr Klone (zwischen 150-200). Jedoch befanden sich hieruntewiskhrkleine
Kolonien, die bei Selektion auf zwei Reportergene kein Wachstumn reggten. Nach Ausschluss
von Klonen mit multiplen/ohne Inserts durch PCR-Analyse sowie naafirii#rung identischer
Klone durch Alul-Dau wurden aus beiden Screens die Inserts von 110 potentiellen
Interaktionspartnern sequenziert und durch Datenbankrecherche fizaghti Unter den
sequenzierten Klonen befanden sich wieder eine Vielzahl arhfptsitiven Interaktionpartnern
wie z.B. Heatshockproteine, extrazellular, nukledr oder mitochorekfaimierte Proteine, sowie
UTRs oder genomische Sequenzen, so dass sich die Zahl der vedseibiélone auf 45
reduzierte. 20 dieser potentielle Interaktionpartner wurden entweelerfach bzw. in allen Y2H-
Screen gefunden, zeigten eine Assoziation mit der Zellmembran undiederZytoskelett
und/oder wiesen ein ahnliches Expressionsmuster wie HE6 auf, odendedtéasich um bisher
noch nicht charakterisierte hypothetische Proteine. Diese 20 wulslgrotentiell interessante
Interaktionspartner naher analysiert. In einem erst@alaktosidasetest wurde die Aktivitat des
lacZ-Reportergens untersucht sowie die Starke der Interaktionenhemidd¢E6-C-Terminus als
Bait und dem jeweiligen potentiellen Interaktionspartner Rtey quantifiziert. Von den 20
getesteten Klonen zeigten insgesamt neun eine Expressitatdé®eportergens, die deutlich Uber
der der Negativkontrolle lag. Bei den restlichen Klonen konnte kegréfisante Expression
dieses dritten Reportergens gezeigt werden, so dass diese etsiefiet Interaktionspartner
ausgeschlossen wurden. In Abbildung 3.8 sind die Ergebnisse des quantitati
Galaktosidasetests fur die neun verbleibenden potentiellemktiarpartner graphisch dargestellt.
Die weitaus starkste Interaktion mit dem HE6-C-TerminusteadgsGerm Cell-less Homologe 1
(GMCL1), welches mit einer Aktivitat von 195 Units sogar noch delutliber der -Gal-Aktivitat
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der Positivkontrolle lag. Es folgten Supervillin mit 31 Units und iknoflV mit 23 Units.
Prosaposin, Flotillin, SMA4, Cript und ElImo3 zeigten etwa gleiclksta-Gal-Aktivitaten im
Bereich von 5,7 bis 7,5 Units. POMZP3 hingegen wies mit 1,56 Unitgediegste -Gal-Aktivitat
der neun Klone auf, so dass fiir dieses Protein zunachst die schwétdrsidion mit dem HE6-
Bait angenommen werden musste. In Tabelle 3.4 sind die neun pdeentrkraktionspartner
naher beschrieben sowie die in den Inserts kodierten Bereiche Bietgine aufgelistet. Fur diese
neun verbleibenden Proteine wurde die mogliche Interaktion mit detGdEerminus durch
weitere Y2H-Versuche néher verifiziert.
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Abb. 3.8: Quantitativer -Galaktosidasetest fir neun ausgewahlte potentigiteressante Interaktionspartner des-HE6-
C-Terminus. Dargestellt sind die ermitteltenrGalactosidase-Aktivitaten [Milliunits/(ml x Zellghdiploider Klone aus den
Y2H-Screenings. Die rote Linie markiert den Nega#vt als Ausschlussgrenze. * zeigt signifikant€alaktosidase-Aktivitat
im Vergleich zu Negativkontrolle. Als Negativkontieo dienten diploide Klone ohne Interaktion zwisohRait und Prey
(HEB6-C-Term. x SV40 large T-Antigen) als Positivkafle diploide Hefeklone mit Interaktion zwischetE6-cmyc alsBait
und denc-myc-bindingProtein alrey.

Tabelle 3.4: Potentiell interessante Interaktionspdner des HE6-C-Terminus aus demYeast Two-Hybridkibrary-
Screenings In der Tabelle sind die im Y2H-Screen gefischRyey-Protein kurz beschrieben, die Accession-Nummermh un
Referenzen aufgelistet und die in d@mey-Proteinen reprasentierten Proteinbereiche aufgelima: Aminosaure, bp:
Basenpaar, ORMPpen reading frameJTR: untranslatierte Region
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PreyInsert Accession-Nummer Kurze Beschreibung des Proteins Referenzen gefischte Doméanen
mRNA- Protein
Hochkonserviertes  Glykoprotein, Vorlauferprotein r fidie 4
proteolytischen Spaltprodukte Saposin A, B, C undniddulieren die E wurden sieben unterschiedlich lange
7x Hydrolyse von lysosomalen Lipiden); PSAP kommt Skskretprotein ORF-Bereiche des Prosaposin-Gens mit
) und integrales Membranprotein in vielen Geweben imnBllissigkeiten| O'Brien & Kishimoto, 1991| 3'UTR gefischt, die lberwiegend dje
Prosaposin NM 001042465/ NP 001035930| d€s mannlichen Reproduktionstraktes vor, inaRete testis, Ductuli| Sylvesteret al, 1984, 1989 | Saposin B-Domanen drei und vier und
(PSAP) - - efferentes und Caput epididymis PSAP enthalt vier Saposin B-Moraleset al, 2000a,b einen Teil der Saposin A-Domane
525 aa Domanen, aus denen die vier Saposine gebildet werdewei Saposin Hammerstedet al, 2001 enthielten
A-Doménen die dabei abgespalten werdési in Entwicklung und
Erhaltung der méannl. Reproduktionsorgane bei Mausegalviert und
spielt zudem eine Rolle fur die Fertilitdt der Spien
Protein der Kernmembran; das Maus-Homologe wird quikir
exprimiert, die hdchste Expression ist jedoch irstibe wo es distinkt in Gefischt wurden vier verschieden grof3e
4 X den Nukleii von Pachyten-Spermatozyten bis zu ron8eermatiden Bereiche des ORFs mit 3'UTR; die
Germ Cell- nachzuweisen ist. GMCL-1 spielt direkt oder indireldurch Kleimanet al, 2003 5°'UTR sowie unterschiedlich lange
less homolog | \m 178439 NP 848526 | Postmeiotische  Transkriptionsrepression  ein®olle in  der Kimuraet al, 1999, 2003 | Sequenzen des N-Terminus fehlten.
1(GMCL1) - - Spermatogenese. GMCL1-KO-Méause zeigen abnormale Leathermaret al, 2000 Alle Klone enthielten jedoch dig
527 aa Spermatogenese, gestorte Fertilitdt und abber@mtematinstrukturen. BTB/POZ-Doméane und den Q-
GMCL-1 enthalt eine N-terminale BTB/POZ-Doméne Béstandteil deg Terminus. GréRtes Genprodukt 444 ap
Zinkfinger-Motivs fur Protein-Protein-InteraktionenC-terminal sind
keine Doménen vorhergesagt. Eine Lokalisation inmbéwédoden ist
bisher nicht untersucht.
Bei Profilin IV handelt es sich um ein neues Protér Aktin-bindenden Es wurde viermal der komplette ORF
Profilinfamilie, welches Uberwiegend im Testis irend Keimzellen (129 aa) inklusive 5-und 3'UTR als
4x exprimiert ist. Es stellt das S&uger-Homologe zueeigelspermien; potentieller Bindungspartner ermittelt.
Profilin IV NM 199346 NP 955378 Profilin dar. Es ware vorstellbar, dass Uber ein solches Proteidie Obermanret al, 2005 Die ersten 76 aa der 5’UTR befanden
(PFN 1V) - - Verbindung vom C-Terminus des HE6-Rezeptors zum Alkh sich in einem falschen Leseraster, der
129 aa hergestellt wird. Fir PFN IV sind keine distinkten Domanen ORF war korrekt kodiert
vorhergesagt und weder Bindungspartner noch Fumkiéiannt.
SMA4 ist charakterisiert durch die Glyko-hydro-2+Déne (82 aa) defr Es wurden drei identische Klone
3x O-Glykosylhydrolase Familie, die Bestandteil vorG8laktosidasen, (3- gefischt, welche aus dem Grof3teil des
SMA4 Mannosidasen und R-Glucoronidasen ist und konnte dien Theodosiolet al, 1994 ORF (aa 27-140) + 3 "UTR bestehen.
140 aa NM_021652 NP_067684 Kohlenhydratstoffwechsel involviert sein. Jedoch &MA3,4 bisher Die ersten 26 aa des N-Terminus bzw.
nicht charakterisiert und die molekulare Funktionbekannt. Es is die ersten 20 aa der Glyco-hydro-2-
neben einigen anderen Geweben im mannlichen Geakiéxprimiert. Doméne fehlten jedoch.
CRIPT st ein in zahlreichen Geweben cytoplasmhatisgprimiertes
2x Protein, dasnit den Mikrotubuli assoziiert ist. Esbindet direkt an -
Cysteine-rich NM 014171 NP 054890 Tubulin und kann mit dem C-Terminus an weitere Proteinie, 2\B. Niethammeret al, 1998 Es wurde zweimal der komplette ORF
PDZ-binding - - PSD-95 binden, und beide miteinander verlinken. ®SDinteragiert Passafaret al, 1999 (101 aa) inklusive der 5-und 3'UTR
Protein wiederum mit dem NMDA-Rezeptor, der Bestandteil vonmen-Kanélen gefischt.
(CRIPT) in Synapsen ist, so dass CRIPT &sehnittstelle zwischen Signal-
101 aa transduktion des Rezeptors Uber das Zytoskeletangesehen werden

kann. CRIPT hat ein c-terminale Konsensus-SequénRDZ-Bindung.
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PreyInsert Accession Kurze Beschreibung des Proteins Referenzen gefischte Doméanen
mMRNA- Protein
ELMO3 ist zytoplasmatisch exprimiert und gehort &imo/Ced-12-
Familie, die eind-unktion bei der Zytoskelett-Mediation wahrend de Mit dem HE6-C-Terminus wurden die
2x Phagozytose apoptotischer Zellen und bei der Bemgegton Zellen letzten 133 aa des ORF (aa 643-773)
Engulfment haben. Es enthalt das EImo/CED12-Motiv und éiexkstrin homology Lemmonet al, 1998 und die 3'UTR gefischt. Dieser Berei¢ch
and Cell NM 024712 NP 078988 | (PH-) Domane (aa 595-718), die Bestandteil vielerigdalproteine Gumiennyet al, 2001 umfasst 95 C-terminale aa der PH-
motility 3 - - und Zytoskelett assoziierter Proteinest. Die Funktion der PH-Doméne Doméne. Das Elmo/Ced12-Motiv ist in
(ELMO3) ist nicht bekannt; vermutlich spielt sie eine Rdikd der Bindung von G dem Prey nicht reprasentiert.
773 aa Proteinen, Lipiden, phosphorylierter Serin- und édminreste sowie bei
der Anheftung an Membranen.
Bei POMZP3 handelt es sich um ein Fusionsproteilcives N-terminal
der 5° codierenden Region von POM121 &hnlich ia§ €in integrales
2y Kernporen-Membranprotein kodiert, und weiter 3* de® vier letzten Das bindende Protein enthielt den
Exons des Zona pellucida Glykoproteins 3 (ZP3) di@stPOMZP3 Kipersztoket al, 1995 komplette ORF und die 3 "UTR jedoch
POMzP3 | NM_012230 NP_036362 | pesitzt  jedoch  kein  Kernlokalisationssignal ~ und  nieej ohne die ersten 20 N-terminalgn
210 aa Transmembrandomanen, sondern nur die ZP-Doméanan]7@d41) die Aminosauren (insgesamt 191 aa)
fur die Spermien-Adhésion an die Zona pellucida deizelle
verantwortlich sind. Das Protein wird in einer \Zahl von Gewebe
exprimiert, jedoch ist seine Funktion unbekannt.
SVIL ist ein cytoplasmatisch exprimiertes Protedgs mit dem N- Es wurde ein relativ kurzer Bereich des
Terminusmit der Plasmamembran assoziiert ist und C-terminalmit C-Terminus gefischt (50 aa), der 8 vpn
1x F-Aktin interagiert. Es hatEinfluss auf die Aktinpolymerisierung und 36 aa der Villin-Doméne und die [3
. rekrutiert Aktin und andere Zytosklett-Proteinen =zpezialisierten Popeet al.,1998 "UTR umfasst. Zudem enthielt der Kign
Supervillin NM 021738 NP 003165 | Strukturen an der Plasmamebran und dem Zellkerhsemdler Zellen. Wulfkuhle et al, 1999 einen genomischen Einschub von 41|aa
(SVIL) - - SVIL ist ein bipartielles Protein mit distinkten Nimnd C-terminalen Chenet al, 2003 im falschen Leseraster. Die N-terminale
2214 aa Domaénen: es besteht aus einer N-terminalen Kerhdakimnsdoméng Doméne sowie die Gelsolin-Doménegn
und enthalt C-Terminal vier Gelsolin- und eine MiDoméne flr Aktin- fehlten komplett.
und Calcium-Bindung.
Ubiquitéar exprimiertes integrales Membranprotein r déneren
Zellmembran wo es mit Caveolen assoziiert ist, bei denen ds sin
1x nach innen gestilpte Mikrobreiche der Membran hiinda denen de Das bindende Protein enthielt den ORF
Flotillin 1 NM 005803 NP 005794 Protein Ein- und Austritt kontrolliert wird und dieeinen Bickel et al., 1997 ohne die ersten 70 aa plus die 3'UTR.
(FLOTY) - - Ankniipfungspunkt fir Signaltransduktion darstellEAOT1 spielt eine Ding et al, 2005 Die PHB-Doméane und dawoiled-coit
427 aa Rolle bei Vesikel-TransportSignaltransduktion sowie Zytoskelett- Motiv waren komplett vorhanden.
Organisation und interagiert mit einer Vielzahl an Proteinenie D
molekulare Funktion ist jedoch unbekannt. Es beéstals einer N-
terminalen Prohibitin-homologe-Doméne (PHB) (aa286) welche N-
terminal eincoiled-coilMotiv (aa 237-264) enthdlt
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3.2.4 \Verifizierung der Interaktionen zwischen dem HEG6-C-Teminus und den
potentiellen Interaktionspartnern

3.2.4.1 Kontrollmatings

Zur Bestatigung der potentiellen Interaktionen aus Weast Two-HybridLibrary-Screens
wurden zunachst Kontrollmatings mit und ohne Hefestammtausch durchgéfiiladiesen
Matings wurde die Interaktion ddPrey-Proteine mit dem HEG6-C-Terminus, dem dritten
intrazellularen Loop und der Gal4-DNA-BD aBRait Uberprift, um die Spezifitat der
Interaktionen zu ermitteln. In Tabelle 3.5 sind die Ergebnisse zusammengefasst.

Tabelle 3.5: Ergebnisse der Kontrollmatings zur Veifizierung der Interaktionen zwischen dem HE6-C-Teminus und
den gescreenterPrey-Proteinen Interaktion wurde durch Wachstum auf den Selektioedien SD/-LTH, -LTA und —LTHA
detektiert. +++: mehr als 200 cfu/ml auf SD/-Medigawachsen, ++: 10-20 cfu/ml gewachsen, +/-: vertia kleine
Kolonien gewachsen; -: keine Kolonien auf Seleldimadium gewachsen.

Prey-Protein Bait-Protein Mating- Interaktion
Effizienz -LTH -LTA -LTHA
HE6-C-Terminus 26 % +++ +++ +++
Prosaposin HEG6 3IC-Loop 14 % - - -
Gal4-DNA-BD 27 % +/- +/- +/-
HE6-C-Terminus 6 % +++- +++ +++-
Germ Cell-less HEG6 3IC-Loop 8% - - -
Gal4-DNA-BD 8 % - - -
HE6-C-Terminus 15% +++ + +/-
Profilin IV HEG 3IC-Loop 4% - - -
Gal4-DNA-BD 11 % - - -
HE6-C-Terminus 33 % ++ ++ ++
SMA4 HE6 3IC-Loop 46 % - - -
Gal4-DNA-BD 37 % +/- +/- +/-
HE6-C-Terminus 13 % ++ ++ ++
CRIPT HE6 3IC-Loop 65 % - - -
Gal4-DNA-BD 75 % - - -
HE6-C-Terminus 45 % +++ + +
ELMO3 HEG6 3IC-Loop 44 % - - -
Gal4-DNA-BD 22 % - - -
HE6-C-Terminus 24 % +++ +++ +++
POMZP3 HE6 3IC-Loop 20 % - - -
Gal4-DNA-BD 14 % - - -
HE6-C-Terminus 9% +++ ++ ++
Supervillin HEG 3IC-Loop 8 % - - -
Gal4-DNA-BD 7% ++ - -
HE6-C-Terminus 21 % +++ + +/-
Flotillin HEG6 3IC-Loop 20 % - - -
Gal4-DNA-BD 20 % - - -

In den Einzelmatings konnte fur alle neun Kandidaten eine Interakiibpdem HEG6-C-Terminus
bestatigt werden. Fir GMCL1, PEN 1V, CRIPT, ELMO3 und Flotikionnte eine spezifische
Reaktion gezeigt werden. Diese Proteine zeigten nur Intenaktit dem HE6-C-Terminus, jedoch
nicht mit dem dritten intrazellularen Loop des HE6-Rezeptors @ndGal4-DNA-BD. Es fiel

jedoch auf, dass Profilin IV und Flotillin mit 10-20 cfu/ml auf niedtigngentem Medium und nur
vereinzelten Klonen auf hoch stringentem SD/-LTHA-Medium ledigéine schwache Interaktion
mit dem HEG6-C-Terminus zeigten. Fur Prosaposin, SMA4 und Superkdinte eine deutliche
Interaktion mit dem HEG6-C-Terminus detektiert werden. Diese Hreteine zeigten ebenfalls
keine Interaktion mit dem dritten intrazellularen Loop des HEBeR®rs, jedoch war in den
Matings mit der Gal4-DNA-BD vereinzeltes Wachstum diploikéme auf den Selektionsmedien
zu verzeichnen. Dies deutete auf eine unspezifische ReaktiorGaldrDNA-BD mit den

Preyproteinen hin, was die Expression der Reportergene und soroit fadsitives Wachstum
bewirkt. Fir Prosaposin, SMA3,4 und Supervillin kdnnte somit Interaktion durch zifisgiee
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Reaktion mit der Gal4-DNA-BD deBaits vorgetauscht werden. Da jedoch das Wachstum in den
Matingansatzen mit dem HE6-C-Terminus deutlich starkeralain den Ansatzen mit der Gal4-
DNA-BD, und in den Matings mit dem dritten intrazellularen Loop kgin Wachstum diploider
Klone zu detektieren war, wurde trotzdem weiterhin von einer kttera mit dem HEG6-C-
Terminus ausgegangen werden.

3.2.4.2 Einzelmatings mit distinkten Bereichen der potentiellen HE6GAteraktionspartner

Um falsch positive Interaktionen des HEG6-C-Terminus mit Tedimsisprodukten aus UTR-
Bereichen oder mitoiled-coitRegionen auszuschlieen und um die an der Interaktion beteiligten
Protein-Domanen enger einzugrenzen, wurden distinkte Bereiche mEentiellen
Interaktionspartner subkloniert und mit diesen weitere Y2H-Emmathgs durchgefihrt.
Zusatzlich wurde ein Vektortausch vorgenommen, das heil3t der HE8rarlis als Fusion mit
der Gal4-AD alsPrey und die potentiellen Interaktionspartner als Fusion mit der GHIA-BD

als Bait exprimiert, um unspezifische Reaktionen der Gal4-DNA-BD denh potentiellen
Interaktionspartner, wie sie im Kontrollmating beobachtet wurden,unterbinden. Fir die
Verifizierung wurden distinkter Bereiche wie ORFs oder PreBmmanen der potentiellen
Interaktionspartner, die in den Origifdtey-Plasmiden reprasentiert waren, ausgewahlt. (siehe
Tabelle 3.6).

Tabelle 3.6: Klonierung distinkter Bereiche der poentiellen HE6-Interaktionspartner fiir Interaktionss tudien im Yeast
Two-Hybrid-System Es wurden nur Bereiche kloniert, die bereits @ém dirspriinglichefPreyPlasmiden reprasentiert waren.
Die klonierten Bereiche sind rot umrandet. Dieseden sowohl in den Vektor pGBKT7 als auch in pGADiGiert. ORF:
Open reading frameaa: Aminosaure, UTR: untranslatierte Region;eénsthematischen

Interaktions- Klonierter Bereich Schematische Darstellung
partner

aa 320-476 des ORF inklusive der Sapad
Prosaposin B-Doménen drei und vier (71 von 73 aa (
SapB3 und 65 von 74 aa der SapB4)

Germ Cell-less | a) 154 aa des ORF inklusiver der BTB/PQ

homolog 1 Domaéne (109 aa)

(GMCL1) b) kompletter ORF (527 aa)

Profilin IV Kompletter ORF des Profilin IV (129 aa) PEAM: Profilin

(PFN 1V) ohne 5°- und 3°'UTR
ORF inklusive Glyco-hydro-2- Doméne (11¢

SMA4 von 140 aa), es fehlen die ersten 26 aal|d hydro-2

N-Terminus = die ersten 20 aa der Glygc

hydro-2-Doméane (GH2)

Cysteine-rich Kompletter ORF des CRIPT (101 aa) ohn
PDZ-binding | 5™-und 3'UTR j CRIPT |
Protein (CRIPT)

Engulfmentand | 126 C-terminale aa des ORF (aa 647-77<

Cell motility 3 Dieser Bereich umfasst 95 C-terminalen |a il _‘ __@
(ELMO3) der PH-Domane (123 aa) sowie den |C fLholE E
Terminus
ORF minus die ersten 20 N-terminalen |a
POMZP3 (insgesamt 191 von 210 aa); dieser Bersic =
umfasst die komplette ZP3-Domane
zwei von funf Gelsolidomanen und eine ]
Supervillin Villcilndr(])még‘e; ognsgug!regomischen Einschul ‘r)lf}—‘}*‘)—“
(SVIL) und ohne 5°- un
190 aa des ORF welche die PHB-Doman —
Flotillin 1 ohne das N-terminaleoiled-coi-Motiv (107 : Q PHB c-Coil
(FLOT1) von 182 aa; der PHB, die 76 C-terminalen|z _—— 7

fehlen) enthalt;
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Die ausgewahlten Bereiche wurden mittels PCR amplifioeetr durch Restriktionsverdau aus den
Prey-Plasmiden ausgeschnitten und anschlielend Uber Restriktionssehartt im richtigen
Leseraster in die Hefevektoren kloniert. In Einzelmatingsdendtie Interaktion dieser Konstrukte
mit dem HEG6-C-Terminus untersucht. Als Negativkontrolle dientendlimatings gegen die Gal4-
AD. In Tabelle 3.7 sind die Ergebnisse der Einzelmatings dargestellit.

Tabelle 3.7: Ergebnisse der Einzelmatings zur Verifierung der Interaktionen zwischen dem HE6-C-Termnus und
distinkten Bereiche derPrey-Proteine. Interaktion wurde durch Wachstum auf den Selektieedien SD/-LTH, -LTA und —
LTHA detektiert. +++: mehr als 200 cfu/ml auf SDelMum gewachsen, ++: 10-20 cfu/ml gewachsen, eteinzelte kleine
Kolonien gewachsen; -: keine Kolonien auf Seleldimadium gewachsen. n.d.: nicht durchgefiihrt odgt mirfolgreich

Bait-Protein Prey-Protein Interaktion
-LTH -LTA -LTHA
Prosaposin HE6-C-Terminus - - -
Saposin-B Doménen 3+4 Gal4-AD - - -
Germ Cell-less HE6-C-Terminus - - -
POZ-Domane Gal4-AD - - -
Germ Cell-less HE6-C-Terminus n.d. n.d n.d.
ORF Gal4-AD n.d. n.d n.d.
Profilin IV HE6-C-Terminus - - -
ORF Gal4-AD - - -
SMA4 HE6-C-Terminus +++ ++ ++
ORF inkl. Glyco-hydro-2-Doméne Gal4-AD +/- +/- +/-
CRIPT HE6-C-Terminus +++ +++ ++
ORF Gal4-AD - - -
ELMO3 HE6-C-Terminus - - -
PH-Domane Gal4-AD - - -
POMZP3 HE6-C-Terminus +/- +/- -
ORF inkl. ZP3-Domane Gal4-AD +/- +/- -
Supervillin HEG6-C-Terminus - - -
Zwei Gelsolin- und eine Villindomane Gal4-AD - - -
Flottilin HEG6-C-Terminus - - -
PHB-Domane ohne coiled-coil-Motiv Gal4-AD - - -
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Abb. 3.9: Quantitativer -Galaktosidasetest zur Analyse der HEG6-Interaktionmit SMA4 und CRIPT. Dargestellt sind
die ermittelten -Galactosidase-Aktivitaten [Milliunits/(ml x Zellghdiploider Klone aus den Matings. Die rote Limmarkiert
den Negativwert als Ausschlussgrenze. * zeigt filgmte -Galaktosidase-Aktivitat im Vergleich zur Negativimlle.

Nach Entfernung unspezifischer Regionen zeigten nur noch CRIPT und Siki&thteraktion mit
dem HEG6-C-Terminus. Hier scheinen tatsachlich die Proteinet seilder Interaktion beteiligt zu
sein. Fur CRIPT konnte eine spezifische Interaktion mit HE6 bétdtawerden, wohingegen
SMA4 geringes Hintergrundwachstum in den Kontrollansétzen ezeds auf eine schwach-
unspezifische Reaktion mit der Gal4-AD hindeutet. Da jedoch dashsian in den
Matingansatzen mit dem HE6-C-Terminus deutlich starkeralain den Ansatzen mit der Gal4-
AD und flr die Kontrolldiploiden in einem quantitativerGalaktosidasetest keine signifikante
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Galaktosidase-Aktivitdt gemessen werden konnte, wurde var &iteraktion mit dem HEG6-C-
Terminus ausgegangen. DerGalaktosidasetest (Abbildung 3.9) bestatigte fur beide Proteine,
durch eine signifikante Expression desZ-Reportergens, eine spezifische Interaktion mit dem
HEG6-C-Terminus. Quantitativ konnte fur CRIPT mit 5,6 Units estégrkere HEG6-Interaktion
ermittelt werden als fiur SMA4 (4 Units).

Die Matingansatze fir Supervillin stehen noch aus, so dasssdieserst als potentieller
Interaktionspartner bestehen bleibt. Die ausgewahlten BereichePwsaposin und GMCL1
zeigten keine Interaktion mit dem HE6-C-Terminus. Beide R@tsind mit 525 aa bzw. 527 aa
relativ grof3e Proteine, von denen in den Y2H-Library-Screemsares unterschiedliche Bereiche
als potentielle Interaktionspartner gefunden wurden (siehe TaBdje Fur die Einzelmatings
wurden die am haufigsten reprasentierten Bereiche, bei Prosam$aposin-Doménen drei und
vier und bei GMCL1 die BTB/POZ-Domane kloniert. Diese reichegiogh fir eine Interaktion
mit HE6 nicht aus, so dass eine falsch positive Interaktion duralirgpeiinglich in denen Klonen
enthaltenen UTRs vermutet werden kann. Es besteht jedoeldi@ukioglichkeit, dass andere oder
groRere Bereiche der Proteine eine Interaktion mit HE6 vetmiten dies zu untersuchen, stehen
weitere Interaktionsstudien mit distinkten Protein-Breichen ddarganzen Proteinen aus, fur die
im Rahmen dieser Arbeit keine Zeit mehr war. Fir die Ubrigeghss Proteine konnte nach
Entfernung von 5UTR, Lesrasterverschiebungen uoailed-coitRegionen keine oder falsch
positive Interaktion mit dem HE6-C-Terminus gezeigt werdemdigsen Proteinen war die in den
Y2H-Library-Screens detektierte Interaktion auf unspezifische Reaktiaméokzufuhren.

3.3 GezielteYeast Two-HybridStudien zur Interaktion des HEG6-Rezeptors
mit 14-3-3-Proteinen und NHERF1

Zusatzlich zum Bibliothek-Screening wurden gezielt mdglicimerbktionspartner getestet.
Sequenz-Motiv-Analysen mit dem Online-Prograr8imple Modular Architecture Research Tool
(SMART, http://smart.embl-heidelberg.de/) sagten fir den HE&fhus zwei Motive voraus,
die Hinweise auf mogliche Interaktionspartner geben (sid¢di@ldung 3.3). Zum einen wurde eine
Serin-reiche Region von 29 aa ermittelt. Es ist bekannt, dass34@eine an solche Sequenzen
binden kdénnen; eine dezidierte Konsensussequenz gibt es jedoch nicht.Prdt8i3e sind kleine
regulatorische Moleklle der Signaltransduktion die unter anderemAdapterproteine in
Multiproteinkomplexen eine Schlisselrolle bei der Signaltransoluk®Zellteilung und Apoptose
einnehmen [Xiacet al, 1995; Fuet al, 2000]. Eine Interaktion von GPCRs Uber den C-Terminus
mit 14-3-3-Proteinen wurde bereits fir den FSH-Rezeptor [Cehah 2004], den PTH-Rezeptor
[Tazawa et al., 2003] und den GABAB-Rezeptor [Couw al., 2001; Brocket al, 2005]
beschrieben. Zudem wurde fir verschiedeBeéAdrenalinrezeptoren eine Interaktion von 14-3-3-
Proteinen mit dem dritten intrazellularen Loop beschrieben ¢Breet al, 1999]. Fiur eine
mogliche 14-3-3-Bindung kamen somit die Serin-reiche Region imr@ilias sowie der dritte
intrazellulare Loop von HEG in Frage.

Als zweites Motiv wurde am absoluten C-Terminus (IEQM-CO@HE Konsensus-Sequenz (X-
D/E-X- -COOH; X = beliebige Aminosaure, = hydrophobe Aminoséure) fur die Bindung von
Proteinen mit PDZ-Doméanen festgestellt. PDZ-Domé&nen sind mediantein-Interaktions-
Domanen, die eine Rolle im Protein-Targeting und bei der spefzéfn Anordnung von Protein-
Komplexen spielen. Ein PDZ-Protein, das aufgrund seiner Funktion und sekaisation in
polarisierten Epithelzellen als Interaktionspartner flir HEErage kame, ist derdiH Exchanger
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Regulatory actor NHERF1 [Reczekt al, 1997; Weinmaret al, 1995 + 2005]. NHERF ist apikal
in den nicht-Zilien tragenden Epithelzellen der Ductuli efferertdalisiert und mit dem
Aktinzytoskelett der Plasmamebran assoziiert. Es hat eine Barthi der Flussigkeitsresorption
im proximalen Nebenhoden [Weinmahal, 2005; Yunet al., 1997]. Da fir NHERF1 bereits in
frheren Studien eine Interaktion mit Signalmolekilen, GPCRs, lomspunatern und Zytoskelett-
Proteinen gezeigt werden konnte [Edigerl, 2002; Voltzet al, 2001; Shoret al, 1998; Sulet

al, 2001; Moraleset al., 2004], kbnnte es ein Adapterprotein zwischen dem HE6-Rezeptor und
lonentransportern oder dem Zytsokelett darstellen und so in die lgB&KE&ansduktion und
Regulation der transepithelialen Flussigkeitsresorption im iNedmen eingebunden sein. Sowohl
14-3-3 als auch NHERF1 wurden deshalb als potentielle Interaktibmspdes HE6-Rezeptors in
Erwagung gezogen. Um eine mogliche Interaktion der beiden Protgirdem HE6-C-Terminus
zu untersuchen, wurden die Proteine in die Hefevektoren pGBKT7 und pGADT2&rkland
Einzelmatings gegen den HE6-C-Terminus, den dritten intrazedlulLoop und die Gal4-Doméane
durchgefuhrt. Fur die Interaktionsstudien wurde der komplette ORF vd&RRH (NM_012030)
sowie die ORFs der 14-3-3-Isoformen Zeta (NM_003406), Eta (NM_003405) und Theta
(NM_011739) ausgewahlt. Diese 14-3-3-Isoformen sind im mannlichen Gexktadtxprimiert
und es wurden fur sie bereits Interaktionen mit dem C-Terminus B¥CL verschiedener
Rezeptoren beschrieben. In Einzelmatings sowohl mit den potemtiél&-Interaktionspartnern
als Bait (Fusion an Gal4-DNA-BD) als auch alBrey (Fusion an Gal4-AD) wurden
Interaktionsstudien mit dem HE6-C-Terminus und dem 3ICL durchgeffilsrtontrolle wurden
Ansatze mit den Gal4-Domanen mitgeflihrt. Trotz guter MatirigiEhzen wuchsen keine Klone
auf den Selektionsmedien, die auf Interaktion mit dem HE6-Rezbaptdeuten wirden (Daten
hier nicht gezeigt). Es konnte also weder fur die 14-3-3-Proteoeh fir NHERF1 eine
Interaktion mit dem HE6-C-Terminus oder dem dritten intrazellularen Loogigiezerden

3.4 gezielte Y2H-Studien zur Interaktion von HE6 mi Profilinen

In den Y2H-Screenings mit dem HE6-C-TerminusBdst wurde ein neues Mitglied der Profilin-
Familie, das Profilin 1V, als ein potentieller Interaktiongpar ermittelt, das eine Verbindung
zwischen dem HE6-Rezeptor und dem apikalen Aktin-Zytoskelett herstatid somit eine Rolle
bei der intrazellularen Signaltransduktion spielen kénnte. Dieseakiton liel3 sich jedoch nicht
bestéatigen. In weiterfihrenden Einzelmating-Experimenten wurde redigliche Interaktion des
humanen und murinen epididymalen Rezeptors (HE6/ME6) mit weitererlirRlsdformen
untersucht. Fur die Interaktionsstudien wurden die ORFs des humanen undmfrofilin IV
(BC029523/ NM_028376), sowie der Profiline Il (NM_053024) und Il (NM_029303) sowohl als
Bait als auch al®reyverwendet (siehe Tabelle 3.16). Untersucht wurde eine mdglichraktita

mit dem C-Terminus und dem 3ICL von HE6 (AF538954) und ME6 (AF538952). Es konnte
jedoch weder fir das humane und murine Profilin IV noch fur die Profllinend Il eine
Interaktion mit dem C-Terminus oder dem 3ICL des HE6-/ME6-Rers gezeigt werden. Dies
deutet darauf hin, dass der HE6-Rezeptor keine direkte InteraktialemiProfilinen eingeht und
bestétigt, dass es sich bei der im Y2H-Screen detektienteraktion mit Profilin IV um eine
falsch positive Bindung handelte.

Da es sich jedoch bei dem Profilin IV um eine bisher unbekdmaiin-Isoform handelt, wurde
dieses im Rahmen dieser Arbeit naher untersucht.
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3.5 Verwandtschaftsbeziehungen innerhalb der Profih-Familie

Im Vergleich zu somatischen Geweben weist der Hoden der t8&egeeinschliel3lich des
Menschen, ein ungewohnlich komplexes Muster der Profilin-ExpressiorNaben den beiden
Profilinen I und I, ist hier das Profilin 1ll zu finden, welchagsschliel3lich in den Keimzellen
exprimiert ist [Huet al.,2001; Brauret al.,2002; Obermanet al, 2005]. Auch fir das inYeast
Two-HybridScreen mit dem HEG6-C-Terminus aBait entdeckte Profilin IV, konnte als
Hauptexpressionsort in allen untersuchten Spezies (Mensch, Ratte usjld¥lanfalls der adulte
Hoden ausgemacht und eine Lokalisation des Proteins in den Keimbelidrachtet werden
[Obermannet al., 2005]. Durch Datenbankrecherche konnte fiir Ratte, Maus und Mensch
inzwischen inExpressed sequence tagSSTs) aus Testis eine zusatzliche, X-chromosomal
lokalisierte Profilin-ahnliche-Sequenz, (Profilin V genannt) erktieerden (siehe Abb. 1.10 C).
Das neue Profilin V-Gen wurde noch nicht kloniert und naher chara&terigedoch zeigen
Sequenzanalysen, dass dieses ebenso wie das Testis-spezifiditinel IPaus einem intronlosen
Gen besteht und aufgrund seiner Homologie in die Familie der Reoffingegliedert werden
muss. Hierdurch erhoht sich die Zahl der bei Sdugern beschrieBevi@m-Gene auf finf, aus
denen durch alternatives SpleiBen des PFN II-Gens sechdinFrofiteine resultieren. In
Abbildung 3.10 ist eindPair-DistanceAnalyse der sechs Profilin-lsoformen des Saugers auf
Aminoséaure-Ebene am Beispiel der humanen Profiline gezeigt.Veagleich zeigt, dass die
Profiline I, Il lll und V in eine gemeinsame Gruppe clusterrdigser Gruppe weist das neue PFN
V die geringste Homologie zu den anderen Profilinen auf und bildeh &igenen Zweig. Profilin

IV weist insgesamt mit nur durchschnittlich 23 % die geringdtanologie zu den anderen
Profilinen auf und clustert in eine separate Gruppe.

A huFFN |
| hu PEN I
hu PFN lla
hu PFN Il
T hu PFN Y
- hu PRI IV
1 1 1 | 1 | | 1 | 1
B 90 a0 70 B0 50 40 30 20 10 0 C
PEN | | PFNlla | PENIIb | PEN Il | PENIV | PENV PFEN V ESTs
PFN1 (NM_005022) 100%| 544% | 548%| 442% 23.6% 305/%| human | BX105859
PFN Ila (NM_002628) 100% | 908% | 399%| 238% 326% Al004803
PFN Ilb (NM_053024) 100 % 403% | 24,69 352% Al805288
PEN Ill (NM_00102988% 100% | 215%| 2589% | Maus BX629514
PEN IV (NM_199346) 100% | 249% AV258284
PFN V (BX105859) 100 % Ratte XM 234152

Abb. 3.10: Pair-Distance-Analyse der humanen Profihe auf Aminosdure-Ebene nach der Clustal-Methode ihdem
Programm MegAlign (DNAstar). (A) Phylogenetischer BaumB) Homologien zwischen den Profilinen in %)(PFN V
ESTs aus Ratte, Maus und Mensch.

3.6 Synthese der Testis-exprimierten Profiline Illund IV in der Ontogenese

Im Rahmen dieser Arbeit sollte das komplexe Muster der Pr&#pression im Testis und in den
Keimzellen der Sauger naher betrachtet werden. Um Hinweisenéagliche Funktionen der
Profiline wahrend der Spermatogenese, inshesondere bei deni@prese, zu erhalten, wurde
die zeitliche und Entwicklungs-abhangige Expression sowie die zellul@ad subzellulare
Lokalisation der Profiline im méannlichen Genitaltrakt der S#umuf mRNA und Protein-Ebene
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untersucht. Vor allem die Zelltyp- und Stadien-spezifische Egjmesder Testis-exprimierten
Profiline 11l + IV wahrend der Spermatogenese in den Keimzellen soller méteuchtet werden.
Die Analyse der mRNA-Expression der Testis-exprimiertenil®veflll und IV erfolgte in den
veroffentlichten Studien hauptsachlich durch Northern-Blot-Analysehn situ-Hybridisierungen
[Hu et al., 2001; Braunet al., 2002, Obermanmt al, 2005]. In vorliegender Arbeit wurde die
MRNA-Expression der Profiline im Nagermodell in verschiedenewegben und in einer post-
natalen  Entwicklungsreine des Hodens sowie human  bei  unterschiadliche
Spermatogenesestorungen durch die empfindlichere (RT)-PCR-Anatysesucht. Durch PCR-
Amplifikation der Profilin-mRNAs mit jeweils spezifischenifern (Tabelle 2.4 und 2.7) konnten
die Expressionsmuster aller funf Profiline ermittelt und miteinandegtieeen werden.

Auf Protein-Ebene wurde das Expressionsmuster der Profiline durctem/@ot-Analyse mit
Profilin-spezifischen Antikérpern (Tabelle 2.22) ebenfalls irsekiedenen Geweben, einer post-
natalen Entwicklungsreihe des Ratten-Hodens sowie bei chiedichen Spermatogenese-
storungen des Menschen untersucht. Die Spezifitdt und Funktionalit&eeendeten Profilin-
Antikdrper im Western-Blot wurde zuvor mit vitro translatierten Profilinen und Gewebelysaten
getestet. Da fur das neue Profilin V bisher noch keine Antikorpeerget wurden, konnte die
Expression und Lokalisation dieses Profilins auf Protein-Ebene nicht untersudbhwe

Zur Analyse der genauen zellularen und subzellularen LokalisatidPrdiine in den Keimzellen
kam die Methode der Immunozytochemie zum Einsatz. Die Stadieiiisg®ez Expression und
subzellulare Lokalisation der Profiline in den Keimzellen wuatdand von Laser-konfokalen
Mikroskopbildern dokumentiert.

3.6.1 Profilin-Antikdrper und ihre Spezifitat im Western-Blot

Fur die Detektion der Profiline in Western-Blots und Immunozytochestairden die in Tabelle
2.22 aufgefuhrten Profilin-Antikdrper zur Verfigung. Bei den PEN 1l @kN [V-Antikbrpern
handelt es sich um polyklonale Antiseren, die durch Immunisierung von Kamnbzw.
Meerschwein mit einem chemosynthetischen Profilin-Oligopeptiogaen wurden (Pineda-
Antikérper Service). Vor Durchfiihrung der Western-Blot-Analysen aumitHung der Profilin-
Expressionsmuster wurden die Antikbper auf ihre Spezifitdt und Funktiiradi dieser Methode
gestestet.

3.6.1.1 Western-Blot-Analyse mitn vitro translatierten Profilinen

Zur Analyse der Spezifitat der Profilin-Antikdrper wurden dieoffine | bis IV in den
Expressionsvektor pGBKT7 kloniert und mit demNT®-T7 Quick Coupled Transcription,
TranslationSystemn vitro translatiert. Jeweils 4 ul der vitro translatierten Profiline, wurden per
SDS-PAGE in einem 10 % Acrylamid-Gel elektrophoretisch aufgetreind auf eine PVDF-
Membran transferiert. Die Membranen wurden anschlie3end tUber NacHiGmit den Profilin-
Antikdpern inkubiert. Die Detektion und Visualisierung der Antikomperkierten Profiline
erfolgte Uber Cy5-konjugierte Zweitantikdrper (1:500) und mit dem Flowgéer Storm™860. In
Abbildung 3.11 sind die Western-Blot-Analysen mit denvitro translatierten Profilinen zur
Ermittlung der Spezifitat der Profilin-Antikdrper dargestellarweg sei erwéahnt, dass dievitro
translatierten Profiline aufgrund des angeflugtemyc-tag bei Expression aus dem Vektor
pGBKT7 bei ca. 16kDa statt 14 kDa bandieren sollten.
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Wie zu erkennen ist, konnte mit dem jeweiligen Profilin-AntisdranWestern-Blot eine ca. 16
kDa grof3e Proteinbande bei der entsprechenden Profilin-Isafetaktiert werden, so dass davon
auszugehen ist, dass die verwendeten Antikorper die jeweildisgiezn Profiline erkennen. Es
fiel jedoch auf, dass die Profilin 1ll- und IV-Antikdrper, im Untenged zum PFN [I-Antikorper,
neben der Profilinbande bei ca. 16 kDa unspezifisch weitere Proteine ma(kieres Abb. 3.11).

3.6.1.2 Western-Blot-Analyse von Testis-Lysaten

Um zu kontrollieren, ob die Profilin-Antikbrper auch auf Gewebelysapezifische Signale
geben, in denen die Profiline nicht so konzentriert wim mtro-Translationsansétzen und zudem
modifiziert und evtl. anders gefaltet vorliegen, wurden Westdéoi-Bnhalysen mit Gewebelysaten
durchgefuhrt. Da sowohl fur PFEN Il als auch PEN 1V Expression @sti$ der Nager beschrieben
ist [Obermanret al., 2005], wurden zur Analyse der Funktionalitat der Antikorper je 80 pgsvi
und Ratten-Testis-Lysat per SDS-PAGE aufgetrennt, auf aib&-Miembran geblottet und diese
anschlieBend fur die immunologische Detektion mit den Profilin-Antikarpgerwendet. In
Abbildung 3.12A ist das Ergebnis der Western-Blot-Analysen dargestellt.
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Abb. 3.12: Western-Blot-Analyse zur Funktionalitat der Profilin-Antikbrper auf Testis-Lysaten. (A) Detektionsmuster
der Profilin I, lla, Ill und IV;(B) Detektionsmuster des PFN IV-AK. Die Detektion uviualisierung der Antikorper-
markierten Profiline | bis Il erfolgte Uber Cy5-mkéerte Zweitantikbrper (1:500). Der PFN IV-WestdBtot wurde unter
nativen Bedingungen durchgefiihrt und die Detektdea Antikrper-markierten PEN 1V erfolgte mit der@IEPIus-System.
MT. Maus-Testis, RT: Ratten-Testis, AK: AntikOpBFN4*: PFEN IV mit His-tag.

Mit den Profilin I, 1l bzw. Ill-spezifischen Antikérpern konntenutiéche Proteinbanden bei ca. 14
kDa detektiert werden, wobei der Profilin Ill-Antikbrper zusétzliohspezifische Proteinbanden
bei ca. 28 und 38 kDa sowie im héhermolekularen Bereich lieferte. &hrPIV-Antikdrper
markierte recht schwache Proteinbanden bei ca. 14 kDa, bei desieh @shrscheinlich um PFN
IV handelt. Jedoch sind die Western-Blot-Analysen mit dem RBP¥MK mit Vorsicht zu
interpretieren, da dieser bei der Detektion in GewebelysaterreljeReobleme bereitete. Der
Antikdrper markierte insgesamt im Lysat zwar mehrere Rroégiden, jedoch waren diese vor

allem im niedermolekularen Bereich von 14-17 kDa oft so schwach,saasscht als spezifisch
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angesehen wurden. In Abb.3.11B ist exemplarisch ein typisches DetektiomsdessProfilin V-
AK gezeigt. Wie zu erkennen ist, konnte hochkonzentriertes, rekombinant exfgegReN IV mit
His-tag(ca. 16 kDa) von dem AK eindeutig markiert werden. In den Tkgsiaten jedoch sind im
Bereich der nativen Profiline bei ca. 14 kDa nur sehr schwadatkierta Proteinbanden zu
erkennen, die nicht als eindeutiges Signal angesehen wurden. Auch dierdferwendung
sensitiverer Detektionssysteme, wie dem ECL-Plus-Systentrafyeh grol3erer Proteinmengen
oder durch den Einsatz verschiedener Gelsysteme und Laufpuffer, (hertaturierend) konnten
oft keine Verbesserungen erzielt werden. Abbildung 3.11 zeigt eireste¥i-Blots, in dem eine
Profilin-Bande zwar schwach, aber eindeutig markiert werden koGeteerell bleibt festzuhalten,
dass der Profilin IV-AK aufgrund schwacher und nicht eindeutigarkierungen nicht fur
Western-Blot-Analysen geeignet schien. Die Ursachen hiefir koniedfdltig sein. Bei dem
verwendeten PFN IV-AK handelt es sich um ein Antikérper-SerumMeerschwein, das nur
spezifisch ein Epitop erkennt. So besteht z.B. die Mdglichkeit, dasadkddurch unvollstandige
Renaturierung des PFN IV beim Blotten oder aufgrund einer Pralteing des nativen Profilins,
die das Epitop verbirgt, nicht in der Lage ist, Profilin IMsaGewebelysaten mit ausreichend
starker Affinitat im Western-Blot zu markieren.

Die im Folgenden gezeigten Western-Blot-Analysen wurden allesaiinden hier getesteten
Profilin-Antikdrpern durchgefihrt. Aufgrund der durchgefihrten Testd Eish sagen, dass die
AK fur PFN I, Il und IIl, auch in Gewebelysaten, spezifisch die jeweiligenilPmrkennen.

3.6.2 Die Testis-exprimierten Profiline Il und IV im Nagermodell
3.6.2.1 Gewebe-spezifische Expression der Profiline

Zunachst wurde zur Kontrolle bereits beschriebener Profilin-Expresauster sowie zur Analyse
der Expression des neuen Profilin V die Gewebe-spezifische Mageier Profilin-mRNAs im
Nagermodell durch RT-PCR untersucht. Analysiert wurde die Expresser Profiline in
Nebenhoden, Testis, Gehirn, Herz, Leber, Niere, Milz und Lunge adlédiesen, aus denen RNA
extrahiert und cDNA, als Template fir die PCR, synthetisierde. Aus den gleichen Geweben
wurden Gewebelysate hergestellt, um durch Western-Blot-Agralgse Gewebe-Verteilung der
Profilin-Proteine zu untersuchen.

3.6.2.1.1 Transkript-Ebene

In Abbildung 3.13 sind die Ergebnisse der RT-PCR-Analyse zur Gewpelzdischen Profilin-
Expression bei der Maus im Agarosegel dargestellt. Eslistkennen, dass der Hoden der Sauger
im Vergleich zu somatischen Geweben ein ungewdhnlich komplexes rMdste Profilin-
Expression aufweist. Im Gegensatz zu allen anderen getesteterbé&dezeigt lediglich dieses
Gewebe eine deutliche Expression aller funf Profilin-mRNAs.

Fur die Profiline 1 und Il konnten die bekannten Expressionsmust&® pEICR bestatigt werden:
Profilin I ist ubiquitar in allen Geweben exprimiert [Witke al, 2001], Profilin lla hauptsachlich

in Gehirn und Nebenhoden sowie unterschiedlich stark/schwach in denra@asveben [Honore

et al., 1993, Lambrechtst al, 2000]. Mit PFN lll-spezifischen Primern konnte ein PCR-Produkt
im Nebenhoden, Testis und in der Niere detektiert werden. igaal$n der Niere ist jedoch nicht
auf Transkription des Profilin 11I-Gens zurtckzufuhren, sondernitreguaus dem Transkript des
slc34d-Gens (kodiert fur einen Natrium-abhangigen Phopshatase-Transpeetehes in seiner
3'UTR die Profilin Ill-Sequenz inantisenseOrientierung enthalt [Braumt al., 2002]. Somit
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konnte fur Profilin Il eine spezifische Expression im méannlichenit@krakt der Sauger bestétigt
werden, wobei die Expression im Hoden uberwiegt und im Nebenhoden gedhg ist.
Hauptexpressionsort der Profilin IV mRNA ist ebenfalls dertaddbden. Im Unterschied zu den
von Obermanret al. (2005) durchgefuhrten Northern-Blot-Analysen scheint das Transkdpth
nicht auf den mannlichen Genitaltrakt begrenzt zu sein. Durchemligfindlichere RT-PCR-
Methode konnte die PFN IV mRNA, wenn zum Teil auch nur schwach, @m gktesteten
Geweben nachgewiesen werden. Der Hoden stellt aber den Hauptexgasslar. Auch bei der
neu entdeckten Profilin V-Sequenz scheint es sich um ein hauptbarhli€estis exprimiertes
Transkript zu handeln. Ahnlich dem Profilin IV zeigt es zusé&tziipression im Gehirn und sehr
schwach in der Lunge und der Milz, jedoch nicht in Herz, Leber unck Nidle Profiline, bis auf
das Testis-spezifische Profilin 11l, werden bereits im frihen Embryol@) @anskribiert.
Zusammenfassend lasst sich sagen, dass alle funf ProfilireRNsAHEbene im Hoden exprimiert
werden, die Profiline lll, IV und V jedoch tberwiegend oder sogar ausschliefflitesem Organ.

Embryo d10
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Gehirn
Herz
Leber
Niere
Milz
Lunge
H,O

Profilin |

Profilin lla

Profilin

Profilin IV
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Abb. 3.13: RT-PCR-Analyse zur Gewebe-spezifischenrdfilin-Expression am Beispiel der Maus Gezeigt ist die
Agarosegel-Elektrophorese, in der jeweils 5 pl R8FPCR-Ansatze aufgetrennt wurden. Die rote Umragdiebt die im
Testis detektierten Transkripte hervor.

3.6.2.1.2 Protein-Ebene

Wie in Abb. 3.14 an einem Coomassie-gefarbten Proteingel
erkennen ist, konnten aus allen Geweben erfolgreich Lysateimeit
reprasentativen und gleichméaRigen Proteinverteilung von 6-190 .
hergestellt werden. Fur die Western-Blot-Analysen wurden jsw = B

80 ng Gesamtprotein eingesetzt. z 1 (| | P
, - 4 E ! 38

-
Abb. 3.14: SDS-PAGE-Analyse der Gewebelysat®argestellt ist das Coomassic ¥ - -
Blau-gefarbte Proteingel nach SDS-PAGE. Aufgetragarden jeweils 80 pg Gewebe: 6
Lysat
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Abb. 3.15: Western-Blot-Analyse mit Profilin-Antikdrpern zur Gewebe-spezifischen ProfilinExpression im
Nagermodell (A) Expression der Profiline I bis IV in verschieder@@eweben der RattéB) Expression der Profiline 11l und
IV in Gehirn und Testis bei Ratte und Maus; aufggén wurden jeweils 80 ug Gesamtprot@iie Detektion der Profiline
erfolgte mit folgenden Antikdrperrerofilin I: polyklonaler Profilin-AK (Novus) 1:1000Profilin lla: Anti-mPFN2aAS361,
1:2000, Profilin 11l: PEN I1I-AK aus Kaninchen, d021:700, Profilin IV: PFEN IV-AK aus Meerschweinl120, 1:300. Die
Visualisierung der Antikdrper-markierten Profilieefolgte Uber Cy5-markierte Zweitantikdrper (1:500)

In Abbildung 3.15 ist das durch Western-Blot ermittelte ExpressionsmadsteProfiline in den
verschiedenen Geweben gezeigt. Profilin | konnte analog zur R@Rs® im Testis und in allen
anderen Geweben nachgewiesen werden. Profilin lla zeigt in @steYd-Blot-Analyse starke
Expression im Gehirn und im Testis. In den anderen Geweben konnte endivesiehr schwaches
oder gar kein Profilin lla-Signal detektiert werden. Fur Hirofil konnte auf Protein-Ebene eine
Testis-spezifische Lokalisation gezeigt werden. Aufer im Hodardevin keinem anderen
Gewebe, auch nicht der Niere, ein Signal detektiert. Prdflikonnte durch schwach markierte
Proteinbanden bei ca. 14 kDa ebenfalls im Hoden nachgewiesen wandé&hofilin 1V-Synthese
in den anderen Geweben lassen sich jedoch keine definitivengkuassechen, da bei diesen mit
dem PFN IV-AK im Western-Blot keine eindeutigen Proteinbandemkiert werden konnten.
Aufgrund der etwas starkeren Proteinbanden in Leber, Herz und kéienée ein Vorkommen des
Profilin IV-Proteins in diesen Geweben vermutet werden. Im Geédimmte keine Proteinbande
detektiert werden, so dass zu vermuten ist, dass PFN IV blargyinthetisiert ist. Die Expression
der Profiline 11l und IV in Gehirn und Testis bei Ratte und Maus wurde in einerareeitVestern-
Blot untersucht (Abb. 3.15B). Hier zeigte sich, dass Profilin 1V, afdwals Transkript
nachgewiesen, auf Protein-Ebene scheinbar nicht im Gehirndiekglist. Die Proteine konnten
Ubereinstimmend mit Obermam al. (2005) nur im Testis detektiert werden. Jedoch ist fir PEN
IV zu berlcksichtigen, dass der Antikdrper nicht optimal ist, 3 @ne Profilin IV-Expression
im Gehirn nicht grundsatzlich ausgeschlossen werden kann.

Zusammenfassend ergibt sich, dass der Hoden der Sauger imidfemgiessomatischen Geweben
ein ungewohnlich komplexes Muster der Profilin-Expression aufweist. Ebenso wiélAtEBene
sind auch auf Protein-Ebene zusatzlich zu den bekannten Profilinemd I1I, Profilin 1
ausschlie3lich und Profilin IV scheinbar hauptsachlich in diesegarOokalisiert. Die Expression
des neuen Profilin V auf Protein-Ebene bleibt zu untersuchen.
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3.6.2.2 Entwicklungs-abhangige Expression der Profiline

Die Entwicklungs-abhangige Expression der Testis-exprimierteofilife wahrend der
Spermatogenese wurde in einer post-natalen Entwicklungsreititattes-Hodens von Tag 15 bis
60 untersucht. In diesem Zeitraum findet die erste Welle der Spermatogtatesdie bei der Ratte
so gut erforscht ist, dass das Auftreten spezifischer Késtamien durch den zeitlichen Ablauf
definiert werden kann [Malkoet al., 1998]. In Tabbelle 3.8 sind der zeitliche Ablauf und die
korrelierenden Keimzell-Entwicklungsstufen der Ratten-Spermatogensstiity

Tag Auftreten definierten Keimzell-Stadien Periode
6-7 Spermatogonien und somatische Zellenl Wachstum und
o Vermehrung
11-12 Priméare Spermatozyten
13-14 Leptotan Spermatozyten
17-18 Zygotan Spermatozyten Reifung
19-20 Frihe Pachytdn Spermatozyten (Meiose)
22-23 Spéate Pachytan Spermatozyten
v
24-25 Runde Spermatiden
30-31 Elongierende Spermatiden Spermiogense
36-37 Elongierte Spermatiden . -
9 P v Tabelle 3.8 Zeitlicher Ablauf der Spermatogenesenit dem

42-60 Testikulare Spermatozoen korrelierten Auftreten definierte Keimzell- Stadien bei der

45 Erste Spermien im Epididymis Ratte [modifiziert nach Malko\et al., 1998].

3.6.2.2.1 Transkript-Ebene

Zunachst wurde die Expression wahrend der post-natalen Entwicklungsiis auf mRNA-Ebene
durch semiquantitative PCR untersucht. Zur Amplifikation dereRa@rofiline wurden die in Tab.
2.3 aufgelisteten Primer verwendet und ein PCR-Programm mit 2@énZgefahren, um nicht
in den Bereich der Sattigung zu gelangen. In Abbildung 3.16 ist diekfetghoretische Analyse
der PCRs dargestellt.

Ratten Testis, Tag

15 20 22 24 26 28 30 45 60 NH

Profilin |
20 PCR-Zyklen

Profilin lla
20 PCR-Zyklen

Profilin 111
25 PCR-Zyklen

Profilin IV
25 PCR-Zyklen

Profilin V
25 PCR-Zyklen

Profilin V
30 PCR-Zyklen

HPRT
20 PCR-Zyklen

Abb. 3.16: PCR-Analyse zur Entwicklungs-abhangigerexpression der Profiline im post-natalen Ratten-Hoén, d 15-

60. Es wurden jeweils 5 pl der PCR-Ansétze aufgetrajéh.Nebenhoden d60

Die Profiline I und Il sowie das HPRT-Kontroll-Gen waren Ubierldmplette Entwicklungsreihe
gleichmalig exprimiert. Es konnte keine Korrelation mit dem forestenden Verlauf der
Spermatogenese und dem Auftreten bestimmter Keimzell-Stedmrachtet werden, so dass eine
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somatische Expression angenommen werden kann. Im Unterschied dgeu diei Profiline Il
und V entwicklungsabhangige Expressionsmuster, die unterschiedlich mit Vélauf der
Spermatogenese korreliert sind. Bei Profilin IV ist diese Abhangigkeit sthawsgepragt.
Entsprechend den in Tab. 3.14 aufgefiihrten Entwicklungsstufen bei der &Raitet das
Expressionsmuster der PFN IlII-mRNA auf eine postmeiotisch Esgjme wahrend der
Spermiogenese hin. In der frihen Entwicklung von d 15 bis 24 ist diellPBNRNA nur sehr
schwach exprimiert und kaum zu detektieren. Die drastische ZendanmRNA von Tag 24 bis
28 korreliert mit dem Auftreten und der zunehmenden Anzahl an runden lomgieeenden
Spermatiden zu diesem Zeitpunkt, so dass eine Expression deil BHRNA vor allem in diesen
Keimzellstadien angenommen werden kann. Das relativ konstantrgeillCR-Signal von Tag
45 bis 60 lasst vermuten, dass in elongierten und reifen Spermégden mMRNA-Expression
mehr stattfindet. Im adulten Nebenhoden, in den nach ca. 45 Tagenstha &stikularen
Spermien freigesetzt werden, ist das Expressionssignal zudeyarisg, so dass angenommen
werden muss, dass reife Spermien nur noch in sehr geringem Maf3e PFN Ill-emiiéften.

Fur die Profilin IV-mRNA konnte ebenfalls ein Entwicklungs-abhéngigepressionsmuster
gezeigt werden, das mit dem Forschreiten der Spermatogeneskekioist, sich jedoch von der
PFEN lll-Expression unterscheidet. Am starksten ist die Expressiomag 24 bis 30 ausgepragt.
Davor und danach ist das PFN IV-Transkript deutlich reduzieg.RDofilin IV-mRNA ist somit
im Vergleich zu PFN Il bereits wahrend der Meiose in dg#oi Spermatozyten und insgesamt
wahrend eines langeren Zeitraums exprimiert. Die verstarkggralsi zwischen Tag 24-30 deuten
darauf hin, dass die PFN IV-mRNA jedoch wie Profilin Il voleal post-meiotisch wahrend der
Spermiogenese in haploiden runden und elongierenden Spermatiden exprimiert ist.

Fur die Profilin V-mRNA konnte ein Expressionsmuster, das stark damh des PFN llI-
Transkripts Ubereinstimmt, ermittelt werden. Wie PFN Itidee PFN V-mRNA hauptsachlich
postmeiotisch wéhrend der Spermiogenese von Tag 26/28 bis 60 in hapRpeematiden
exprimiert. Jedoch ist zu beachten, dass das PFN V-Signal igtel6tr zu PFN llI, bei gleicher
PCR-Zyklenzahl (25) sehr schwach ist. Mit 30 PCR-Zyklen konnten jedeatliiche PFN V-
Signale, die mit Beginn und dem Verlauf der Spermiogenese (d26-6flidwkan, detektiert
werden. Von Tag 15-24 hingegen sind bei 25 PCR-Zyklen keine bzw. b&R&ikKlen nur sehr
schwache Signale vorhanden, so dass keine bzw. nur eine sehrheifagigscExpression der PFN
V-Transkripte wahrend der Meiose angenommen werden kann. Diesess&gpsmuster des X-
chromosomal-lokalisierten PFN V-Gens liel3e sich durch die Inaekting des X-Chromosoms in
mannlichen Keimzellen wahrend der Meiose erklaren. Das elenfadihr schwache
Expressionssignal im Nebenhoden, deutet darauf hin, dass das PFMsKrifptakaum noch in
reifen Spermatiden vorhanden ist.

Die PCR-Analyse zeigte fur die Profiline Ill, IV und V eimti@icklungs-abhangiges mRNA-
Expressionsmuster, das mit dem Auftreten definierter Keimadlést assoziiert ist. Zwar erfolgte
die Expression nicht immer gleichzeitig und zum Teil in sukzeasBtadien, jedoch ist auffallig,
dass alle drei Profilin-Transkripte wahrend der Spermiogemeg®rirelation mit dem Auftreten
runder und elongierender Spermatiden exprimiert sind, was fur einaleeRblle wahrend der
Spermien-Differenzierung spricht.
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3.6.2.2.2 Protein-Ebene

In Abbildung 3.17B ist die Western-Blot-Analyse zur Entwicklungs-ablgy@gmglokalisation der

Profiline auf Protein-Ebene im post-natalen Hoden dargestelie &# Coomassie-gefarbten
Proteingel (Abb. 3.17A) und am Aktin-Kontrollblot zu erkennen ist, wurdercliggeMengen an

Protein aufgetragen, so dass davon auszugehen ist, dass dieltenmifesteilungsmuster der
Profiline der tatsachlichen Lokalisation wahrend der Spermatogenepeeehen. Fr die Profiline

I und lla decken sich die Ergebnisse der PCR und der WesterAdiddysen. Beide Profiline sind

sowohl auf RNA- als auch auf Protein-Ebene in allen Entwickluadgst des Hodens (von Tag
15-60) gleichmalig exprimiert und zeigen keine Assoziation mit dem Verla@pdematogenese.

Ratten Testis, Tag

Ratten Testis, Tag A —
15 18 20 24 26 28 30 45 60 '14kDa

15 18 20 24 26 28 30 45 60 kDa

Profilin |
188
98
W A S W e W e W Profilin lla
62
49 -
» . Profilin 111

38

28

- ™ - POV

17
14

Aktin
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Abb. 3.17: Entwicklungs-abhéngige Expression der Rffilin-Proteine im post-natalen Ratten-Hoden, d 1%0. (A)
Coomassie-gefarbtes Gel nach SDS-PAGE der Rattstisdleysate,(B) Western-Blot-Analyse mit spezifischen Profilin-
Antikdrpern, Aufgetragen wurden jeweils 80 pg Gesgaotein. Die Detektion der Profiline erfolgte mit folgenden
Antikodrpern:Profilin I: polyklonaler Profilin-AK (Novus) 1:1000Profilin lla: Anti-mPFN2aAS361, 1:2000, Profilli: PFN
IlI-AK aus Kaninchen, d120, 1:700, Profilin IV: PFN/-AK aus Meerschwein, d120, 1:300. Die Visualisieg der
Antikdrper-markierten Profiline erfolgte Uber CyTarkierte Zweitantikérper (1:500).

In der PCR-Entwicklungsreihe zeigte sich, dass die ProfilimRNA von Tag 15-24 nur sehr
schwach und erst ab Tag 26 bis Tag 60 zunehmend stark exprimiBdgsfuftreten des Profilin
[lI-Proteins korreliert mit diesem-Expressionsmuster: ersteinPhase der Spermiogenese, ab Tag
26, konnte Profilin 1ll im Western-Blot detektiert werden und zeigih hier eine Korrelation mit
dem Fortschreiten der Spermatogenese. Der Signalinteresitdétbktierten Proteinbanden zufolge
ist das Profilin lll-Proteins zwar bereits in haploiden runden umthgetrenden Spermatiden
vorhanden (schwaches Signal bei d 26-30), jedoch hauptsachlich diffexaszierten, reifen
Spermien lokalisiert (starke Proteinbanden bei d 45 und 60). Digstdkarauf hin, dass Profilin
[l in Keimzell-Strukturen lokalisiert ist, die sich erst Merlauf der Spermiogenese ab den runden
Spermatiden entwickeln und in ausdifferenzierten Spermatiden erhadtbarbl

Wie in Abb. 3.17 zu erkennen ist, konnten von Tag 15-60 Proteinbanden ldi kida detektiert
werden, die dem Profilin IV zugeordnet werden kdnnten. Am deutlichstisgepragt sind die
Signale von Tag 24 bis 45/60, mit Ausnahme der schwachen Proteirtignicey 28. Dies deutet
auf ein Vorkommen des Profilin 1V-Proteins wéhrend der Phase demiggenese in haploiden
Spermatiden hin, so dass auch fir das Profilin IV-Protein eisezfgion mit dem Verlauf der
Spermatogenese angenommen werden kann.
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Sowohl fur Profilin Il als auch Profilin IV kann aufgrund der gereimg\Western-Blot-Ergbnisse
eine Entwicklungs-abhangige Korrelation mit der Spermatogesmegenommen werden. Beide
Proteine treten vor allem wahrend der Spermiogenese auf.rReseess beinhaltet drastische
morphologische Veranderungen wie die zunehmende Kondensation und VerdichtDiAdelie
Reduktion des Zytoplasmas, die Bildung des Akrosoms sowie die Ausedifferung des
Flagellatums. Fur diese Entwicklungen ist ein hochdynamisches-Ziktoskelett erforderlich, bei
dem die Profiline als bekannte Aktin-bindende Proteine eine wichtige Ralersionnten.

3.6.3 Die Profiline im humanen Testisnit unterschiedlichen Spermatogenese-Stadien

3.6.3.1 Transkript-Ebene

Die mRNA-Expression der Profiline im humanen Testis wurde hduguantitative RT-PCR
untersucht. Hierfur standen von der Abteilung fir Andrologie am UKiBame Testisproben zur
Verfigung, deren Spermatogenese durch genaue histopathologischeidiniegen beschrieben,
quantifiziert und nach dem so genannten ,Johnsen-Score” klassifiaieden [Johnsen, 1970;
cited in Schulzest al. 1999]. Fur die RT-PCR wurden Testisgewebe Swittoli cell onlySyndrom
(Score 2), Spermatogenesearrest auf Stufe der Meiose (Scatgpdspermatogenese (Score 8)
und intakter Spermatogenese verwendet, wobei pro Gruppe mindestenwdfiiciuelle humane
Testisgewebe untersucht wurden. In Tabelle 3.9 sind die Spermatedetaelien der verwendeten
Johnsen Scores dargestellt. Es ist zu erkennen, dass die Gomtesias Hinzukommen jeweils
spezifischer Keimzellstadien den Verlauf der Spermatogebesehreiben: von gestort, Uber
Meiose, Spermiogenese bis hin zu intakter Spermatogenese. Zwischien 8Sund Score 10
besteht lediglich ein quantitativer Unterschied in der Keimzellpapulat

Tabelle 3.9: Klassifizierung der humanen Spermatagnese nach dem Johnsen-Score

Johnsen- Spermatogenese-Status Vorhandene Keimzellstadien
Score

2 Sertoli cell onlySymptomatik (SCO) keine Keimzellen, nur Sertolzel

5 Spermatogenesearrest auf Stufe der Meiose Smpgyomén, Spermatozyten

8 Hypospermatogenese Spermatogonien, Spermatomgeaige runde Spermatiden,
wenige elongierte Spermatiden

10 Intakte Spermatogenese Spermatogonien, Spelyteiprunde Spermatiden,

elongierte Spermatiden

Die RT-PCR wurde unter standardisierten Bedingungen mit sggdmwh Primern (Tabelle 2.7)
durchgefiihrt. Uber den CP-Wert wurde die relative Transkriptmangen Proben ermittelt. Je
hoher dieser Wert war, desto geringer war das Gen in der ProbieniexprZur graphischen
Darstellung wurde der CP-Wert fur jede Probe von der GesandealitCR-Zyklen (40 Zyklen)
abgezogen, so dass sich die Zyklenzahl auf der Ordinate proportioriabnskriptmenge verhalt.
Die relativen Expressionsunterschiede zwischen den Gruppen wurdetemREST-Software
[Pfaffl, 2002] durch Normalisierung tber das ribosomale Gen RPS27a quantifiziert.

In Abbildung 3.18A-D sind die ermittelten Expressionsverlaufe der Pwfil, IIl, IV und V im
humanen Testis der Score-Gruppen 2, 5, 8 und 10 dargestellt (rote Soie¢it vorhanden,
wurden zusétzlich die Expressionsverlaufe aus eine MikroarrayeS{edig et al, 2007] mit
humanen Testisproben dieser Score-Gruppen dargestellt (blaug BAbeldung 3.18E zeigt die
RT-PCR-Expressionsprofile der Profiline in einem direkten Vergleich.
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Abb. 3.18: Quantitative RT-PCR-Analyse zur Expressin der Profilin-mRNAs in humanen Testisbiopsien derScore -
Gruppen 2, 5, 8 und 10. (A)Expressionsprofil des Profilin 1lI-GengB) Expressionsprofil des Profilin 1V-GensC)X
Expressionsprofil des Profilin [I-Gené)) Expressionsprofil des Profilin V-Gens; dargestsiitd jeweils die normalisierten
Expressionsprofile aus der quantitativen RT-PCRe(rbinie) und soweit vorhanden die Expressionsfgofius einer
Mikroarry-Studie (blaue Linie); pro Score Grupperden mindestens funf individuelle Testisproben tsuteht,(E) direkter
Vergleich der RT-PCR-Expressionprofile der fundftin-Gene.
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Abb. 3.19: n-fache Anderung der Expression der Prdin-Gene in humanen Testisproben der Score Gruppes, 8 und
10 im Vergleich zu Score 2die quantitative Berechnung der n-fachen Expressinderung erfolgte mit Hilfe der REST-
Software iber Normalisierung des ribosomalen GEPSHA; (A) graphische Darstellung der n-fachen Esgpionsanderung
im Vergleich zu Score 2 (B) Datentabelle zur n-fathExpressionsanderung, (C) zugehdrige p-Wertegnifiiante
Expressionsunterschiede (p < 0,05) zwischen dereSaind durch * markiert

Die quantitative Expressionsanderung der Profilin-Gene bei HinzukonwmerSpermatozyten
(Score 5) bzw. Spermatiden (Score 8) sowie bei Zunahme der &mmAnzahl (Score 10) im
Vergleich zum SCO-Syndrom ohne Keimzellen, ist in Abbildung 3.19 daaiffe Signifikante
Expressionsunterschiede zwischen den Gruppen sind durch Sternchen niaekiekbbildungen
ist auf den ersten Blick zu entnehmen, dass alle vier Profihterschiedliche Expressionsverlaufe
aufweisen, d.h. wahrend unterschiedlicher Spermatogenese-Stadien exxpvenien.

Das Expressionslevel des PFN Il-Transkripts zeigte zwischenhdenanen Testisproben mit
unterschiedlichen Spermatogenese-Stadien keine signifikantersExm®interschiede. Es konnte
keine Korrelation der mRNA mit dem Auftreten spezifischernkaslltypen, das hei3t mit dem
Verlauf der Spermatogenese beobachtet werden, so dass firofilws P«Gen eine somatische
Expression angenommen werden muss.

Die Transkripte der Profilin-Gene 1ll, IV und V zeigten allesaeinen Verlauf, der auf
unterschiedliche Art und Weise mit dem fortschreitenden Verlauf der Spmyemese (von Score 2
zu Score 10) korreliert ist. Fur die Profilin 1lI-mRNA konnteeegehr starke Zunahme (207-fach)
der Transkriptmenge von gestorter zu intakter Spermatogéeebachtet werden. Dabei war die
MRNA-Zunahme zwischen den einzelnen Scores zwar signifikant, jedoch nahnhsieni&core
zu Score linear in gleichem Mal3e zu (Abb. 318A). Die starksprelSsionsanderung konnte mit
einer 6,5-fachen Steigerung zwischen Score 5 und 8 ermittelemexdbei zwischen Score 8 und
10 eine fast linear weiter fortlaufende Expressionszunahme (5,44aobpchtet werden konnte.
Die geringste Anderung der Transkriptmenge zeigte sich zwisSbere 2 und 5. Entsprechend
den in Tabelle 3.15 aufgelisteten Spermatogenesestadien exhbsanit fur PFN IIl eine
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hauptsachlich post-meiotische Expression, die mit dem Auftretenoitiepl runder und
elongierender Spermatiden in der Score-Gruppe 8 und der queetitafiunahme dieser
Keimzellstadien in der Score 10 Gruppe assoziiert ist. In Sgemyten (Score 5), das heifl3t
wahrend der Meiose, ist das PFN lll-Transkript nur in geringemsnfal3e exprimiert. Die
Expression des PFN l1lI-Gens Korreliert somit insgesamt zwar dem Verlauf der
Spermatogenese, findet aber Giberwiegend post-meiotisch in der Spermicjatiese

Die Expression der Profilin IV-mRNA ist ebenfalls mit dem Maf der Spermatogenese assoziiert
(157-fache Zunahme von Score 2 zu 10), jedoch zeigt sich im Vergleiehofilin Il ein anderes
Expressionsprofil. So ist die starkste Zunahme der Transkriptm(@@gech) zwischen Score 2
und 5, also im Zusammenhang mit dem Auftreten der Spermatogonienpentia®ozyten, zu
beobachten. Wahrend bei Profilin Il der drastischste Expressionstméslspost-meiotisch
zwischen Score 5 und 8 verzeichnet wurde, konnte bei Profilin ischen diesen beiden Score-
Gruppen mit einer 2,9-fachen Steigerung zwar noch eine signifikaoée, im Vergleich zur
Anderung zwischen Score 2 und 5 deutlich reduzierte Zunahme des BBles®ls ermittelt
werden. Zwischen den Score-Gruppen 8 und 10 konnte fir das Profilin IV-Tipank&ine
signifikante Verdnderung mehr gemessen werden. Das ermigitessionsprofil zeigt, dass die
Profilin IV-mRNA zwar wie PEN Il auch post-meiotisch wahdetier Spermiogenese exprimiert
ist, jedoch findet die hauptsachliche Expression bereits pra-/meiotisch m&peyten statt.

Wie in Abb. 3.19 gut zu erkennen ist, zeigte das Transkript dedifPdfiGens eine deutlich
schwachere Expression als die Transkripte der anderen vielirRP@ihe. Jedoch konnte auch fir
PFN V eine signifikante Zunahme der Transkriptmenge von Scorel2Sware 10 um das 8,9-
fache und somit eine Korrelation mit dem Verlauf der Spermatsgebeobachtet werden.
Zwischen den einzelnen Score-Gruppen konnten signifikante Expressiorshiatigs/on Score 2
nach 5 und von Score 5 nach 8 gemessen werden, jedoch nicht von Score 8 Déelstidkste
Zunahme der mRNA-Expression war von Score 5 nach 8 (2,39-fach) zzickeren. Das Profilin
V-Expressionsprofil deutet somit wie bei Profilin Il auf eineupsachlich post-meiotische
Expression wahrend der Spermiogenese in haploiden Keimzellen hin.

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass die Expression den-Befié 11, IV und V im
humanen Testis auf unterschiedliche Art und Weise mit dem foeismiden Verlauf der
Spermatogenese korreliert. In Abbildung 3.18E sind die distinkten Eigspgeofile im direkten
Vergleich dargestellt. Fir die Profiline Ill und V konnte eine rilbegend post-meiotische
Expression wahrend der Spermiogenese in haploiden Keimzellergtgemsden, wahrend die
Transkription des Profilin IV-Gens hauptsachlich (pra-) meattierfolgt. Profilin 11 ist somatisch
exprimiert und zeigte keine Korrelation mit der Spermatogenese.

3.6.3.2 Protein-Ebene

Um die Expression der Profiline im humanen Testis auf Protein-Ebenetersuchen wurden
Western-Blot-Analysen mit Testis-Lysaten durchgefihrt. Insgesaorden 25 individuellen
Proben mit unterschiedlichen Spermatogenese-Stadien (von StiselR) verwendet, so dass
ebenso wie auf mRNA-Ebene die Profilin-Expression von gestdsier hin zu intakter
Spermatogenese betrachtet werden konnte. In Abbildung 3.20A ist exisciplein Coomassie-
gefarbtes Proteingel dargestellt, in dem jeweils 40 usp@éprotein der Testis-Lysate der Score
Gruppen 2, 5, 8 und 10 elektrophoretisch aufgetrennt wurden. Abbildung 3.20Bei®gt
Western-Blot-Analyse mit Profilin I, Il und IV-Antikdrper auf hiamen Testis-Lysaten dieser
Score-Gruppen, welche die Ergebnisse der RT-PCR-Analyse reflektieren.
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Abb. 3.20: Expression der Profilin-Proteine im humaen Testis mit Spermatogenese der Score-Gruppen2,8 und 10.

(A) Coomassie-gefarbtes Proteingel mit Testis-Lysa(@&), Western-Blot-Analyse; eingesetzt wurden jeweils 89
Gesamtprotein; Score 2: keine Keimzellen, Score Spermatogenese-Arrest auf Stufe der Meiose, Scare 8
Hypospermatogenese, Score 10: intakte Spermatogdfestrolle: Speicheldriisen-Lysat.

Profilin Ila konnte auch auf Protein-Ebene in allen Proben, von ges@permatogenese bis hin
zu intakter Spermatogenese, sowie in der Kontrollprobe (Schilddrise) detektiéen.

Profilin 11l zeigte auf Protein-Ebene eine Korrelation mmtakter Spermatogenese. Mit dem
Profilin lllI-spezifischen Antikérper (PFN 11l, K1, d120, 1:500) konnten in dematischen
Kontrolle, in der Probe ohne Keimzellen (Score 2) sowie bei Speganesearrest auf Stufe der
Meiose (Score 5) keine Profilin-Banden markiert werden, soalasd okalisation des Profilin IlI-
Proteins in somatischen Zellen, Sertolizellen, Spermatogonien umch&peyten ausgeschlossen
werden kann. Erst ab dem Stadium der Spermiogenese, gekennzeicbhhedatuAuftreten von
Spermatiden in den Testisproben (Score 8 und 10), konnte in KorrelatiomRMA-Expression
das Profilin Ill-Protein deutlich detektiert werden. Dies dewtarauf hin, dass Profilin Il post-
meiotisch in Keimzell-Strukturen lokalisiert ist, die sicktam Verlauf der Spermiogenese ab den
runden Spermatiden entwickeln.

Mit dem Profilin IV-Antikdrper konnten keine zufriedenstellendgydbmisse erzielt werden. Es
konnten keine oder nur sehr schwache Proteinbanden bei ca. 14 kDa meekilem, die jedoch
aufgrund des schwachen Signals und des sehr viel hoheren Hintergrundeslsispezifische
Profilin-Banden angesehen werden konnten. In Abb. 3.20B ist ein solcher Profilin IV-Blotpbei de
schwache Signale bei 14 kDa markiert werden konnten, dargeBeslitlen markierten Banden
konnte es sich aufgrund des zu erahnenden Expressionsmusters um IRrdfdimdeln. Wie bei
Profilin Il konnten 14-kDa-Proteinbanden lediglich bei intakterr8@gogenese, jedoch nicht bei
gestorter Spermatogenese detektiert werden. Demnach wailen P¥oebenfalls nicht somatisch
oder prd- bzw. meiotisch, sondern wie Profilin Il erst post-meiotiab der Phase der
Spermiogenese lokalisiert. Jedoch waren die Profilin IV-Weddot-Analysen allesamt so
unzufriedenstellend, dass dies nur vermutet werden kann.

Die Profilin lll-Expression wurde insgesamt in 20 unabhangigen, indiMudestisproben mit
unterschiedlichen Spermatogenese-Stadien untersucht. Wie in AbbiBiRhgzu erkennen ist,
konnte durchweg in Proben mit intakter Spermatogenese (Score 8 und 1:QANA73und 20) ein
Profilin IlI-Signal detektiert werden, in Proben mit gesto®@ermatogenese (Score 2 oder 5, Nr.
1, 2, 15, 16, 18, 19) hingegen nicht. Weiterhin konnte ein quantitativer thmeisin der
Signalintensitat zwischen Proben der Score Gruppe 8 (Hypospeenaseg Nr. 3, 5 + 7) und 10
(Nr. 6, 8, 9) beobachtet werden, der mit der zunehmenden Anzahl an Sgenmatn Score 8
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nach Score 10 korreliert. Im Vergleich dazu konnten die Kontrollprot&radil{n lla oder Aktin)
gleichmafiig stark in allen Proben detektiert werden.
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Die Western-Blot-Analysen zeigten fur Profilin 11l und eindesmkt auch fur Profilin IV eine
Korrelation mit der Phase der Spermiogenese, so dass fur den Mensicéeso wie im
Nagermodell eine Lokalisation der beiden Proteine post-meiotischapoiden Spermatiden
angenommen werden kann. Bei starker gestorter SpermatogeneSertdiecell only-Syndrom
oder Arrest auf Stufe der Meiose (Score 2 und Score 5) kdnnen denlRiofiline nicht mehr
detektiert werden. Fur das Profilin V konnten auf Protein-EberieekVersuche durchgefuhrt
werden, da noch kein Antikorper existiert.

3.6.4 Untersuchung der zellularen und subzellularen Lokalisabn der Testis-
exprimierten Profiline Il und IV der Sauger durch Immunozytoche mie

Die PCR- und Western-Blot-Analysen zeigten eine Entwicklaidsingige Expression der
Profiline Il und IV im humanen Testis wahrend der Phase Speemésg in haploiden
Spermatiden. Fur Profilin IV konnte zudem durch Immunhistochemie atis$ehnitten bereits
eine Keimzell-spezifische Lokalisation in runden und elongierengemn@tiden des Menschen
und der Ratte gezeigt werden [Obermanml, 2005], wobei jedoch die subzellulare Lokalisation
noch nicht aufgeklart wurde. Fur das Profilin 11l-Protein wurden bisher keutkest zur zellularen
Lokalisation im Testis der Sauger durchgefuhrt. Zur ErmittlungStadien-Spezifitdt sowie der
zellularen und subzelluldren Lokalisation der Profilin 1l und IMteine in den mannlichen
Keimzellen der Sé&uger wurden daher im Rahmen dieser Arbamumozytochemische
Untersuchungen auf Keimzellpraparaten durchgefiihrt. Zur Herstellung<eienzellpraparate
wurden adulte Rattenhoden oder humane Testisproben mit intaktera&pgemese verwendet, da
diese alle Keimzellstadien von Spermatogonien bis hin zu eloagiSpermatiden, enthalten. Die
immunozytochemische  Detektion  erfolgte  indirekt  Uber  Proflin-Argise und
fluoreszenzmarkierten Cy-Antikorper.

3.6.4.1 Morphologie und Zytoskelett-Strukturen der Keimzellen 1 Verlauf der
Spermatogenese

Im Verlauf der Spermatogenese, insbesondere wahrend der Spermiogendsa,die Keimzellen
zu reifen Spermatiden differenziert und erfahren drastischphulmgische Veranderungen. Diese
Differenzierung ist durch das Auftreten spezifischer Keiibhgen (Spermatogonien,
Spermatozyten und Spermatiden) und Strukturen (z.B. transiente Ma@sétkeosom, Schwanz)
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charakterisiert. Zur besseren Differenzierung der Keimzelityped fir eine erste Analyse der
Morphologie und Spermien-Strukturen wurden zunachst nur Studien mitokkeos, Kern- sowie
Aktin und Tubulin-Markierungen durchgefiihrt. Fir die Kernfarbung wurde desigtdee DNA-
Farbstoff DAPI verwendet. Die Akrosomenmarkierung erfolgte Hiilfe eines Alexa Fludt568-
fluoreszenzmarkierten Lektins aus Erdnuss (PNA), das spezifigennaimaleb-Galaktosereste im
Akrosom von Spermien bindet [Szadzag 2000]. Fur die F-Aktin-Markierung kam der Farbstoff
Alexa-Fluof’546-Pahlloidin zum Einsatz, welcher stéchiometrisch an F-Akdimiénte bindet
[Faulstichet al, 1988]. Die Markierung der Tubulin-Strukturen erfolgte mit dem monoklanale
Tubulin-Antikérper und einem fluoreszenzmarkierten Cy-Zweitantikorper (lEab2 + 2.23).

Die Analysen zeigten, dass Keimzellpraparate mit allemmkEelltypen der Spermatogenese
hergestellt werden konnten. Weiterhin konnte in den SpermatidenisgeziKeimzellstrukturen
wie das Akrosom, die transiente Manschette und das Akroplaxom lokalisiert werdemigknden
sich exemplarisch ausgewéhlte Bilder dieser Strukturen am Beispiehtte gezeigt.

Abb. 3.22: Konfokale Fluoreszenz-Analyse der Tubuti-immunozytochemie auf Ratten-Keimzellpraparaten gezeigt
sind OverlayBilder der DAPI- (blau) und der Cy2/Tubulin-Fluozesz (griin) (A, B) runde Spermatiden mit komplettem
Tubulin-Netzwerk, (C) Anfangsstadium der Mansche®#dung, gekennzeichnet durch die post-akrosomalerdnung der
Mikrotubuli (D) Formation der Manschette in eindorggierenden Spermatide, (E) elongierende Sperematidit typischer
Manschetten-Struktur, (F) spate elongierende Spatemamit kaudaler Manschette und ohne ManscheSteuktur .

Abb. 3.23: Konfoklale Fluoreszenzanalyse der PNA/Thwlin-immunozytochemie auf Keimzellprédparaten Im oberen
Teil des Bildes sindverlaysaus DAPI (blau-), PNA (rot) und Tubulin (grin)-Bheszenzen gezeigt. Im unteren Teil sind
jeweils verkleinert Overlays der DAPI-PNA (links) bzw. DAPI-Tubulin-Fluoreszersaz dargestellt. (A) Beginn der
Entwicklung des Akrosoms und der Manschette in emn@permatiden der Ratte, (B) zwei runde RattenmrSqeden im
Anfangsstadium der Manschetten-Formation mit Aknes¢C) elongierte Ratten-Spermatiden mit Akrosorwigomit und
ohne Manschette, (D) humanes reifes Spermium mivbgdm und ohne Manschetten-Struktur.

Durch die Tubulin- und Akrosomen-Markierung konnte die Entwicklung dansienten
Manschette wahrend der Spermiogenese nachvollzogen werdenABle&22 + 3.23). In frihen
runden Spermatiden erscheinen die Mikrotubuli wie ein Netz unZeli&brper gewunden (Abb.
3.22 A+B). Mit Beginn der Akrosomen-Biogenese in spaten runden Spdemdteginnt sich das
Mikrotubuli-Zytoskelett aus der kortikalen Region zuriickzuziehen (Abb. 3.2Zkch
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Markierung des Akrosoms mit PNA (Abb. 3.23) wird deutlich, dass eim@ad&rung in den post-
akrosomalen Bereich erfolgt. In elongierenden Spermatiden orgenisite sich Mikrotubuli
schlieBlich axial um den Zellkern an und beginnen die Manschetten-Strakgaubilden
(Abb.3.22 D-F). Abb. 3.22 D zeigt die typische Manschetten-Struktur, bedideMikrotubuli
post-akrosomal von der Axe des Zellkerns zum Flagellum himwferh. In spaten elongierenden
Spermatiden wandert die Mikrotubuli-Struktur nach kaudal und ldiegdich in spaten elongierten
Spermatiden der Reifungsphase nicht mehr zu detektieren (Abb. 3.23 ©#&bB)Akrosom
hingegen ist nun voll ausgebildet und liegt dem stark kondensierten Kern auf.

In Abbildung 3.24 sind neben den Tubulin-Strukturen (griin) F-Aktin-haltigeskeltt-Strukturen
mit Alexa-Fluoff546-Pahlloidin (rot) markiert. Zum anderen konnte auch hier die Entwicklung und
Ausbildung der transienten Manschette beobachtet werden. Als Addtige Struktur wurde das
Akroplaxom markiert, welches wie das Akrosom (siehe Abb. 3.23) Krawmidem Zellkern
aufliegt. In frihen runden Spermatiden (Abb. 3.24A) ist zunachst nur emgstRiktur zu
erkennen, die sich um den oberen Bereich des Zellkerns schliegbeHkdnnte es sich im den
Akroplaxom-Abschlu3ring handeln, der das Akroplaxom spater begrenzt ahdissrt und
zudem eine formgebende Funktion einnimmt [Kierszenbainal, 2003]. In elongierenden
Keimzellstadien (Abb. 3.24 B und C) ist schliel3lich die ganze EpikBrosomen-Region des
Zellkerns durch das Akroplaxom bedeckt. Die Entwicklungsmuster von Akr¢abm 3.23) und
Akroplaxom (Abb. 3.24) zeigen, dass die beiden Strukturen sich pamadiglander entwickeln. In
Abb. 3.24C ist die apikale Lokalsiation des Akroplaxoms in der Akrosomgiemeind die post-
akrosomale Lokalisation der transienten Manschette zu erkennen. ten spéongierten
Spermatiden wird die F-Aktin-Markierung des Akroplaxoms deutlidnvgcher (Abb. 3.24C).
Dies ist auf Depolymerisation des F-Aktins zu G-Aktin zurtickzufiihren [Fouquet & Kann, 1994].

Abb. 3.24: Konfokale Fluoreszenzanalyse der Phalldin/Tubulin-Immunozytochemie auf Ratten-Keimzellpraparaten
zur Analyse der Akroplaxom und Manschetten-Strukturen wéhrend der Spermatogenesegezeigt sind Overlay-Bilder
der DAPI (blau), -Cy2/Tubulin (griin) und Alexa-FluBhalloidin (rot) —Fluoreszenzen, im unteren et Abbildung sind
einzelne Spermatiden aus A-C vergrof3ert darges(a)JtDrei runde und zwei elongierende Spermatiden Akroplaxom-
Strukturen, (B) eine runde Spermatide ohne F-AMarkierung und drei elongierende Spermatiden mitrofilaxom-
Markierung (C) elongierte/elongierende Spermatichirund ohne transiente Manschette
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3.6.4.2 Lokalisation des Profilin IlI-Proteins

Die immunozytochemischen Untersuchungen mit dem Profilin llliBpelaen Antikdrper zeigten

eine Lokalisation des Profilin 1ll-Proteins im Akrosom runder eleregider Spermatiden sowie
reifer testikularer Spermatozoen. In Abbildung 3.25 sind exemplarisclismpative Laser-

konfokale Bilder der Profilin Ill-immunozytochemie dargestelltbBiaist anhand der Profilin IlI-

Markierungen die Entwicklung des Akrosoms nachzuvollziehen. Zunachst fgihen runden

Spermatiden nur der akrosomale Vesikel markiert (Abb. 3.25A, unt&s);limit zunehmender
Differenzierung der Spermatiden breitet sich die Struktur imnester aus (Abb. 3.25 B, C + G)
und passt sich der Form des Spermienkopfes an (Abb. 3.25 .D +E). InSpdematozoen liegt
die markierte Struktur / das Akrosom schliel3lich dem Zellkern umaf bedeckt artspezfisch
charakteristisch hakenférmig bei der Ratte (Abb. 3.25H) bzw. als Kiapipe Menschen (Abb.

3.25G) den Spermienkopf.

Abb. 3.25: Konfokale Fluoreszenzanalyse der Profili Ill-Immunozytochemie auf Keimzellprédparaten zur Analyse der
subzellularen Profilin lll-Lokalisation ; Profilin 1I/Cy2 ist griin dargestellt, der Zellke durch DAPI blau eingeféarbt.
Dargestellt ist die Profilin Ill-Lokalisation in nden Ratten-Spermatiden (A-C + H), elongierendetteReSpermatiden (D +
E) und in reifen testikularen Spermatozoen dereR@&t+ 1) und des Menschen (G + J). Es ist guLdialisation des Profilin
IlI-Proteins in den akrosomalen Strukturen der Bagiden zu erkennen.

Dass es sich bei der durch den Profilin lll-Antikbrper mar&ierStruktur tatsachlich um das
Akrosom handelt, konnte durch Co-Lokalisationsstudien mit PNA nachgawiegrden. In
Abbildung 3.26 sind exemplarisch einige Laser-konfokale FluoreszenzhildeCo-Lokalisation
von Profilin 1l mit dem Akrosom dargestellt. Deutlich ishei Uberlagerung (inDverlay gelb

dargestellt) von Profilin [l mit dem Akrosom zu erkennen.
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Abb. 3.26: Konfokale Fluoreszenzanalyse zur Co-Lok&ation von Profilin 1l und dem Akrosom. Profilin 11I/Cy2 ist
grun dargestellt, das Akrosom/PNA in rot, der ZediWDAPI in blau und Co-Lokalisationen von PFNrit dem Akrosom in
gelb Overlay). In der Abbildungsreihe (A) ist ein humanes reifgpermium mit Akrosomenkappe gezeigt, in (B) eurede
Spermatide und ein reifes Spermium des MenschenAbbildungsreihen C + D zeigen Ratten-Keimzellen(C) sind eine
runde und eine elongierende Spermatide mit siclwiekelndem Akrosom gezeigt, in (D) drei reife Sp&m mit
charakteristischem hakenférmigen Akrosom. Deutitidie Co-Lokalisation von Profilin 11l mit dem A&som zu erkennen.
3.6.4.3 Lokalisation des Profilin IV-Proteins

Far Profilin IV wurde ebenfalls eine Lokalisation des ProteinsAkmosom runder elongierender
und reifer Keimzellen beobachtet. Jedoch zeigten sich iml&ielngzu Profilin 1ll Unterschiede in
der subzellularen Lokalisation. So konnte Profilin IV in runden Spernmatddt im kompletten
Akrosom detektiert werden, sondern nur im akrosomalen Vesikel (Abb. BtBj und im
auRersten Bereich des Akrosoms (gelbe Pfeile in Abb. 3.27 A3, BE&hin8.28 .A1,A3), bei dem
es sich um den Abschlussring des Akroplaxoms handeln kénnte. In elongiertemat®geen
(Abb. 3.27 C + D) konnte Profilin IV im apikalen Bereich der Akrosomenkéggisiert werden.
Das kraniale Drittel des Akrosoms hingegen zeigte keine Co-Lokalisattderafilin IV.

Neben der Lokalisation im akrosomalen Vesikel und dem Akroplaxom-Alf&ahdy wurde
Profilin IV in einer post-akrosomalen Struktur runder, elongierei@parmatiden detektiert. Der
weil3e Pfeil in Abbildung 3.27 Bl deutet auf diese Struktur. In Abbildung &2&liese
Lokalisation exemplarisch am Beispiel von zwei spaten runden &pden verdeutlicht. Die
markierte Struktur beginnt direkt am Ende des Akrosoms, am Aquator des Zellkeriig, diesgn
und breitet sich kaudal in das Zytoplasma aus. Diese V-formiget@t dhnelt stark der von
Tachibanaet al, (2005) beschriebenen Manschetten-Struktur humaner Keimzellen.
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Abb. 3.27: Konfokale Fluoreszenzanalyse zur Lokalaion von Profilin IV in humanen Keimzellen. Profilin IV/Cy2 ist
grun dargestellt, das Akrosom/PNA in rot, der ZediWDAPI in blau und Co-Lokalisationen von PFNrit dem Akrosom in
gelb Overlay). In der Abbildungsreihe (A) sind eine Spermatezyhd eine friihe runde Spermatide dargestelltB)ne(ne
runde Spermatide und ein reifes Spermium. In demildbngsreihen C + D sind elongierte Spermatozoédh vl

ausgebildetem Akrosom dargestellt. Gelbe Pfeiletatewauf den Akroplaxom-Abschlussring, weilRe Pfeiléd die post-
akrosomale Struktur; Profilin IV zeigt in runden e8matiden eine Co-Lokalisation mit dem akrosomalésikel; in
elongierten Speramtiden ist Profilin IV im vordei®areich des Akrosoms lokalisiert.

Abb. 3.28: Konfokale Fluoreszenzanalyse zur Lokalaion von Profilin 1V in runden, elongierenden Spematiden des
Menschen.Profilin IV/Cy2 ist grin dargestellt, das AkrosorVR in rot, der Zellkern/DAPI in blau und Co-Lokaionen
von PFEN Il mit dem Akrosom in gelb. Neben eineikhbisation im akrosomalen Vesikel und dem Akroplaxébschlul3ring
(gelbe Pfeile) wurde Profilin IV in einer post-akomalen Struktur detektiert (weiRe Pfeile).

Um zu untersuchen, ob es sich bei der markierten Struktur umadeinte Manschette handeln
konnte, wurden Co-Lokalisationsstudien mit Profilin IV und acetyliertefiubulin durchgefihrt.
Da -Tubulin mit Cy3-detektiert wurde, welches die gleiche Anreguetismange wie PNA
bendtigt, konnte keine gleichzeitige Markierung des Akrosoms durchgefidarden. Die
Ergebnisse der Co-Lokalisationsstudien sind in Abbildung 3.29 dargeMélldem Tubulin-
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Antikorper konnte deutlich die Manschetten-Struktur in runden elonglere Spermatiden
markiert werden. In friihen runden Spermatiden, in denen sich der akilesviesikel gerade
auszubilden beginnt (Abb.3.29A), umgibt das Mikrotubuli-Netz noch den gesatatiirper.
Wahrend der Akrosomen-Biogenese in spaten runden Spermatiden (Abi8l@9®y C und D)
zieht sich das Mikrotubuli-Netzwerk post-akrosomal zurlick undebittle typisch V-formige
Manschette aus. In diesen Stadien ist auch fur Profilin 1V, nelben @eutlichen Markierung des
akrosomalen Vesikels, eine hauptsachlich post-akrosomale Lokalisati@mkennenOverlay
Bilder der Tubulin-Cy3- und Profilin-Cy2-Fluoreszenzen zeigtenghddass es sich um distinkte,
nur gering Uberlappende Strukturen handelt (Abb. 3.29 B3, C3, D3). Lé&dighc
zytoplasmatischen Bereichen, in denen Profilin IV schwach deteltturde, konnte eine teilweise
Co-Lokalisation mit der Manschette beobachtet werden (orange eltirgsAbb. 3.29 C3 + D3).
Es ist nicht auszuschlieen, dass es sich bei den schwachen Sigfilslen im Zytoplasma um
unspezifische Signale handelt, zumal die Markierung im akrosomésikel und der post-
akrosomalen Struktur deutlich intensiver ausfiel. Die Profli-haltige post-akrosomale Struktur
scheint demnach einen Ubergang zwischen Akrososom und der transiatschette zu
markieren und zeigt nur geringe Uberlappungsbereiche mit der Mgtescim reifen testikularen
Spermatozoen haben sich sowohl die Manschette als auch die Profilaitiye post-akrosomale
Struktur zuriickgebildet. In diesem Stadium ist Profilin IV nur nochAkmosom lokalisiert,
wahrend Tubulin nur noch im Schwanz des Spermiums zu finden ist.

Abb. 3.29: Konfokale Fluoreszenzanalyse zur Co-LoKi&ation von Profilin IV mit der Manschette in humanen
Keimzellen. Profilin IV/Cy2 ist grin dargestellt, acetyliertesTubulin/Cy3 in rot, der Zellkern/DAPI in blau un@o-
Lokalisationen von PFN IV mit Tubulin in orange Abbildungsreihe (A) ist ein reifes Spermium undeeiinihe runde
Spermatide mit sehr kleinen akrosomalen Vesikegektellt. Die Abbildungsreihen B, C und D zeigerétsprunde,
elongierende Spermatiden, in denen sich die tratsidanschettenstruktur ausbildet. In (B) ist dieardchette im
Anfangstadium, in (C) und (D) bereits gut ausgediildDas akrosomale Vesikel ist aufgrund der unkeéesitichen Ansichten
nicht Gberall zu erkennen.
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3.7 Funktionelle Charakterisierung der Profiline II1 und IV hinsichtlich
SLypischer” Profilin-Bindungseigenschaften

Die gut charakterisierten Profiline 1 und Il weisen trotz mger Sequenzhomologien eine gleiche
strukturelle Faltung und &hnliche biochemische Eigenschaften edbiévet al, 1994, Polett
al.,, 2007, Lu & Pollard, 2001]. Sie binden fast alle an G-Aktin [Carlssbmal, 1977] und
interagieren mit Poly-L-Prolin bzw. Proteinen, die Poly-ProliniM®tenthalten [Kaiseet al,
1989]. Es gibt lediglich quantitative Unterschiede in der Affinizét den Profilin-Liganden
[Schltteret al, 1999]. Im Zuge dieser Arbeit wurden die Testis-exprimieediline Il und IV
hinsichtlich ihrer Bindungseigenschaften an die ,typischen® Pmelfiiiteraktionspartner Aktin und
Poly-Prolin naher charakterisiert. Erste Annahmen (ber das Binduhgkea der Testis-
exprimierten Profiline 11l und IV basierten auf Alignment deofifinsequenzen sowie Vergleich
mit den Profilinen | und Il. Mégliche Interaktionen der Pro&limit -Aktin und Poly-Prolin-
Liganden wurden im Y2H-System durch Einzelmating untersucht und demén -
Galaktosidase-Test quantifiziert. Zur Charakterisierung dey-Pallin-Interaktion wurde das
Vasodilator stimulated phosphoprotef! ASP) sowie Diaphanous3 (Diaph3) ausgewahlt. Diese
beiden Proteine sind Poly-Prolin-Liganden verschiedener ProfiReehardet al, 1995; Wallar

& Alberts, 2003], da sie Uber eine prolinreiche Region verfligefifrielaet al, 1995; Katho &
Katho, 2004]. Als alternative Methode zum YZ2H-System erfolgte Bbstatigung von Aktin-
Interaktionen durch Co-lImmunoprazipitation nmt vitro translatierten Proteinen. Die generelle
Poly-L-Prolin-Bindungseigenschaften der Profiline Il und IV wurderézigh durch eine Poly-
L-Prolin-Affinitdtschromatographie néher analysiert. Die Chkendsierung der Profiline
hinsichtlich ihrer Poly-Prolin-Bindung an eine Poly-L-Prolin-Saeldolgte am Zoologischen
Institut der Technischen Universitat Braunschweig Carolo Wilhednm der Abt. Zellbiologie bei
Dr. Martin Rothkegel.

Zur naheren Charakterisierung der Profilin-Bindungseigenschaften nvdieléVlethoden des Y2H
und der Co-Immunoprazipitation gewahlt, da die Profiline 11l und IV drighoch nicht nativ in
ausreichenden Mengen aufgereinigt werden konnte, um andere biochemisclsettabgen, wie
z.B. ELISAs, Circular-Dichroismus-Studien oder Crosslink-Studien durchfuihren zu kénnen.

3.7.1 Proteinalignment der biochemisch und strukturell charakerisierten Sauger-
Profiline 1 und 1l mit den Testis-exprimierten Profilinen 11l und IV

Um erste Hinweise auf ein mogliches Bindungsverhalten degegd@rofiline Il und 1V mit Aktin

und Poly-L-Prolin zu erhalten, wurde ein Protei-Alignment mit denhaotgsch und strukturell
bereits gut charakterisierten Profilinen 1, Ila und llb durchgefibas Alignment wurde mit dem
ProgrammMegalign aus dem DNAstar-Softwarepaket 4.00 (DNAstar, USA) am Beigjsel
humanen Profiline durchgefihrt. Hierzu wurden folgende ProteinsequenzenleausiCBI-
Datenbank verwendet: huProfilin 1: NP_005013, huProfilin lla: NP_444252, huPrdiiin
NP_002619, huProfilin 11l: NP_001025057, huProfilin IV: AAH29523. In Abbildung 3.30 ist das
Alignment der humanen Profiline dargestellt.
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Abb. 3.30: Protein-Alignment der humanen Profhe |, lla, llb, Ill und IV

: AS, die mit dem Konsensus iibereinstimmen, [ | : konservierte aromatische/hydrophobe AS firr die Interaktion mit PLP

: AS die bei der korrekten Platzierung von AS die mit PLP interagieren eine Rolle spielen, * * : Mutationen bei AS fir PLP-
Bindung, ] konservierte AS flr die Aktin-Bindung, * Mutationen bei AS fir Aktin-Bindung, : PFN3-spezfische Deletionen,
[J: PEN IV-spezfische Deletionen

Far die Profiline | und Il wurde bereits in mehreren ArbeitenRliedung zu Aktin und Poly-L-
Prolin charakterisiert und konservierte Aminoséauren, die an desmaktionen beteiligt sind
identifiziert [Bjorkegrenet al, 1993; Lambrechtst al, 1995; Mahonet al, 1997; Bjorkegren-
Sjorgenet al, 1997; Schllteet al, 1997]. Im dargestellten Alignment sind bekannte konservierte
AS, die an der Aktin- und PLP-Bindung beteiligt sind, durch farblich medag Kasten
hervorgehoben: griin fur konservierte AS die an der Aktin-Interaktiteilige sind, rot und gelb
fur aromatische/hydrophobe AS, die eine Rolle bei der Interaktio®ditine mit PLP spielen.
Abweichungen in den konservierten AS-Sequenzen sind durch entsprdahgich markierte
Sternchen verdeutlicht: griines Sternchen bei Mutation einertiA8Kktin-Bindung, rotes/gelbes
Sternchen bei Mutation einer AS fir PLP-Interaktion. Ebenfatldich hervorgehoben sind die im
Vergleich zu PEN I/l spezifischen Deletionen der Profilinelll (rEsaten) und 1V (blaue Kasten).
Wie dem Alignment zu entnehmen ist, besitzen die Profilimed! 1l gleiche Langen (139 aa) und
sind in ihren Sequenzen sehr homolog. Vor allem in Aktin- und PLP-Bindwodvierten AS
liegen konserviert vor. Die N- und C-terminal lokalisierteanaatischen AS fir PLP-Interaktion
(W3, Y6, W31, H/Y133, Y/F139) sind besonders zwischen PFN | und Il hoch kogrtervi
Lediglich das Tyrosin 29, auf welches die starkere AffinitatRiEN II-Isoformen zu Poly-Prolin-
reichen Peptiden zurlckzufihren ist [Nodelnearal, 1999], ist in PFN | durch ein Serin ersetzt.
Die PFN llb-Isoform, welche T29 ebenfalls besitzt, zeigt aufd eines Austausches der
aromatischen Aminosaure Tyrosin an Position 139 im C-Terminus durciighatisches Valin
(Y139V) eine schwachere Affinitat zu PLP als PFN lla [Laedhtset al, 2000]. Das Testis-
spezifische PEN Il zeigt an diesen beiden Stellen und Zigdéem Position 133 ebenfalls eine
Mutation der konservierten Aminosauren fur PLP-Bindung (Y29C, Y139A, H/Y138&G)dass
durch den geringeren aromatischen Charakter, vor allem d&srminus, ebenfalls eine
schwéchere Affinitat zu PLP angenommen werden muss. Bei PRiht/die aromatischen und
hydrophoben AS fir die PLP-Interaktion weder C-terminal noch iied konserviert. Bis auf
Y133 und L134 sind alle konservierten AS durch Austauschmutationen odetioDeh nicht
bewahrt. Von Bjorkegren-Sjorgest al (1997) konnte gezeigt werden, dass W3-H133-Mutanten
kein PLP mehr binden, so dass fur PEN IV durch den Verlust der #sohen/hydrophoben AS
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an diesen Stellen und bedingt durch die zusétzlichen Mutationen angemaventen muss, dass
es keine Interaktion zu PLP aufweist. Weiterhin liegt sowohl fir PFNdlhath PFN IV aufgrund
der Mutationen der aromatischen AS H/Y133 und Y139 im C-Terminushevélic die Interaktion
mit VASP essentiell sind, die Vermutung nahe, dass diese nicht mehr zuktloterait dem Poly-
Prolin-reichen Protein VASP fahig sind.

Ein ahnliches Bild wie fur die konservierten PLP-interagieeendS ergibt sich bei PFN Il und
IV auch fur die Aktin-interagierenden AS. Diese liegen hochkongetvee den Profilinen | und I
vor, fur welche Aktin-Bindung dokumentiert ist [Carlssetral, 1977, Schluteet al, 1997; Witke,
2004]. Bei den Profilinen 11l und IV hingegen sind viele dieser ikindenden Bereiche durch
Austauschmutationen oder Deletionen nicht mehr konserviert. ImnSagezu PFN IV sind
jedoch bei PFN 1l die AS im C-Terminus, welcher eine wiphtRolle bei der Interaktion mit
Aktin spielt, noch deutlich starker konserviert. So konnte fir PFNvdh Hu et al. (2001)
Interaktion mit Aktin nachgewiesen werden. PFN |V zeigt bisRu4 keine konservierten AS fur
die Aktin-Interaktion mehr. Zudem enthélt PFN IV zwei Deletionm Mittelteil der Sequenz, die
direkt an eine Aktin-Bindestelle grenzen bzw. diese deletierenPBHN Il ist nur eine dieser
Deletionen und zudem in kirzerem Ausmald vorhanden. Da die Mutationen letidri2a in der
PEN IV-Sequenz hinsichtlich der Aktin-interagierenden AS redtatstisch sind und kaum
konservierte Bereiche verbleiben, ist anzunehmen, dass dies fuliktibogen bezlglich der
Aktin-Bindung haben wird. Es stellt sich die Frage, ob PFN IV Ghgathaoch in der Lage ist mit
Aktin zu interagieren.

Durch das Proteinsequenz-Alignment der humanen Profiline wird tidicldass sich PFN 1V in
seiner Aminosauresequenz erheblich von den Ubrigen Profilinen unterschédeallem die
hochkonservierten Aminosauren, die bei den bekannten Profilinen fur die Interaktiéktimiund
Poly-L-Prolin verantwortlich sind, sind in Profilin IV nicht an homatogStellen vorhanden. Es ist
anzunehmen, dass dies funktionelle und biochemische Folgen fir die ehatigskhen Profilin-
Bindungseigenschaften mit Aktin und Poly-L-Prolin mit sich bringt.

3.7.2 Einzelmating der Profiline 11l und IV mit Aktin, VASP, Diaph3
Um zu Uberprifen, ob die Profiline Il und IV eine Interaktion #ktin, VASP und Diaph3
eingehen und inwiefern diese Interaktionen spezifisch sind, wurdeelfiatings durchgefuhrt.
Getestet wurden die Interaktionen zwischen den ORFs der Reoflli (NM_029303) und IV
(NM_028376, BC029523) mit den moglichen Interaktionspartnefktin (ORF, NM_001101),
VASP (ORF, NM_003370) und Diaph3 (FH1 und FH2-Doménen aus Diaph3, NM_030932). Als
Positivkontrolle diente in diesen Versuchen Profilin 11 (NM_053024)wigiches die Bindung mit
Aktin, VASP und Diaph3 schon beschrieben ist [Schléteal, 1999; Reinharét al; 1995, Witke,
2004]. Als Negativkontrollen wurden die Leervektoren pGBKT7 bzw. pGADM@esetzt, die die
Gal4-DNA-BD bzw. Gal4-AD ohne ein fusioniertes Protein exprigmeiso dass keine Interaktion
mit den Profilinen erfolgen sollte. Um unspezifische ReaktioneszwschlieRen, wurden
verschiedene Variationen der Einzelmatings durchgefuhrt:
a) Profiline alsBait (Fusion mit der Gal4-DNA-BD) und potentieller Interaktionsparims
Prey (Fusion mit Gal4-AD)
b) Potentielle Interaktionspartner aiait (Fusion mit der Gal4-DNA-BD) und Profiline als
Prey (Fusion mit Gal4-AD)
c) Tausch der Hefestamme (AH109 und Y187 jeweilsBait oderPrey)
In Tabelle 3.10 sind die Konstrukte, mit denen die Einzelmatings durchgefiihrt wurdestistetfg
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Tabelle 3.10: Verwendete Konstrukte fir die Einzelmting-Tests zur Charakterisierung der Aktin- und PLP-
Bindungseigenschaften der Profiline.Alle Sequenzen wurden per PCR amplifiziert unddie Vektoren pGBKT7 und
pGADT7 kloniert, so dass sie sowohl 8ait als auch als Prey eingesetzt werden konnten. Zwdénien alle Konstrukte in
beide Hefestamme (AH109 und Y187) transformiersgbsamt wurden somit fiir die Minimatings 28 Hefakldergestellt.

Sequenz Vektor Hefestamm
huPFNIla ORF (NM_053024, 446 bp (bp 9926))

mProfilin [l ORF (NM_029303, 467 bp (bp 5924))

mProfilin [V ORF (NM_028376, 405 bp (bp 8611250)) pGBKT7 AH109

huProfilin IV ORF (BC029523, 406 bp (bp 17F557)) & &
hu R-Aktin ORF (NM_001101, 1236 bp (bp 74282)) PGADT7 Y187
huVASP ORF (NM_003370)

huDiaph3 FH1+FH2-Doméane (NM_030932, 668bp, ( bp 90851))

Positive Interaktion in den Einzelmatings wurde durch Wachstum auf SD-8akrkidien und im
gquantitativen -Galaktosidase-Assay uberpriift. Bei Interaktion zwiscBait- und Prey-Protein
werden durch Rekonstitution eines aktiven Gal4-TranskriptionsfaktorfReportergeneHis3,
Ade2und lacZ aktiviert, so dass Wachstum auf Histidin- und/oder Adenin-frMedien (SD/-
LTH, -LTA und -LTHA) erfolgen kann und -Galaktosidase-Aktivitdt nachweisbar ist. Im
Folgenden sind die Ergebnisse der Matings whlaktosidase-Assays zur Charakterisierung der
Profilin-Bindungseigenschaften mit Aktin, VASP und Diaph3 dargestélie schon erwahnt,
wurden mehrere Minimatings mit getauschisaits und Preys sowie Hefestdmme durchgeflhrt.
Nachfolgend werden jedoch nicht alle Matings im Einzeln aufgefihondesn nur
zusammenfassende Tabelle geliefert, in denen vermerkt ist, ohkiida der Profiline im Y2H-
System mit den potentiellen Interaktionspartnern zu detektieren war, oder nicht

3.7.2.1 Profilin-Interaktion mit Aktin

In Tabelle 3.11 sind die Ergebnisse der verschiedenen Profilim-Mdtings zusammengefasst
dargestellt. Abbildung 3.30A zeigt exemplarisch das Wachstum deiddipliKlone aus diesen
Matings auf SD/-LTA-Medium, auf dem nach Klonen mit InteraktioriseivenBait und Prey
selektiert wird. Wie zu erkennen ist, konnte im Y2H-Einzelmatiidin-Interaktion fir die
Profiline Il und 1l durch Wachstum auf den Selektionsmedien detektierden. Profilin IV
hingegen zeigte kein Wachstum auf den Selektionsmedien und weisadenm Y2H-System
keine Interaktion mit -Aktin auf. Wie erwartet zeigten die Negativkontrollen, Matdey Gal4-
DNA-BD und Gal4-AD mit den Profilinen bzw. Aktin, ebenfalls kein &Watum auf den
Selektionsmedien fir Protein-Interaktion. Somit konnten unspezifisckeeaktionen durch die
Gal4-DNA-BD und Gal4-AD mit Aktin und Profilin ausgeschlossen werden.

Tabelle 3.11: Profilin-Aktin-Interaktion im Y2H-Ein zelmating. Interaktion wurde durch Wachstum auf den
Selektionsmedien SD/-LTH, -LTA und —LTHA detektieft++: mehr als 200 cfu/ml auf SD/-Medium gewachsern 10-20
cfu/ml gewachsen, -: keine Kolonien auf Selektioediam gewachsen. Da mehrere Matings durchgefihrtiem) wird die
Spanne von der niedrigsten bis zur hdchsten detédti Matingeffizienz angegeben.

Testprotein Profilin Mating- Interaktion
Effizienz -LTH -LTA -LTHA
huProfilin Il 8-18 % +++ +++ +++
mProfilin Il 15-30 % +++ +++ ++
f3-Aktin mProfilin IV 12-35 % - - -
huProfilin IV 5-22 % - - -
Gal4-AD 10-40 % - - -
Gal4-DNA-BD 12-43 % - - -
Gal4-DNA-BD Profilin Il - IV 8-55 % - - -
Gal4-AD Profilin Il - IV 10-45 % - - -
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Abb. 3.30: Einzelmating und quantitativer -Galaktosidase-Assay zur Analyse der Profilin-Aktininteraktion. (A)
Detektion nach Profilin-Aktin-Interaktion auf SD/-L TA (Bild oben).Die Profiline Il und 11l zeigen Interaktion mit Akt
durch Wachstum auf dem Selektionsmedium, ProfMimicht. Die Positivkontrolle (Aktin x PFN II; Bildunten links) zeigt
Wachstum auf den Selektionsmedien SD/-LTH, LTA ub@HA, die Negativkontrolle (Aktin x Gal4-DNA-AD, Bd unten
rechts) nur auf SD/-LTB) quantitativer -Galaktosidase-Assaypargestellt sind die ermitteltenGalaktosidase-Aktivitaten
[Milliunits/(ml x Zellen)] diploider Klone aus deMatings. Die rote Linie markiert den Negativwers @lusschlussgrenze. *
zeigt signifikante 3-Gal-Aktivitat im Vergleich 2Negativkontrolle. Positivkontrolle: diploide Klomait starker Interaktion
zwischen p53 (pGBKT7-53) und SV40 large T-AntigpiADT7-T), Negativkontrolle: Diploide mit dem HE6-Germinus
(pGBKT7-H21-21-1) und SV40 T-Antigen (0GADT7-T)

Um auch die Expression dézcZ-Reportergens zu Uberprifen, sowie zur Quantifizierung der
detektierten Profilin-Aktin-Interaktionen, wurde eirGalaktosidase-Test durchgefuhrt. In diesem
Test wurden flr interaktionspositive Klone (PFN Il und Il x Aktdiploide Kolonien von SD/-
LTHA bzw. fur interaktionsnegative Klone (PFN IV x Aktin) dipdigi Kolonien mitBait und Prey
von SD/-LT-Medium verwendet. Abbildung 3.30B zeigt das Ergebnis destitpiven -
Galaktosidas-Tests fur die diploiden Profilin-Aktin-Hefeklone. PEN 1l und PFN IlI konnte mit
18,21 bzw. 3,5 R-Gal-Units eine signifikant Uber der Negativkontro]@(3-Gal-Units) liegende
Expression desacZ-Reportergens gezeigt und so die Interaktion mit Aktin begstaterden.
Hierbei konnte fur PFN Il eine um ca. 80 % starker@alaktosidase-Aktivitat als fur PFEN 111
ermittelt werden. Da die-Galaktosidase-Aktivitdt eine Aussage Uber das MalR deraktien
zwischen Bait und Prey erlaubt, kann gesagt werden, dass das-Spezifische PFN Il eine
schwéchere Affinitat zu-Aktin aufweist als PFN 1. Fur die Klone aus den PFN IV-Aktin-Matings
konnte keine nachweisbatacZ-Expression bzw. -Galaktosidase-Aktivitat ermittelt, das heifl3t
keine Interaktion zwischen -Aktin und Profilin IV gezeigt werden. Die gemessenen
Galaktosidase-Aktivitaten lagen mit 0,053Gal-Units fur Maus-PFN IV und 0,046 [3-Gal-Units
fur humanes PFN IV nicht signifikant Gber denen des Negativwertes.

3.7.2.2 Profilin-Interaktion mit den Poly-Prolin-Proteinen VASP und Diaph3

Von den Poly-Prolin-haltigen Profilin-Liganden ist die Interaktionsolien VASP und Profilinen
bisher am besten dokumentiert [Reinhatdal, 1995; Gertleret al, 1996]. VASP enthalt eine
Prolin-reiche Domane, welche Interaktion mit dem C-Termirdes Profiline vermittelt
[Lambrechtset al., 1997; Kanget al, 1997]. In den Einzelmatings wurde VASP als Poly-Prolin-
Ligand fur die Testis-exprimerten Profiline 1l und IV getésten vor allem die Funktionalitat des
Profilin C-Terminus, welcher in den Profilinen 1ll und IV Mutationder VASP-interagierenden
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AS aufweist zu untersuchen. Als zweiter potentieller Polyitagand der Profiline wurde
Diaph3 getestet. Von Diaph3 existieren zwei Isoformen, von denen dierkifizeform 2,
NM_030933 im Testis exprimiert wird [Katho & Katho, 2004]. Diaph3 gehért zamiie der FH
(formin homology-Proteine, welche Uber eine Poly-L-Prolin-reiche Region irFttEr-Doméane an
Profiline und Uber die FH2-Domane an Aktin binden [Kogtal, 2003; Pringet al, 2003; Sagot
et al, 2002]. Die verwendeten Hefekonstrukte fir die VASP und Diaph3-Magingsin Tabelle
3.16 aufgelistet. Die Ergebnisse der Matings zwischen den Redfili, 11l und IV mit den Poly-
Prolin-Proteinen VASP und Diaph3 sind in Tabelle 3.12 zusammengefagssiddit. Abbildung
3.31 zeigt die zugehorigenGalaktosidase-Test-Ergbnisse.

Tabelle 3.12: Profilin-Interaktion mit VASP und Diaph3 im Y2H-Einzelmating. Interaktion wurde durch Wachstum auf
den Selektionsmedien SD/-LTH, -LTA und -LTHA detiekt (hier nicht im Einzelnen aufgefiihrt). Wachsgimaurteilung:
+++: mehr als 200 cfu/ml, ++: 10-20 cfu/ml, +: 1-&/ml -: keine Kolonien auf Selektionsmedium geWwsen. Da mehrere
Matings durchgefuhrt wurden, wird keine genaue Nggiffizienz angegeben, sondern der Bereich vomidelrigsten bis zur
hochsten Effizienz aus den verschiedenen Matings.

Test- Profilin Mating- Interaktion Test- Profilin Mating- Interaktion
Protein Effizienz Protein Effizienz
huProfilin 11 13-35 % +++ huProfilin 1l 15-48 % +++
mProfilin 11l 20-45 % - Diaph3 mProfilin 1l 6-33 % +
VASP mProfilin IV 9-30 % - FH1- mProfilin IV 11-42 % -
huProfilin IV | 15-38 % - und huProfilin IV 21-35 % -
Gal4-AD 28-43 % - FH2- Gal4-AD 12-40 % -
Gal4-DNABD 25-50 % - Domane [ Ga14-DNABD 15-45 % -
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Abb. 3.31: Quantitativer -Galaktosidase-Assay zur Analyse der Profilin-Inteaktionen mit den Poly-Prolin-Proteinen
VASP und Diaph3 Dargestellt sind die ermittelterGalactosidase-Aktivitaten [Milliunits/(ml x Zellghdiploider Klone aus
den Matings. Die rote Linie markiert den Negativines Ausschlussgrenze. * zeigt signifikant&alaktosidase-Aktivitat im
Vergleich zur Negativkontrolle. Als Negativkontmltlienten diploide Klone ohne Interaktion zwischBsit und Prey (HE6-
C-Term. x SV40 large T-Antigen), als Positivkonkeadiploide Hefeklone mit Interaktion zwischen p&8 SV40 T-Antigen.

In den Matings konnte fir PFN Il (Positivkontrolle) durch starkeshsum diploider Klone auf
den Selektionsmedien SD/-LTH, -LTA und -LTHA, welches auf Expression der Rejeréilis3
und Ade2zurtckzufuhren ist, eine Interaktion mit VASP und Diaph3 detéktierden. Auch die
signifikante Expression des dritten ReportergelasZ, konnte im -Galaktosidase-Test die
Interaktion mit VASP und Diaph3 bestatigen. DefGal-Test zeigte weiterhin, dass PFN I
deutlich starker mit dem Poly-Prolin-Protein VASP (16&al-Units) als mit Diaph3 (27-Gal-
Units) interagiert. Fur PFN [Il konnte sowohl in den Einzelmatialgsauch im 3-Galaktosidase-
Test eine Poly-Prolin-Bindung durch Interaktion mit Diaph3 geaegden. Im quantitativen-



Ergebnisse 104

Gal-Test zeigte PFN Il zu Diaph3 mit 6,4Gal-Units zwar eine um ca. 76 % schwéchere
Interaktion als PFN Il zu Diaph3 (27-Gal-Units). Jedoch lag die [3-Gal-Aktivitat noch immer
signifikant Gber der der Negativkontrolle (0,28Gal-Units), so dass von einer Poly-Prolin-
Bindungseigenschaft des PFN Il ausgegangen werden kann. Mit démiggchen Protein VASP
konnte fur PFN Il weder im Mating durch Wachstum auf Selektionsenedioch im -Gal-Test
durchlacZ-Expression eine Interaktion nachgewiesen werden. Profilin Iyteeveder Interaktion
mit dem Poly-Prolin-Protein VASP noch mit Diaph3. Es wuchsen keifleneK auf den
Selektionsmedien und es konnte keinGal-Aktivitat der diploiden Klone gemessen werden. Die
ermittelten -Galaktosidase-Aktivitaten lagen mit 0,07 bis 0,23&al-Units sogar noch unter
denen der Negativkontrolle. Diese Ergebnisse deuten darauf henPBBSIV, zumindest in Bezug
auf die Proteine VASP und Diaph3, keine Poly-Prolin-Bindungseigenschafter.besitz

3.7.3 Bestétigung der Aktin- und Poly-L-Prolin-Interaktionen aus den Einzelmatings
durch alternative Methoden

Die im Y2H-System detektierten Interaktionseigenschaften deriliReofwurden durch
alternative Methoden Uberprift. Dabei wurde zur BestatigungPdefilin-Aktin-Bindungs-
eigenschaften die Co-Immunoprazipitation angewandt. Die Interaktiorrafdime mit VASP
und Diaph3 konnte mit dieser Methode aus folgenden Grinden nicht Gberpddnwe vitro
translatiertes VASP bandierte genau auf Hohe der schwargie Antikorperkette und konnte
trotz mehrfacher Versuche weder mit einem c-myc-AK aasidvhoch mit einem VASP-AK
aus Kaninchen im Western-Blot nach Co-IP eindeutig detektiedemetn vitro translatiertes
Diaph3 zeigte in der Co-IP, auch bei unterschiedlich stringentestiWa, eine unspezifische
Bindung an Protein A-Agarose und war durchgehend in den Kontroll-Ansaizeéetektieren,
so dass auch hier keine eindeutigen Ergebnisse erzielt werden konnten.

Da durch die Y2H-Studien lediglich die Bindungseigenschaft d#iliRe Il und IV bezuglich der
Poly-Prolin-haltigen Proteine VASP und Diaph3 beurteilt und keine Aesg8bgr eine generelle
Poly-Prolin-Bindungseigenschaft der Profiine gemacht werden konnisairde zur
Charakterisierung ihrer PLP-Affinitat eine Poly-L-Prolinfiaftatschromatographie durchgefihrt.
Diese erschien auch sinnvoll, zumal von Lambreehtal (2002) fur Profiline mit einens-myc-
tag eine drastisch reduzierte Poly-L-Prolin-Bindung beobachtet wurda:. ¥wrde dies nur fur C-
terminale Proteitags beschrieben (N-Terminaleags wurden nicht getestet), jedoch lasst sich
nicht ausschliel3en, dass die fur das Y2H-System N-terminal aRrdidine angeflgten Gal4-
DNA-BD- undc-myctagskeinen Einfluss auf die Bindungseigenschaften besitzen.

3.7.3.1In vitro-Translation und Co-Immunopréazipitation von Aktin und Profilin

Die Bestatigung der im Y2H-System detektierten Profilin-Aktiteraktionen erfolgte durch Co-
Immunoprézipitation mitn vitro translatierten Profilinen und Aktin. Fir die Translation wurden
die in Tabelle 3.16 aufgelisteten Profilin-Sequenzen in pGBKT7 w#ktin in pGADT7
verwendet, so dass den Profilinen ein N-terminaleryc-tag(Bait-Protein) und Aktin eirHA-tag
(PreyProtein) angefugt wurde. Dien vitro Translation wurde wie unter 2.2.2 beschrieben
durchgefiihrt. Zur Uberpriifung déer vitro-Translation wurden 5 pl des Ansatzes per SDS-PAGE
aufgetrennt, auf eine Membran geblottet und die translatiBaésProteine immunologisch ma-
myc monoklonalem Antikdrper bzw. di€rey-Proteine mitHA High Affinity monoklonalem
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Antikorper nachgewiesen. Abbildung 3.32 zeigt die Western-Blot-Analgsi vitro-Translation.
Wie zu erkennen ist konnten sowohl die Profiline mihyc-tag(ca. 16 kDa) als auch Aktin mit
HA-tag(ca. 46 kDa) erfolgreichn vitro translatiert werden.

cmyc- tag HA-tag

(PFN2 PFN3 PFN4 p53\ kDa  fAktin pGADT\kDa

62 62

38 38

28 28
c-myc -WB HA-WB

Abb. 3.32: Immunologischer Nachweis vorin vitro translatierten Profilinen und Aktin . Die Profiline wurden mitmyc-
tag translatiert und Uber einen monoklonalen c-myc-déektiert (c-myc-WB). Aktin wurde milA-tagtranslatiert und tiber
einen HA-AK detektiert (HA-WB). Diean vitro translatierten Profiline bandieren bei ca. 16 kBk&tin bei ca. 46 kDa. Als
Positivkontrolle wurde p53 mit cmyc-tag translatiets Negativkontrolle pGADT?.

Fur die Co-IP wurden je 25 ul Reticulozytenlysat mit dem PreBRiit bzw. dem AktinPrey
vermengt und eine Stunde bei Raumtemperatur inkubiert, um Proteiakiideen zu
ermoglichen. Anschlielend wurden interagierende Proteine durch eimgreAntikdrper und
Protein A-Agarose co-immunoprazipitiert. Nach Elution der covimoprazipitierten Proteine aus
der Protein A-Agrose, wurden 25 pl des gewonnenen Uberstands durdRAESund Western-
Blot mit c-mycAK auf prazipitiertes Bait-Protein und mit HA-Antikbrper auf co-
immunoprazipitierte®rey-Proteine hin analysiert. Dabei wurde eine immunologisch detbktie
Bande des AktirRreysim Uberstand als positives Ergebnis fiir Protein-Protein-Intenmaktiit
dem prazipitierteBait-Profilin gewertet.

In den Abbildungen 3.33 und 3.34 sind die Ergebnisse der Profilin-Aktin-Co-
Immunoprézipitationen dargestellt. Abbildung 3.33 zeigt die ProfilinsAkto-1P, Abbildung 3.34
die zugehorigen Kontrollen. Wie zunéchst inamycWestern-Blot in Abb. 3.34 zu erkennen ist,
konnten alle dreiBait-Profiline erfolgreich Uber einerc-mycAK und Protein-A-Agarose
prazipitiert werden. Dies ist an den Profilin-Banden bei ca. 16ikldan Ansatzen mit-mycAK
erkennen. Ansatze ohrmemycAK enthalten keine Profilin-Bande, was darauf hindeutet, dass die
Profiline nicht unspezifisch an Protein A-Agarose binden. Auch unsgpgmf Aktinbindung an
Protein A-Agarose (Abb. 3.33 Ansatze mit Aktin und PFN, aber obmgcAK) und Prézipitation
des AktinPreysdurch denc-mycAK (Kontrollblott Abb. 3.34 : Aktin +c-mycAK ohne PFN.)
konnte ausgeschlossen werden, so dass davon auszugehen ist, dass detekkinbBanden auf
Co-Immunopréazipitation und somit Interaktion mit den Profilinen zurickzufirsenm HA-
Western-Blot (unterer Teil Abb. A) wurde co-immunoprazipitiertelstirA (bei ca. 46 kDa)
detektiert. Wie zu erkennen ist konnte Aktin mit Profilin Il undffin Il co-immunoprézipitiert
werden, jedoch nicht mit Profilin IV. Dieses Ergebnis bedtdms Y2H-Minimating, so dass
vermutet werden kann, dass PFN IV im Gegensatz zu PFN Il yrketilhle Interaktion mit-Aktin
aufweist.
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Profilin PEN2-cmyc PEN3-cmyc PEN4-cmyc
Aktin-HA + + - + + - + + -
c-myc-AK + - + | + - + + - +

kDa

49

38

28 Abb. 3.33: Western-BlotAnalyse der
Profilin-Aktin-Co-Immunoprazipitation.

PFEN ==—p 14 Im oberen Teil des Bildes ist der c-mwB
zur Kontrolle auf prazipitierte Profiline
dargestellt. Alle drei Profiline konnten

1w  erfolgreich  mit  c-myc-AK  prazipitiert

Aktin == werden. Im unteren BloHA-WB) wurde co-

immunoprazipitiertes  Aktin - mit HA-AK

detektiert. In den PFN Il und PFN -

Ansatzen war Aktin zu detektieren, im PFN

IV-Ansatz nicht. Die Banden bei ca 28 und

50 kDa sind auf die schwere und leichte AK-

14 Kette desc-mycAK, mit dem die Profiline

c-myc -WB

38

28

ANANE prazipitiert wurden zurtickzufihren,
g & g o
-~ F g -
= © O = () o
4 S S X S 3
m 2 2 m = =
2 ¢ ¢ 2 & &
AKtin + + _ _ + 4 Abb: 3_.34: Kontrollen zur Aktin-ProfiI_in-
Co-IP in der Western-Blot-Analyse Links
c-myc-AK  + +  + - + + - im Bild ist der c-myc-WB, rechts im Bild der
KDa KDa HA-WB dargestellt. Um unspezifische
49 49 Prazipitation des Aktin-Preys, des-mye
Tags oder von Proteinen aus den
38 38 Reticulozytenlysaten auszuschlieRen, wurden
Co-IP-Anséatze nur mit Aktin und/oder de
-8 28 leeren Vektor oder reinem Reticulozytenlysat
mit c-myc-AK und ohne PFN durchgefihrt.
In keinem dieser Ansatze konnte eine
" 14 Profilin- oder Aktin-Bande detektiert werden,
c-myc-WB HA-WB so dass unspezifische Prazipitation bzw.

Interaktion ausgeschlossen werden konnten.

3.7.3.2 Poly-L-Prolin-Affinitdtschromatographie zur Charakterisierung der Poly-L-Prolin-
Bindungseigenschaften der Profiline Ill und IV

Im Zuge dieser Arbeit wurde die Poly-L-Prolin-Affinitatschratmgraphie zur Charakterisierung
der Profilin 1l und IV hinsichtlich ihrer generellen Bindungseigdrasten mit Poly-L-Prolin
eingesetzt. Die Bindung von Profiline an Poly-L-Prolin wird saftrdn fir die Aufreinigung von
Profilinen genutzt [Lindbergt al, 1988; Tanaka & Shibata, 1985]. Dabei wird Profilin je nach
seiner Affinitat zu PLP durch Harnstoff unterschiedlicher Mtidgen von der PLP-S&ule eluiert:
die Elution von Profilin I (Mensch, Maus) erfolgt mit 6 M Hawof§ bei Profilin Ila wird aufgrund
der héheren Affinitat zu Poly-L-Prolin mit 8 M Harnstoff gearbeitet [Wittagearet al, 2000].

Fur die PLP-Affinitditschromatographie wurden die beiden Profiline chstamit Hilfe des
pPET-Expressionssystems ohne jeglidags rekombinant inE.coli BL21(DE3)pLys durch
IPTG-Induktion Gberexprimiert. Zur Kontrolle der Expression wurden den Expreksituren
vor sowie 4 h nach IPTG-Induktion Proben entnommen und jeweils 10 pl irP33%- und
Western-Blot analysiert. Wie in Abb. 3.35 zu erkennen ist, lie3 selxjpression der beiden
Profiline durch IPTG induzieren (rote Pfeile). Es wurde jewaiihsca. 15 KDA grofRes Protein
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exprimiert. In den Western-Blots mit PFN IIl bzw. PFEN IV-gifischen Antikérpern konnten
diese IPTG-induzuierten Proteinbanden deutlich detektiert werden, sal@asn auszugehen
ist, dass Profilin 11l und Profilin IV exprimiert wurden.

PEN I PEN IV

175

83

62

47,5

32,5

25

Abb.3.35: SDS-PAGE-Analyse (Coomassie-gefarbtes (eind Western-

Blot-Nachweis (WB) der (berexprimierten Profilin Il und IV: [

Kulturprobe vor IPTG-Induktion, II: Kulturprobe 4 hach IPTG-Induktion,

we PS: Prestained Marker (kDa), LM: Low Mass Ladddbdk von der Probe
e PFN IV | ist versehentlich zu wenig Probe aufgetrag

16,5 \ \

Durch Lysozym und Ultraschallbehandlung wurden die exprimiertereiReotus den Zellen
freigesetzt und ein Proteinlysat hergestellt. Das Lysatdenit |6slich exprimierten Proteinen
wurde auf eine Poly-L-Prolin-Saule (PLP-Saule), aus Cyanbromidiexkér Sepharose CL-
4B an die kovalent 250 mg Poly-L-Prolin gekoppelt war, aufgetragen. Deat-Durchfluss
(LD) wurde aufgefangen. Ungebundenes Protein wurde in zwei &dhrittit Waschpuffer
und 2 M Urea in Waschpuffer, von der Saule ausgewascherCharakterisierung der PLP-
Bindungseigenschaften erfolgte die Elution gebundener Profiline zunagh4tM Harnstoff und
anschlieBend mit 8 M Harnstoffon der S&ule. Fir die Analyse der Bindungs- und
Elutionseigenschaften der Profiline wurden Waschpuffer und Eluatehachfluss durch die
Saule in je 2 ml Fraktionen aufgefangen und profilinhaltige Fya&t mittels SDS-PAGE
ermittelt. Der Proteinnachweis im Gel erfolgte durch Coormedsérbung. In den Abbildungen
3.36 und 3.37 sind die Coomassie-gefarbten Gele zur Dokumentation des Binchaltgver
der Profiline 1l und IV an PLP gezeidgBei einem direkten Vergleich des Elutionsverhaltens der
Profiline Il und IV von der PLP-S&ule wird ersichtlich, dassNAN im Gegensatz zu PFN 1l
keine Interaktion mit Poly-L-Prolin aufweist. Das rekombinaxpranierte PFN IV zeigte keine
Bindung an die PLP-S&ule und wurde direkt mit den ersten drei Waktbifren wieder aus der
Saule herausgespllt. Sogar durch steigende Harnstoffkonzentrationsompdrfeier konnte auch
unter sehr stark denaturierenden Bedingungen (8 M Urea) kein Prnoéihn von der Séaule eluiert
werden, so dass davon ausgegangen werden kann, dass PFN [V keife-PRuig-
Bindungseigenschaft besitzt.

Fur PEN 1l zeigte sich in der PLP-Affinitatschromatograpkin vollig anderes Elutionsmuster.
Im Gegensatz zu PFN IV konnte ein Grol3teil des rekombinantsnlliPEn die Saule gebunden
und durch 4 M und 8 M Urea wieder eluiert werden. Dies ist an detictiestéarkeren Profilin-
Banden bei ca. 14 kDa in den entsprechenden Fraktionen zu erkennen {sieidP 3.36).
Somit konnte eine Interaktion des Testis-spezifischen PFNitlPhP bestéatigt werden. Fir die
Profiline | und 1l ist eine Elution erst ab 6 M bzw. 8 M Ureadbeeben, so dass fur PFN llI,
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welches bei 4 M Urea eluiert, eine schwachere AffirataPLP angenommen werden muss. Wie
zu erkennen ist, konnte PFN Il jedoch nicht nur in den 4-8 M Uraktienen, sondern auch
zunehmend schwacher werdend in den Waschfraktionen und sehr schwach in déirea-M
Fraktionen detektiert werden. Dies kann zum einen auf eine UberladundSaige und
ungenugendes Waschen zurlckzufuihren sein. Auf der anderen Seite konnigtidiedgi 2 M
Urea jedoch auch auf eine schwache Affinitat des PFN Il Iz Rindeuten. Allerdings kann
durch die deutlich verstarkte PFN IlI-Elution mit 4 M Urea défimvon einer Interaktion des PEN
[l mit PLP ausgegangen werden.

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass durch die PLP-Afflmititeatographie die Ergebnisse
des YZ2H-Minimatings bestéatigt werden konnten. Fiur PFN Il konntebeiden Systemen
Interaktion mit PLP bzw. Poly-Prolin-Proteinen gezeigt werden, fir RENNngegen nicht.

Waschfraktionen 2M Urea 4M Urea 4M Urea 8M Urea

L LD"2 4 6 8 10 '2 4 6'2 4' LM PS(681012Y24681015LM

Abb. 3.36: Elektrophoretische Dokumentation der PFNII-PLP-Affinitdtschromatographie

Gezeigt sind die Coomassie-gefarbten Gele der SBSHPAnalyse der aufgefangenen Fraktionen von deéP-BBule. Der
Pfeil zeigt auf die Profilin IlI-Proteinbande bei.cl4 kDa, L: Lysat vor der Saule, LD: Lysat naéul®ndurchfluss, 2 M Urea
2-6: Fraktionen 2-6 des 2 M Urea-Waschpuffers rdmhSaule, 4 M Urea 2-12: Fraktionen 2-12 des 4l0b4ts, 8 M Urea 2-
12: Fraktionen 2-12 des 8 M Eluats, LM: Low Massider, PS: Prestained-Marker.

Waschfraktion 2M Urea 4 M Urea 8 M Urea
A A
LMPSLLDLD(23456789\ LMP52468/246810\[246810\
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Abb. 3.37: Elektrophoretische Dokumentation der PFNV-PLP-Affinitdétschromatographie
Gezeigt sind die Coomassie-gefarbten Gele der SBSHPAnalyse der aufgefangenen Fraktionen von ddP-BBule. Der
Pfeil zeigt auf die Profilin IV-Proteinbande bei. d&b kDA. L: Lysat vor der Séaule, LD: Lysat nachugsdurchfluss, 2 M
Urea 2-8: Fraktionen 2-8 des 2 M Urea-Waschpuffiexsh der Saule, 4 M Urea 2-10: Fraktionen 2-104dbkEluats, 8 M
Urea 2-10: Fraktionen 2-10 des 8 M Eluats, LM: Udass-Ladder, PS: Prestained-Marker.
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3.8 Screening einer Yeast Two-HybrieBibliothek zur Identifizierung
potentieller Interaktionspartner der Profiline Il und IV

Erste Untersuchungen hinsichtlich typischer Profilin-Interaktionein Akiin und Poly-L-Prolin
zeigten, dass sich Profilin 11l und IV in ihren biochemischen Bindeigganschaften unterscheiden.
Wahrend fir Profilin Il eine Interaktion mit Aktin und Poly-L-Pmlgezeigt werden konnte, sind
fur Profilin IV bisher keine Bindungspartner bekannt. Uber die mddekn Funktionen der
Profiline 11l und 1V in den mannlichen Keimzellen der Sauger kann bisher nur spretkudirden.

Im Rahmen dieser Arbeit sollten durdteast Two-HybrieScreening gegen eine Testis-cCDNA-
Bibliothek potentielle Interaktionspartner der Profiline 1l uid identifiziert und hierdurch
Hinweise auf eine mdgliche Funktion der beiden Profiline in den nehami Keimzellen
gewonnen werden. Hierzu wurde d@swl4 Matchmaker Two-Hybrid Systemv@n Clontech
eingesetzt. Al8ait-Proteine wurden die kompletten ORFs der murinen ProfilingNM_029303)
und 1V (NM_028376) gewahlt. Diese wurden durch PCR mit spezifischen Prirsietme(Tabelle
3.19) aus Testis-cDNA adulter Mause amplifiziert und im durchlzdgn Leseraster in den
Hefevektor pGBKT7 kloniert, so dass ein Fusionsprotein aus demiligemeProfilin und N-
terminal angefligter Gal4-DNA-BD ma-myc-tagentstehen konnte. Bait-Konstrukte mit korrekter
Sequenz und ohne Leserasterverschiebung wurden fiYfedas Two-Hybridcreening in den Mat
a-Hefestamm AH109 transformiert.

3.7.2 Vorbereitende Untersuchungen

Um unspezifischekfalsch positives Wachstum auszuschlieRen und optimale Bedingungen fiir den
Screen zu ermittelavurden die gleichen vorbereitenden Untersuchungen wie fir dievidgst
Two-Hybrid-Screenings durchgefihrt

Beide ProfilinBait-Konstrukte konnten erfolgreich in den Mat a-Hefestamm AH109 trangfdrm
werden. Die Transformanten konnten wie erwartetet ihre Tryptophan-vdpxae kompensieren
und zeigten nur Wachstum auf SD-Medium ohne Tryptophan (SD/-T) und nicBDdtfeucin.
Der Vergleich der Wachstumsrate Uber die s6xeigte keine signifikanten Unterschiede im
Wachstum zwischen den Transformanten mit leerem pGBKT7-Vektor unashaeit dem Profilin-
Bait-Vektor, so dass davon ausgegangen werden konnte, dass beide Baiflikeine toxische
Wirkung auf das Wachstum der Hefestdmme haben. Weiterhin konntbeide Baits eine
autonome Transkriptionsaktivitat fir die Reportergeh®3 und ADE2 sowie eine unspezifische
Interaktion mit der Gal4-AD ausgeschlossen werden. In einem HKlomatong der ProfilinBaits
mit Kontrollstammen konnten keine drastischen Unterschiede in denngMEfizienzen
beobachtet werden. Im Mating mit den beiden Kontrollstimmen AH10Hg@H53] und
Y187[pGADT7-T] waren ca. 6 % der Zellen diploid. In den Matings Bait-Hefestamme
AH109[pGBKT7-Profilin] mit dem Prey-Hefestamm Y187[pGADT7-T] wlen Mating-
Effizienzen von 5,5 % (Profilin Il als Bait) bzw. 8 % (PrdiililV als Bait) erreicht. Alle
Effizienzen lagen deutlich Uber 2 %, so dass davon ausgegangem kerdge, dass diBait-
Proteine keinen negativen Einfluss auf die Mating-Effiziengitben und in einem Bibliothek-
Screening ausreichend viele unabhangige Klone gescreent wiebdeen, um reprasentative
Ergebnisse zu erlangen.

In Tabelle 3.13 ist das Wachstum der Profiait-Hefestamme bei unterschiedlichen 3-AT-
Konzentrationen im SD/-TH-Medium aufgelistet.
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Tabelle 3.13: His3-Hintergrundwachstum der Bait-Hefestdmme bei unterschiedlichen 3-AT-

Konzentrationen nach sieben Tagen Inkubation bei 30°C+: 1-10 cfu/ml, +/-: vereinzelte kleine Kolonienvggchsen; -:
keine Klone gewachsen

Bait Hefestamm SD/-Trp/-His + 3-AT
0mM 2mM 6 mM 10 mM
AH109[pGBKT7-Profilin 111] + +/- +/- -
AH109[pGBKT7-Profilin 1V] + +/- +/- -

Beide Bait-Hefestamme zeigten sowohl auf den Platten ohne 3-AT als aa¢hmivl und 6 mM
3-AT durch das Auftreten kleiner Hefe-Kolonien < 2mm schwachesidih-Hintergrund-
wachstum. Auf Medium mit 10 mM 3-AT konnte kein Hintergrundwachstunmrnaketektiert
werden. Dies bedeutete, dass dem LTH-Medium 10 mM 3-AT zugesetden musste, um
unspezifisches Hintergrundwachstum zu unterbinden. Es zeigte sich jedich Kontrollmatings

mit verschiedenerPrey-Hefestimmen (Aktin und Diaph3), dass das Hintergrundwachstum und
somit die optimale 3AT-Konzentration nicht nur v@ait-Hefestamm allein abhéngig ist, sondern
zusétzlich durch den jeweiligdtrey-Hefestamm beeinflusst wird (siehe Tabelle3.14).

Tabelle 3.14: Wachstumsanalyse zum unspezifischenig3-Hintergrundwachstum diploider Klone mit und ohne
Interaktion zwischen Profilin 1lI/IV und Aktin/Diap h3 auf SD/-LTH-Medium mit und ohne optimale 3-AT-
Konzentrationen. ++: 10-20 cfu/ml, +: 1-10 cfu/ml -: keine Kolomiegewachsen; ohne Klammern dargestellt ist das
Wachstum von Kolonien > 2 mm, die auf Interaktioindeuten, in Klammern dargestellt ist das unspsdiie
Hintergrundwachstum kleiner Kolonien <2 mm

AH109[pGBKT7-Profilin 1] SD/-Medium
X -LTH -LTH + 10 -LTA -LTHA
Y187[pGADT7-ProteinX] mM 3-AT
Profilin 11l x Aktin (Interaktion) ++/(++) ++/(-) +/(-) ++/(-)
Profilin IV x Aktin (keine Interaktion) -/(++) -/} -1(-) -1(-)
Profilin 11l x Diaph3 (Interaktion) ++/(++) -1(-) +/(-) ++/(-)
Profilin IV x Diaph3 (keine Interaktion) +/(++) X -1(-) -1(-)

In einem Y2H-Screening besteht nun das Problem, dasBa&&rotein mit einer Vielzahl
potentieller Interaktionspartner interagiert, so dass im Vorhinexnme optimale 3-AT-
Konztenration festgelegt werden kann. Auch auf die Gefahr hin, unspegifinteraktionen zu
detektieren, wurden daher in Y2H-Screens, die auf SD/-LTH durchgefiinden, kein 3-AT
zugesetzt, um mdaglichst keine Interaktionen zu inhibieren.

3.8.2 Yeast Two-Hbrid-LibraryScreening einer pra-transformierten murinen Hoden-
cDNA-Bibliothek

Nach Abschluss aller notwendigen Tests wurden die Profilin-Kaktstrim Mat a-Hefestamm
AH109 in Yeast Two-HybrieLibrary-Screenings eingesetzt. Die Screens wurden wie unter 2.3.2.9
beschrieben gegen eine in den Matlefestamm Y187 vortransformierte murine Testis cDNA-
Bibliothek durchgefuihrt. Die verwendete Testis-cDNA-Bibliothelpréasentierte bei einem Titer
von > 5 x 10 cfu/ml insgesamt 1,75 x 10unabhéngige Klone. Insgesamt wurden vier Y2H-
Library-Screens, als LS-5 bis LS-8 bezeichnet, auf unterschiesliicgenten Selektionsmedien
durchgefuhrt. Triple-Dropout-Medium (SD/-LTH und SD/-LTA) diente @esniger stringenten
Selektion und der Erfassung von schwécheren ProteininteraktiomerdeB Verwendung von
Quadruple-DO-Medium (SD/-LTHA) erfolgte die Selektion auf Dipiidie derADE2 und den
HIS3 Reporter exprimieren. In Tabelle 3.15 sind die in den einzelnen ScveernendeterBait-
Konstrukte und Selektionsmedien aufgelistet.
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Tabelle 3.15: Mit den Profilin-Baits durchgeflihrte Yeast Two-Hybrid_ibrary-Screens

Library-Screen Bait-Protein Bibliothek Medium
LS5 mProfilin IV SD/-LTHA
LS 6 mProfilin IV BD-Matchmaker mTestis (iB.cerevisiag/187, Mat ), SD/-LTH
LS-7 mProfilin Il S3467, Lot#3090490 SD/-LTA
LS-8 mProfilin IV SD/-LTA

Nach Aufbringen der Screening-Ansatze auf die SD-Selektionsmedietten die Platten 8-21
Tage inkubiert, um auch langsam wachsenden Kolonien, die auf schi®exke-Interaktionen
hindeuten, die Chance zum Wachsen zu geben. Die Platten wurdeh tgitrolliert und das
Wachstum diploider Kolonien dokumentiert. Fir jedes Screening wurdemzdde Bibliothek-

Titer, die Mating-Effizienz und die Anzahl der gescreenten unalgemd<lone berechnet. In
Tabelle 3.16 sind diese Ergebnisse aus den einzelnen Library-Screens zugafasse dargestellt.

Tabelle 3.16: Bibliothek-Titer, Mating-Effizienzen und Anzahl der Klone aus den Y2H-Screens mit den filin-Baits

LS-5 LS-6 LS-7 LS-8
Bibliothek-Titer 13 x 1d cfu/ml 15 x 10 cfu/ml 11,8 x 18cfu/ml 7,75 x 10cfu/mi
Mating-Effizienz 9,7 % 3,7% 7,8 % 8 %
Gescreente Klone 14 x 16 cfu/ml 3,4 x 16 cfu/ml 5,4 x 16 cfu/ml 6,2 x 1Gcfu/ml
Gewachsene Klone 3 47 152 6/28

Fur ein erfolgreichesYeast Two-Hybrid LibranBcreening sollten nach Angaben des
Matchmaker™ Pretransformed Libraries User Man8D03) ein Titer von > 5 x I0cfu/ml
vorliegen sowie mit einer Mating-Effizienz von > 2%, mindestd x 16 unabhangige Klone
gescreent worden sein, um die komplexe mRNA-Population des Hodesb&€swzu
reprasentieren. Diese Bedingungen wurden in allen vier Screetghlerflllt, so dass davon
ausgegangen werden konnte, dass die Screenings nicht durch eingesdfiedimgeEffizienzen
oder ungenugend Klonzahlen limitiert waren.

3.8.2.1 Eliminierung falsch-positiver Klone durch Screening aufReportergen-Expression,

Prey-Plasmid-Isolierung, Alul- Restriktionsanalyse und Sequenzierung

Die Verifizierung und Analyse der potentiellen Profilin-Interak8partner, um falsch positive
Klone auszuschliel3en und potentiell interessante Interaktionspauntidentifizieren, erfolgte wie
unter 3.2.3.1 beschrieben. Im Folgenden wird fir die durchgefihrten Profieesc eine

zusammenfassende Tabelle geliefert, in der die verbleibendene Khach den einzelnen
Analyseschritten aufgelistet ist. Erst nachdem die Anzahlkdene durch Auswahl potentiell
interessanter Interaktionspartner ein Uberschaubares MaRnaimgen hat, wird auf die
ausgewahlten Klone und die zur Verifizierung durchgefiihrten Studien ndhegasigge.

Tabelle 3.17: Analyse und Auswertung der Profilin-2H-Library-Screens.

Profilin-Library-Screen

Analyseschritt Profilin IV Profilin 111
LS-5 LS-6 LS-8 LS-7
Gescreente Klone 14 x 10cfu/ml | 3,4x1Gcfu/ml | 5,4 x 16cfu/ml | 6,2 x 16cfu/ml
Klone nach Selektion auf HIS3 od&DE?2 - 47 30 152
Klone nach Selektion auf HIS3 uAdDE2 3 36 4 130
Klone nach Eliminierung von Klonen mit 3 28 4 74
multiplen/ohne Inserts
Klone nach Eliminierung von Duplikaten 2 16 2 52
Sequenzierte Klone 2 16 2+20 36
Klone nach Eliminierung falsch Positive 1 11 1/10 13
Auswahl potentiell interessanter Klone 1 9 5 13
Klone mit -Galaktosidase-Aktivitat 11 8
Bestatigte Interaktionen im Einzelmatin Nicht chgefiihrt 7
Potentielle HE6-Interatkionspartner 11 7
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3.8.2.2 Profilin Il als Bait-Protein

Mit Profilin Il als Bait-Protein blieben nach Eliminierung falsch positiver Interaktioriepar
durch Wachstumsselektion, PCR der Prey-Insé&isl-Dau und Sequenzanalyse 13 potentielle
Interaktionspartner bestehen. Diese wurden als potentiellegst@nte Interaktionspartner in
Betracht gezogen und einem quantitativeGalaktosidasetest unterzogen, um die Expression des
lacZ-Reportergens sowie die Starke der Interaktion mit Profilimdlermitteln. In Abbildung 3.38

ist das Ergebnis diesesGalaktosidasetests graphisch dargestellt.
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Abb. 3.38: Quantitativer -Galaktosidasetest der 13 verbleibenden diploiden lkne aus dem Y2H-Library-Screen mit
Profilin 11l als Bait-Protein. Dargestellt sind die ermitteltenrGalactosidase-Aktivitaten [Milliunits/(ml x Zellg¢hdiploider
Klone aus den Y2H-Screening mit Profilin 1ll aBait. Die rote Linie markiert den Negativwert als Ausdsissgrenze. *
markiert signifikante -Galaktosidase-Aktivitéat (0,5) im Vergleich zur Negativkontrolle. Als Negdontrolle dienten
diploide Klone ohne Interaktion zwischen Bait un@y(HE6-C-Term. x SV40 large T-Antigen) als Pasitintrolle diploide
Hefeklone mit Interaktion zwischen p53 und SV4@éal-Antigen als Prey.

Deutlich signifikante -Galaktosidaseaktivitaten wurden fir die diploiden Klone mit MRpZ
0,25), einem hypothetischen Protein (p = 0,16), Ssty2 (p = 0,09) und AktirQ(@Ll¥ alsPrey-
Protein ermittelt, wobei Aktin mit 25,5Gal-Units die weitaus starkster Interaktion mit Profilin IlI
zeigte. Vier Klone zeigten eine schwach signifikart&alaktosidaseaktivitat mit einem p-Wert
von 0,5 bis 0,4 und somit eine relativ schwache Interaktion zwischetirPhbfund dem Prey
Protein (Pxtl, Sh3glb, Arrdc5, Odz3). Nach dem quantitativébalaktosidasetest verblieben
somit acht potentiell interessante Interaktionspartner desiRsdfil, die sich durch die Expression
aller drei Reportergene hervorhoben. In Tabelle 3.18 sind diesektidaspartner dargestellt und
die Haufigkeit inrer Treffer sowie die im Y2H-Screen gefischten Hroggeiche aufgelistet.

Das Zytoskelett-Protein Aktin wurde mit sieben Treffern aust am haufigsten als potentieller
Profilin Ill-Interaktionspartner identifiziert. Die hohe Trafféahl sowie die starke -
Galaktosidaseaktivitat (23 Gal-Units) zeigen, dass es sich um einen Interaktionspartneohet
Affinitat zu Profilin 11l handelt. Ebenfalls mehrfach, jedoch deatliweniger oft als Aktin, und
zudem mit schwacherer-Galaktosidaseaktivitat, wurden Ssty2 (3x, 3;&al-Units) und ein
hypothetisches Protein (2x, 1,7Gal-Units) ermittelt. Bei beiden handelt es sich um Proteliee
bisher nicht beschrieben / charakterisiert wurden und deren Funktionen unbekannt sind.

Die verbleibenden potentiellen Interaktionspartner wurden im $2ken allesamt nur einmal
gefunden und zeigten zudem schwécher&alaktosidaseaktivitdten, so dass eine deutlich
schwachere Interaktion mit Profilin 1ll angenommen werden mussr diggen Proteinen erschien
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das Multiple PDZ-Doméanen Protein MUPP1 besonders interessant. Fir MUPP1 wurdedeznS
eine Lokalisation im Akrosom von runden und elongierenden Spermatiden ibbsohrdie sich
mit der PFN lll-Lokalisation deckt [Heydecle al., 2006]. Dies liel3 erwarten, dass die MUPP1-
MRNA ebenso wie PFN Il ein post-meiotisches Expressionsprdifeasen misste, das mit dem
Auftreten von Spermatiden im Verlauf der Spermatogenese kotnslieQuantitative RT-PCR-
Analysen (Abbildung 3.39) zeigten jedoch fur die MUPP1-mRNA keinerdfaiion mit dem
Verlauf der Spermatogenese. Vielmehr ergaben sich gleicheb® Expressionslevel ohne
Stadien-spezifische Expressionsunterschiede, so dass eine Ubadwsegnatische Expression der
MUPP1-mRNA und somit des Proteins angenommen werden muss.
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Abb. 3.39: Quantitative RT-PCR-Analyse zur Expressin der MUPP1-mRNA Expression humanen Testisproben et

Score Gruppen 2, 5, 8 und 10 im Vergleich zu Profii 1ll; dargestellt sind die normalisierten Expressionsierafus der
quantitativen RT-PCR fur MUPP1 (blaue Linie) undfitin Il (rote Linie); pro Score Gruppe wurdenrffiindividuelle
Testisproben untersucht.

Tabelle 3.18: Potentiell interessante Interaktionsgrtner von Profilin Il aus dem Yeast Two-Hybrid-LibraryScreen In
der Tabelle sind die im Y2H-Screen gefischten FRegtein kurz beschrieben, die Accession-Nummern Reterenzen
aufgelistet und die in den Prey-Proteinen représeen Proteinbereiche aufgelistet. aa: Aminosahpe, Basenpaar, ORF:
Open reading frameJTR: untranslatierte Region
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Prey-Protein

Kurze Beschreibung

Referenz

Bereiche des Prey-Inserts

7 x -Aktin
NM_007393 / NP_031419

Ubiquitéar  exprimiertes  zytoplasmatisches  Zytoskd®ebtein;  durch
Arginylierung von -Aktin wird das Zytoskelett und die Zell-Motilitaeguliert
die Polymerisierung von G-Aktin zu filamentésen KtA wird u.a. durch
Profiline reguliert, die Aktin in einem molaren \Wédtnis von 1:1 binden

Carlssoret al, 1977
Pollardet al.,2000
Hu et al 2001
Karakozoveet al, 2006

Es wurde sieben mal der komple
ORF inklusive 3'UTR gefischt

3 x Ssty2

(spermiogenesis specific transcript on

NM_023546 / NP_076036

Eines vieler Y-Chromosomaler Ssty-Multicopy-Genéy fdie bisher kauni
Proteine nachgewiesen wurden. Partielle Deletioden Y-chr. Ssty-Bereichg
2g\?sultieren in gestorter Fertilitht und SpermierfdReen. Als einziges Protei

urde bisher Sstyl identifiziert, das spezifischhre@idd der Spermiogenese
Spermatiden exprimiert ist. Die molekulare Funktisnunbekannt. Proteine d¢
Spin/Ssty-Familie enthalten drei ca. 50 aa lange/Spty-Sequenz-Motive.

B Staubet al, 2001
n Toureet al, 2004
in Toureet al2004b
Br

Das Prey -lInsert enthdlt de
Sequenzbereich des ORF, der aa
Ende des Proteins + 3'UTR kodig|
Dieser Bereich enthalt die Ssty-Spi
Motive 2+3 (aa 100-149 + 178-223)

2 x Hypothetisches Protein
(4930519H02 gene)
XM_899261 / XP_904353

Bisher nicht beschrieben und charakterisiert

Gefischt wurde der komplette OR
des hypothetischen Proteins inklusi
57und 3'UTR

1x
MPDZ/MUPP1
(multiple PDZ-domain protejn
NM_010820 / NP_034950

2055 aa groRes Protein mit insgesamt 13 PDZ-DomamidZ-Proteing
vermitteln spezifische Protein-Protein-Interaktione Multi-Protein-Komplexen

und spielen eine Rolle bei der Signaltransduktieiszhen transmembranen undFanning & Anderson, 1999

zytoplasmatischen Komponenten. MUPP1 ist in ein&izdhl von Geweber
exprimiert, unter anderen ist eine Lokalisation Akrosom von runden un
elongierten Spermien beschrieben, die sich miPde Ill-Lokalisation deckt

Fan & Zhang, 2002
1  Heydeckeet al., 2006

Es wurde der C-terminale Bereich (|
1859-2055) des MUPP1-Proteins n
den PDZ-Doménen 12 und 13 so
der 3'UTR gescreent.

1 x Odz3
(odd Oz/ten-m homolog 3
NM_011857 / NP_ 035987

Integrales Protein der Plasmamembran (2715 aa) actit EGF-&hnlichen

Modulen (aa 520-780), zwei intrazellularen Regiorfea 10-195 und aa 168-

308) und langem C-Terminus; Odz3 zahlt zur Famiber Typ |l
Transmembranproteine mit unbekannter Funktion, ebewird eine Rolle in de
Signaltransduktion angenommen. Stark exprimiefitdstis, Niere und Gehirn

Ben-Zuret al.,2000
Oohashiet al,, 1999
r

Vom Prey-Insert werden die aa 150
1646 des ORF kodiert; dann folgt €
Stopp-Codon; dieser Bereich umfa
kein Protein- Doméanen

te

03-
It.

ve

na
nit
ie

in
5St

1 x Arrdc5
(arrestin domain containing)5
NM_029799 / NP_084075

342 aa groRRes Protein mit einer N-terminalen-Donfaae37-138 ) und einer
terminalen Arrestin-Doméne (aa 186-318). Nach Gmf®\ylas spezifisch im
Testis exprimiert; hypothetisches Protein unbekanRtinktion

Vom Prey werden nur aa 1-98 richt
kodiert, dann folgt eine Leseraste
Verschiebung und ein Stopp (aa 13]

9
r-

)

2 x Sh3glb1/Bif-1

(SH3-domain GRB2-like B1/Endophl}lin

NM_019464 / NP_062337

Sh3glbl gehort zur Familie der Endophilin  B-Progginwelche mit
intrazellularen Membranen assoziiert sind und watemlich eine Funktion ir

Membran-gebundenem Transport und Endozytose voik&leshaben; Sh3glbl

(397 aa) enthélt N-terminale Doméane zur Lipid-Bindwnd eine SH3 Domén
(aa 309-363), welche die Bindung an Poly-Prolint&ire vermittelt und dies
als Adaptor-Protein transportiert. Unter anderenrdwion Endophilin B
Dynamin, ein mit den Miktrotubuli assoziiertes Zsielett-Protein, gebunden.

Schuskeet al, 2003
e Modreggeret al, 2003

2

Es wurde der Grof3teil des ORF (
98-355 von Sh3glbl) gefischt. Dies
Bereich umfasst fast die komplet
SH3-Domaéne.

aa
er
te

1 x Pxtl

(peroxisomal, testis specifig 1
NM_153390 / NP_700439

Kleines (51 aa) Testis-spezifisches Protein ohreeif-Doménen, das in de
Peroxisomen mannlicher Keimzellen lokalisiert Bie Funktion des Proteins is
bisher unbekannt.

nhttp://www.humangenetik.gd
stwd.de/HG/1/index.php?i=F
o0&s=Peroxisomalen

Es wurde der komplette OR|
inklusive 5” und 3° UTR gefischt
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Zur Bestatigung der potentiellen Interaktionen wurden zunéchstdleltatings derPrey-Proteine
mit den Profilinen II, Il und IV sowie der Gal4-DNA-BD durchgéft, um die Spezifitdt der
Profilin Ill-Interaktion zu ermitteln. In Tabelle 3.19 sind die Hygsse zusammengefasst. Die
Quantifizierung der Protein-Protein-Interaktionen aus den EinzelnsaBniglgte durch einen-
Galaktosidasetest, dessen Ergebnisse in Abbildung 3.40 graphisch daiedtellt

Tabelle 3.19: Ergebnisse der Kontrolimatings zur Vefizierung der Interaktionen zwischen Profilin Il

und den

gescreenten Prey-Proteineninteraktion wurde durch Wachstum auf den Selektioedien SD/-LTH, -LTA und —-LTHA
detektiert. +++: > 100 cfu/ml, ++: 50-100 cfu/mt18-50 cfu/ml +/-: 1-10 cfu/ml; -: keine Kolonien.

Prey-Protein Bait-Protein Mating- Interaktion
Effizienz -LTH -LTA -LTHA
Profilin 11 18 % +++ +++ +++
Aktin Profilin Il 30 % +++ +++ ++
Profilin IV 35 % - - -
Gal4-DNA-BD 22 % - - -
Profilin 11 19 % +++ +++ ++
Ssty2 Profilin Il 16% +++ +++ +++
Profilin IV 13 % - - -
Gal4-DNA-BD 25 % - - -
Profilin 11 21 % - - -
Hypot. Protein Profilin Il 14 % + + +
Profilin IV 12 % - - -
Gal4-DNA-BD 50 % - - -
Profilin 11 45 % +++ +++ +++
Muppl Profilin Il 50 % +++ +++ ++
Profilin IV 40 % - - -
Gal4-DNA-BD 50 % - - -
Profilin 1l 22 % +++ +++ +++
Odz3 Profilin 111 31 % +++ - +4+
Profilin IV 25 % - - -
Gal4-DNA-BD 30 % - - -
Profilin 11 42 % +/- +/- +/-
Sh3glbl Profilin 11 57 % ++ ++ ++
Profilin IV 45 % - - -
Gal4-DNA-BD 40 % - - -
Profilin 11 41 % +++ +++ +++
Pxt1 Profilin Il 32% +++ +++ +4++
Profilin IV 35 % - - -
Gal4-DNA-BD 30 % - - -
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Abb. 3.40: Quantitativer -Galaktosidasetest der diploiden Klone aus den Konblimatings zur Analyse der spezifischen
Interaktion der Prey-Proteine mit Profilin Il1.
Zellen)] diploider Klone mit den Profilinen als Baind den potentiellen PFN Ill-Interaktionspartneta Prey. Die rote Linie
markiert den Negativwert als Ausschlussgrenze. tkieget signifikante -Galaktosidase-Aktivitat (,5) im Vergleich zur
Negativkontrolle. Als Negativkontrolle dienten dile Klone ohne Interaktion zwischen Bait und Pigi6-C-Term. x SV40
large T-Antigen), als Positivkontrolle diploide té&fone mit Interaktion zwischen p53 und SV40 laFgantigen als Prey.

Dargestellt sind die ermitteltenGalaktosidase-Aktivitaten [Milliunits/(ml x
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Fur alle getesteteRrey-Proteine konnte eine Interaktion mit Profilin 11l bestatigt und eine
unspezifische Reaktion mit der Gal4-DNA-BD ausgeschlossen werddschlecheint nur das
hypothetische Protein allein spezifisch mit Profilin Il zu interagiekée andererPrey-Proteine
zeigten neben einer Profilin Ill-Interaktion zuséatzlich Intdmaktmit dem nahe verwandten
Profilin Illa. Dabei fiel die Interaktion mit Profilin 1l in En Fallen quantitativ deutlich starker
aus. Am deutlichsten war dies bei MUPP1 zu beobachten. KeinestdsteggPrey-Proteine
zeigte mit Profilin IV eine Interaktion. Die quantitativ stdekénteraktion mit Profilin 1l und IlI
wurde fur Aktin verzeichnet. Eine Interaktion von Aktin mit Profilinesh bereits mehrfach
beschrieberjz.B. Carlssonet al, 1977; Pollar & Cooper, 1984; Prireg al, 1992; Tilneyet al,
1983] und konnte auch in den funktionellen Studien fir Profilin 1l gezeigt werBén.die
anderenPrey-Proteine sind bisher keine Interaktionen mit Profilinen beschriebedewoHier
handelt es sich demnach um neue, potentielle InteraktionspartnBrafidine 11 und/oder |Il.
Das hypothetische Protein erscheint dabei aufgrund seiner spleeifi Interaktion mit Profilin
[l und der zweitstarksten-Galaktosidaseaktivitat als interessantester Interaktionspartner.

3.8.2.3 Profilin 1V als Bait-Protein
Mit Profilin IV als Bait-Protein wurden drei Y2H-Screenings durchgefuhrt. Insgesamt konnten
deutlich weniger potentielle Interaktionspartner ermittedtden, als in einem einzigen Y2H-Screen
mit Profilin Il als Bait. Von diesen zeigte zudem nur knapp die Halfte Wachstum bei Salekif
die beiden ReportergemiS3 und ADE2, so dass nach Eliminierung von mehrfach vorkommenden
Klonen und Klonen mit multiplen Inserts lediglich 20 potentielle Intévakpartner tbrig blieben.
Diese und zusatzliche 20 Klone, die nur unter niedrig stringentemdaedien wuchsen, wurden
durch Sequenzierung identifiziert. Dabei fiel auf, dass nicht eardktionspartner ermittelt wurde,
der in allen drei oder auch nur in zwei Screens uUberlappend gefundde. Wudem wurden so gut
wie keine Interaktionspartner mehrfach gefunden. Nach Eliminieruschfpositiver Klone blieben
letztlich 15 als potentielle Interaktionspartner des ProfilifPRdteins bestehen. Diese wurden einem
-Galaktosidasetest unterzogen, um die Expressionlad@sReportergens sowie die Starke der
Interaktion mit Profilin 1l zu ermitteln (siehe Abbildung 3.41)
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Abb. 3.41: Quantitativer -Galaktosidasetest der 15 diploiden Klone aus denréfilin IV-Screens zur Analyse der
spezifischen Interaktion der Prey-Proteine mit Profilin IV Dargestellt sind die ermittelten-Galaktosidase-Aktivitaten
[Milliunits/(ml x Zellen)] diploider Klone mit Prafin IV als Bait und den potentiellen Interaktionspartnern als PBag rote
Linie markiert den Negativwert als Ausschlussgrenzemarkiert signifikante -Galaktosidase-Aktivitat im Vergleich zur
Negativ-kontrolle. Negativkontrolle: diploide Klorghne Interaktion zwischeBait und Prey (HE6-C-Term. xSV40 large T-
Antigen), Positivkontrolle: diploide Klone mit Interaktiorwischen p53 un&V40 large T-Antigen# markiertPrey-Insert mit
Leserasterverschiebungen.
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Sequenzanalysen zeigten, dass sich bei vier der getestetem dirinserts in einem falschen
Leseraster befanden, so dass eine Translation nicht-korrekter Gekipr@angenommen werden
musste (in Abbildung 3.44 mit # markiert). Diese falsch-kodiertenpBdukte kdnnten eine falsch-
positive Interaktion hervorrufen oder andererseits eine ctatshe Interaktion der Kkorrekt-
translatierten Genprodukte verbergen. Hierbei handelte es sich um @ié&rot

- Centrinl/Caltractin (NM_007593 / NP_031619), ein Calcium-bindendes Pratas,in
Signaltransduktion und Zytoskelett-Organisation involviert ist;

- Tektinl (NM_011569 / NP_035699), ein Protein des Mikrotubuli-Zytoskeletts, rdas i
Schwanz und der post-akrosomalen Region der Spermien lokalisiert ist;

- Phf7 (NM_027949 / NP_082225), ein Protein der Sertolizellen, fir das emeién bei der
Regulation der Spermatogenese beschrieben ist ;

- Ube2n (NM_080560 / NP_542127), eines von drei Enzymen der Ubiquitinylierung und eines
der wenigen Proteine, dass mehrfach als potentieller Interaktionspaisehpetirde.

Unter diesen vier Proteinen erschienen Centrin und Tektin b@Esonders interessante
Interaktionspartner des Profilin 1V, da ihre mRNAs in einerngtativen RT-PCR-Analyse ein
Ubereinstimmendes Expressionsprofil zeigten. In Abbildung 3.42 sind die dUrBICR ermittelten
Expressionsprofile der humanen Centrin- und Tektin-Transkripte imléfeigzu Profilin 1V
dargestellt. Die Expression dieser drei Gene fand zeitgleicWerlauf der Spermatogenese statt.
Dieses Ergebnis kénnte auf eine mdgliche Interaktion der Proteine hindeute
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Abb. 3.42: Quantitative RT-PCR-Analyse zur Expressin der Centrin- und Tektin mRNAs in humanen Testispoben der
Score Gruppen 2, 5, 8 und 10 im Vergleich zu Profil IV (A) Expressionsprofil des Centrin-GeifB) Expressionsprofil des
Tektin-Gens; dargestellt sind die normalisiertespifessionsprofile aus der quantitativen RT-PCRCé@ntrin bzw. Tektin (blaue
Linie) im Vergleich zu Profilin IV (rote Linie); mr Score Gruppe wurden mindestens fiinf individugdstisproben untersucht,

Um die Interaktion der korrekt-translatierten Genprodukte mitilPrd¥ zu analysieren, wurden in
einem nachsten Arbeitsschritt die ORFs der falsch kodierterey-Protein ohne
Leserasterverschiebung neu kloniert und Einzelmatings zur Verifizy der Interaktion mit Profilin
IV durchgefuhrt. Zusatzlich wurde die Interaktion des Testis-Bpelzaen Thymosin -10 (Tmsb10;
NM_025284) in Einzelmatings untersucht. Dieses Protein zeigte Galaktosidasetest zwar keine
Interaktion mit Profilin IV, jedoch erschien es aufgrund seiner tbegzenen Lokalisation im
Akrosom runder und elongierender Spermatiden und als Aktin-bindendesnRieteiZytoskeletts,
welches als Gegenspieler des Profilins die Aktinpolymetiagiinhibiert [Xue & Goldberg, 2000],
als ein interessanter potentieller Interaktionspartner Baurteilung der Spezifitat einer moglichen
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Interaktion, wurden in diesem Zuge auch Einzelmating gegen digéirir Il und Il und die Gal4-
DNA-BD durchgefuhrt. Die Ergebnisse sind in Tabelle 3.20 zusammessgiefdie Interaktion flr
Phf7 konnte nicht Gberprift werden, da die Klonierung des ORF nicht erfolgreich war.

Tabelle 3.20: Ergebnisse der Einzelmatings zur Véizierung der Interaktionen zwischen Profilin Il u nd den spezifisch
translatierten Genprodukten Centrin, Tektin und Ube2n. Interaktion wurde durch Wachstum auf den Selektioedien SD/-
LTH, -LTA und —LTHA detektiert. +++: mehr als 100uéml, ++: 50-100 cfu/ml, +:10-50 cfu/ml +/-: 1-1€fu/ml; -: keine
Kolonien auf Selektionsmedium gewachsen.

Prey-Protein Bait-Protein Mating- Interaktion
Effizienz -LTH -LTA -LTHA
Profilin 11 30 % - - -
Centrin Profilin 111 25 % - - -
Profilin IV 40 % - - -
Gal4-DNA-BD 28 % - - -
Profilin 11 40 % - - -
Tektin Profilin 11 66 % - - -
Profilin IV 31 % - - -
Gal4-DNA-BD 42 % - - -
Profilin 11 60 % +++ +++ +++
Ube2n Profilin 111 33 % +++ +++ +++
Profilin IV 30 % +++ +++ +++
Gal4-DNA-BD 40 % ++ ++ ++
Profilin 11 45 % - - -
Tmsb10 Profilin 111 40 % - - -
Profilin IV 18 % - - -
Gal4-DNA-BD 30 % - - -

Durch die Einzelmatings konnte jedoch auch fur die korrekt-transéati®roteine keine spezifische
Interaktion mit Profilin IV gezeigt werden. Somit reduziesteh die Zahl der noch verbleibenden
potentiellen Interaktionspartner auf elf. Diese elf sind In Tabelle 3.21 n&wriaben.

Da viele derPreyInserts nicht nur die ORF-Sequenz, sondern zusétzlich noch Bereishdea
UTRs sowiecoiled-coitRegionen enthalten, missen die Interaktionen dieser elf ProteiReafilin

IV weiter verifiziert und analysiert werden. Ein nachstenrcware es daher, distinkte Bereiche der
gescreenterPrey-Protein zu klonieren und Einzelmatings durchzufihren, um Interaktionen mi
unspezifisch translatierten Bereichen auszuschlieRen und spiezifigeraktion der Genprodukte zu
untersuchen. Aus zeitlichen Griinden war dies im Rahmen dieser Arbeit jedotimahr moglich.

Tabelle 3.21: Potentiell interessante Interaktionsartner von Profilin IV aus den Yeast Two-Hybrid-LibraryScreens In der
Tabelle sind die im Y2H-Screen gefischten Prey-&net kurz beschrieben, die Accession-Nummern urfdr®ezen aufgelistet
und die in den Prey-Proteinen reprasentierten Pitteciche aufgelistet; aa: Aminoséure, bp: BasengaRF:Open reading
frame UTR: untranslatierte Region
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Prey-Protein

Kurze Beschreibung

Referenz

Bereiche derPreyInserts

1 x hypothetisches Protein

NM_177185 / NP_796159

Domanen oder Sequenz-Motive; Expression und Fumlsiied unbekannt

Hypothetisches Protein.OC320538 (1313 aa) ohne charakteristische Protegin- -

Das Prey-Insert kodiert aa 315 bis 620 des 131
grofRen hypoth. Proteins.

1 x ELMO2
(engulfment and cell
motility 2,ced-12 homolog,

isoform?2)
NM_207706 / NP_997589

ELMO2 (732 aa) gehdrt zur Elmo/Ced-12-Familie, dime Funktion bei de
Zytoskelett-Mediation haben. Es enthélt eine EInkidT2-Motiv (aa 322-496) un

diverse Funktionen Ubernehmen kann und oft in deensfer von Proteinen zJ

Plasmamembran involviert ist. Die molekulare Fumktvon ELMO2 ist nicht bekannt.

1 Lemmonet al, 1998

eine Phoshoplipase C Pleckstrin homology-Doméne-RRH, aa 610-677), di¢ Gumiennyet al, 2001

r

Es wurde der C-terminale Bereich des ORF + 3

"UTR gefischt. Diese Sequenz kodiert aa 502-
und umfasst die komplette PH-PLC-Domaéne.

r32

1 x Rnf184
(ring finger protein 18%
XM_150227 / XP_150227

Rnfl84 (581 aa) auch MSL2LIn@le-specific lethal 2-like)lgenannt, enthalt ein
Zink-Finger-Doméane des Typs C3HCRING finger aa 44-84), eine Cystein-reic
Region zur Bindung von zwei Zinkionen und fir dieedifation von Protein-Protein
Interaktionen. MSL-Proteine acetylieren das Histétd und steigern so di
Transkription mannlicher X-Chromosomaler Gene. Bielekulare Funktion fur da
MSL2-&hnliche Protein Rnf184 ist jedoch unbekannt.

e
e

Zhouet al., 1995
Smithet al, 2005

e
5

Das Prey-Insert enthalt die C-terminale Sequ
des ORF + 3'UTR und kodiert das Rnf-Protein
aa 344 bis zum Ende. Die Zink-Finger-Doméne
nicht enthalten.

enz
ab
ist

1 x WDR48
(WD repeat domain 48
NM_026236 / NP_080512

Das bProtein deWwD-repeatFamilie (676 aa) enthalt sieben WD40-Doméanen (aa

Adapter/Regulator-Molekil in der Signaltransduktiomd der Zytosklett-Organisatio
eine Rolle spielen. WDRA48 ist in einer Vielzahl v@eweben exprimiert, sein
Funktion ist jedoch unbekannt.

388), welche eine Plattform fiir Proteinbindung éildund unter anderem als

1van Nocker&Ludwig,

2003
n Killian & Hubbard,
e 2004

Es wurde eine Prey-Sequenz die die aa480 bi
67 kodiert, + 3'UTR gescreent Dieser Bere
enthélt keine der sieben WD40-Domanen.

s aa
ch

1 x Cops5
(COP9 constitutive
photomorphogenic homolo
subunit §
NM_013715/ NP_038743

Multifunktionlles Protein (334 aa), das mit eineieiahl von Proteinen des Zellzykly
und der Signaltransduktion interagiert und eine |kddei der Regulation vo
j Proteininteraktionen, Zell-Zell-Kontakt abhangiger Signaltransduktion

Doméane unbekannter Funktion (aa 54-191).

(7]

L
Fukumotoet al.,2005

Differenzierungsprozessen und UbiquitinylierungeipiEs enthélt eine JAB/MPN- Tomodaet al.,2004

Als Prey-Protein wurden aa 20-334 von Copsb5

gescreent, also fast das komplette Protein mit
JAB/MPN-Doméane

der

1 x Tensinl
XM_619639 / XP_619639

Das Phosphoprotein (1708 aa) ist ein Strukturpmoteielches Aktinfilamente in
Verhdltnis 1:10 bindet und diese so miteinandetinkdr Zudem inhibiert es die F

Aktin-bindende Doméanen (aa 1-263, 2633-463 und B&8-

Aktin-Nukleation und verbindet das Zytoskelett ndier Plasmamembran Tensinllo et al., 1994 + 2004
enthalt eine SH2-Doméne, eine Tensin-PhosphotyiBiside-Doméne (PTB) und drei

Chenet al.,2000

Das Prey-Insert enthdlt den ORF ab bp 140
3'UTR. Auf Proteinebene werden aufgrund ei

Vr +
ner

Leserasterverschiebung und eines Stopp-Codons

nur 274 aa translatiert; darunter aa 468-676
Tensin + 66 unspezifisch translatierte aa.; es
keine Protein-Domanen reprasentiert

von
sind

1 x Skd3
(supressor of Ktransport

defect 3
NM_009191 / NP_033217

Skd3 (677 aa) drei Ankyrin-Repeats (ANK, aa 133;16@6-195, 265-294), welch
Protein-Protein- sowie Protein-Zytoskelett-Interatvermitteln; eine AAA-Doméne
fur ATP-Bindung (aa 373-527) und eir@oiled-coitRegion (aa 318-336). Es win
vermutet, dass Skd3 in die mitochondriale Biogenieselviert ist, jedoch ist dig
molekulare Funktion unbekannt.

e

d Murdocket al, 1999

Das Prey-Protein besteht aus 50 unspezif
translatierten aa, dann folgt Skd3 ab aa 216,
dem dritten ANK-Repeat, der AAA-Doméane u
dercoiled-coilRegion

sch
mit
nd

11 x Asrgll / ALP
(asparaginase like)l

Fir Asrgll (326 aa) sind keine Doméanen oder Sequetize vorhergesagt un
Interaktionspartner und molekulare Funktion sindbakannt.

Fur das Ratten-

d
Bush et al., 2002

Mit Profilin IV als Bait wurde Asrgll ab aa7

NM_025610 Asparaginase-like Protein (ALP) konnte gezeigt werddass es im Testis exprimiert gescreent.
und im Mittelstiick der Spermien lokalsisiert ist,
Snx3 (162 aa) ist ein zytoplasmatisch exprimiertsglrophiles Protein, das mit der Das Prey-Insert enthélt den kompletten ORF
2 x Snx3 Zellmembran assoziiert ist Es enthdlt eine PX-Dagngaa 26-148), welche Bindung Haftet al, 1998 einem Einschub von 52 bp + 5und 3'UT]

(sorting nexin 3
NM_017472 / NP_059500

an Phosphoinositole vermittelt. snx-Proteine irgem@n mit verschiedene

Die molekulare Funktion von snx3 ist unbekannt.

Rezeptoren und nehmen eine Funktion bei der intwdéesn Signaltransduktion ein).

n Ellsonet al.,2002

Translatiert werden 24 aa der 5’UTR und die ers
86 aa von snx3, welche einen Teil der PX-Dom
bilden

mit
R.
sten
ane
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3.9 Gezielte Y2H-Studien zur Interaktion von Profiln IV mit Tubulin

Zusatzlich zum Bibliothek-Screening wurden gezielt moglichrefillh [V-Interaktionspartner
getestet. Ein mdglicher Interaktionspartner ist das Tubulin, weloheits von Witket al. (1998) in
Profilin | und [I-Komplexen nachgewiesen wurde. Eine direkte Intemakionnte jedoch nur flr
Profilin 1 und nicht fur Profilin 1l gezeigt werden. In der Immunozytochemie konraéliR IV unter
anderem in einer post-akrosomale Struktur zwischen dem Akrosom und dschdte lokalisiert
werden. Diese Struktur tritt voribergehend und zeitgleich mit damskbhette auf und zeigte eine
teilweise Co-Lokalisation mit dieser. Die Manschette bestatiben Aktin Uberwiegend aus
Mikrotubuli, welche sich wiederum aus den helikal angeordnetemind -Tubulin-Isoformen
zusammensetzen. Aufgrund seiner Mikrotubuli-assoziierten Lokailmsatellt sich die Frage, ob es
sich bei Profilin IV eventuell um ein Mikrotubuli-interagierendeProtein handeln koénnte. Um
dieser Frage nachzugehen, wurden gezielte InteraktionsstudieMeast Two-Hybridsystem
durchgefuhrt. Hierzu wurden die ORFs der Tubulirge (NM_011654) und 2b (NM_009447),
sowie des Tubulin (NM_019756), welches im perinuklearen Ring der Manschette lokaliste
[Kato et al 2004; Kierszenbaum, 2002] kloniert und in die Hefestdmme AH109 und Y187
transformiert, so dass sie als Fusion an die Gal4-ADPaty-Proteine exprimiert wurden. In
Einzelmating-Experimenten wurde eine madgliche Interaktion mit defiliRen 1, 1l und IV
untersucht. Die Ergebnisse sind zusammengefasst in Tabelle 3.22 ddrgestell

Tabelle 3.22: Ergebnisse der Einzelmatings zur Angse der Interaktionen zwischen den murinen Profilien I, Il und IV
und Tubulin (NM_011654), (NM_009447) und (NM_019756). Interaktion wurde durch Wachstum auf den
Selektionsmedien SD/-LTH, -LTA und —LTHA detektiert keine Kolonien auf Selektionsmedium gewachderd cfu/ml.

Prey-Protein Bait-Protein Mating- Interaktion
Effizienz -LTH -LTA -LTHA
Profilin 11 38 % - 1 1
Tubulin Profilin Il 45 % - -
Profilin IV 45 %
Gal4-DNA-BD 50 %
Profilin Il 42 % - -
Tubulin Profilin Il 56 % - -
Profilin IV 35 %
Gal4-DNA-BD 45 %
Profilin Il 65 %
Tubulin Profilin Il 53 %
Profilin IV 54 %
Gal4-DNA-BD 46 %
Weder fir Profilin I, IIl noch IV konnte eine Interaktion mit Tuloul , oder ermittelt werden.

Zwar wuchs bei den plattierten Matingansatzen mit Profilial$l Bait und Tubulin als Prey,
jeweils eine Kolonie auf den Selektionsmedien SD/-LTA und SDHA, jedoch zeigte ein
anschlielend durchgefuhrter-Galaktosidasetest (hier nicht gezeigt) keine signifikante
Galaktosidaseaktivitat, so dass die detektierte Interaktiogrumd der sehr geringen Anzahl der
gewachsenen Kolonien und der fehlenden Expression des dritten Repwsrtatgedalsch Positiv
gewertet wurde.
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IV Diskussion

In dieser Arbeit ging es um die Frage der Regulation zweaiezeBse, die von entscheidender
Bedeutung fur die mannliche Fertilitat sind:

1) die morphologische Differenzierung der Keimzellen zu reifen Spermien und

2) den transepithelialen Flissigkeitstransport in den ableitenden Samenwegen.
Beide Vorgéange hangen unmittelbar von der Dynamik des Aktin-Zytdtkale das den gesamten
Zellkorper durchzieht und reguliert umstrukturiert und geformt wing. Funktionen des Aktin-
Zytoskeletts liegen in der mechanischen Stabilisierung dér died ihrer aul3eren Form sowie bei
Transport und Bewegungen innerhalb der Zelle.
Die méannlichen Keimzellen erfahren wahrend ihrer Differenzienorg runden Spermatiden zu
lang gestreckten Spermien eine dramatische morphologische Fandesung, die fir die
Befruchtungsfahigkeit von grundlegender Bedeutung ist. Fur diesen alaniGgpenese
bezeichneten Differenzierungsprozess, der sich im Keimepitd®lHbdens vollzieht, spielt die
regulierte Umstrukturierung des Aktin-Zytoskeletts und Wechsklimgen zwischen dem Aktin-
Zytoskselett der Sertolizellen auf der einen und dem Kelrmemgdnen Zytoskelett auf der anderen
Seite, eine entscheidende Rolle [Vogl, 1989]. So bilden z.B. hochsgierial F-Aktin-haltige
Strukturen der Sertolizellen, die so genannten ektoplasmatischeralSmrungen, dynamische
Zell-Zell-Verbindungen, die der Ausrichtung und Orientierung der Kellan im Epithel dienen
[Vogl, 1989]. In den Keimzellen selbst bilden sich in spezifischerdi@taund Regionen
charakteristische Zytoskelett-Strukturen aus, die fur die morpholmgiSestaltung der Spermien,
die Akrosomen-Biogenese, den Vesikel- und Proteintransport, sowieSmermienfunktionen
essentiell sind. So sind z.B. der subakrosomale F-Aktin/Keratirgbaftkrosom/Akroplaxom-
Komplex, sowie die postakrosomale F-Aktin-/Mikrotubuli-haltige MandeheStruktur an der
Ausformung des Spermienkopfes beteiligt [Fouquet & Kann, 1994; Kierszenéaaiy 2003;
Kierszenbaum & Tres, 2004]. Die beteiligten molekularen Komponenteth jgidoch noch
weitgehend unbekannt. Typischerweise sind Profiline, kleine Aktin-bael®roteine, mafligeblich
an der Regulation des Aktin-Zytoskeletts beteiligt [Carlsstoal., 1977; Tilneyet al, 1983; Pring
et al,1992; Schliiteet al.,1999], so dass diese Protein-Familie im Zentrum dieser Atleitl.sim
mannlichen Genitaltrakt der S&uger weisen die Profilinehdahste Kompelxitat auf. Mindestens
vier verschiedene Isoformen werden in rdumlich und zeitlidulierter Weise im Hoden
exprimiert. Auf mMRNA-Ebene lieRen sich sogar funf Profiline nagbken. In dieser Arbeit wurde
vor allem die Rolle der Testis-exprimierten Profiline 1l uhdndher untersucht. Dabei kamen
verschiedene molekulare Methoden zum Einsatz, die es erim@glgoliten, ihre Expression auf
MRNA- und Protein-Ebene sowie ihre Wechselwirkung und Co-Lokalisatidn anderen
Proteinen zu analysieren. Die erzielte funktionelle Charisl¢eung und Lokalisation der Profiline
[Il und IV wird zu einem besseren molekularen Verstandnis der Sauger Sperrsmeiteagen.
In resorptiven Epithelien wie dem Nebenhodenepithel spielt dags-Zitoskelett eine wichtige
Rolle beim Auf- und Umbau von Verbindungen zwischen den Epithelzellen und fir diet Gedtal
resorptive Funktion der Mikrovilli und Stereozilien [Hofer & Dré&ham, 1996]. Die Permeabilitat
der epithelialen Schlussleistetight junction3 hangt ebenfalls von einer regulierten Aktin-
Dynamik ab [Madarat al, 1986; Madara, 1987, Kojinet al, 1999; Wittcheret al.,1999]. Uber
eine Bricke von Adaptermolekilen sind Aktin-Filamente mit demstreembranen Schlussleisten-
Proteinen verbunden und so an der physiologischen Regulation des |pkiarel
Flussigkeitstransportes beteiligt. Die ausldosende Signalkaskad@utlieinen Stimulus hin das
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Aktin-Zytoskelett verandert und die Permeabilitat der epitlegli&chlussleiste reguliert, ist jedoch
bis heute unverstanden. Mdglicherweise konnte es sich bei dem HE@t®eZér den einen
zentrale Bedeutung fur den transepithelialen Flussigkeitstrariapden ableitenden Samenwegen
gezeigt werden konnte [Davies et al., 2004], um einen lokalen SensadliefiSteuerung der
Flussigkeitsresorption handeln. Durch zwei methodisch unterschiedhii@rangehensweisen
wurden daher die Bedeutung des HE6-Rezeptors und seine Stellung ingdatké&kade
untersucht. Zum einen wurden durch einen Vergleich des Exprassistess von Wildtyp- und
HE6-KO-Mausen Nebenhoden-spezifische Gene identifiziert, deransKription von einem
funktionsfahigen Rezeptor abh&ngen. Mit dieser Methode konnte unter anderefEG-
abhangige Expression eines wichtigen Schlussleisten-Proteirsgtgererden. Zum anderen
wurden mit Hilfe derYeast Two-HybridMethode weitere intrazellulare HEG6-Interaktionspartner
nachgewiesen, die in eine Signaltransduktion involviert sein konnten.

4.1 HEG6 und eine Regulation des transepithelialenlissigkeitstransportes

HE6 wird spezifisch im Epithel des Ductuli efferentes und debeNleodens exprimiert
[Obermannet al, 2003].In diesem Bereich werden bis zu 90% der Luminalflissigkeit dasr
Nebenhodenepithel resorbiert, wodurch ein spezielles biologischies Klir die post-testikulare
Spermienreifung, -lagerung und den Transport der Spermien im Neleenigedchaffen wird
[Clulow et al, 1998; Hess, 2000]. Eine gestorte Flussigkeitsresorption fihrhemédtlissigkeits-
rickstau in den Hoden und letztendlich zu mannlicher Infertilitésfii 2003]. Der heptahelikale
HE6-Rezeptor spielt eine essentielle Rolle bei der Regulatiem transepithelialen
Flissigkeitsresorption in diesem Bereich und somit fur die mannkehmglitdt [Davieset al,
2004]. Die molekulare Funktion und Signaltransduktionswege des Rezeptorsjedinch
unbekannt. Die Lokalisation in unmittelbarer Nahe zum apikalen Aktinskglett des resorptiven
Epithels [Kirchhoff et al, submitted] legt die Vermutung nahe, dass HE6 am Anfang eines
Signaltransduktionsweges stehen kdnnte, der ein Signal von der adlunSiaatedes Epithels auf
das apikale Aktin-Zytoskelett und die epitheliale Schlustdeiweiterleitet und so den
parazellularen Flussigkeitstransport reguliert. Andererseits t&OREG6 aber auch direkt die
Funktion der apikalen Mikrovilli, die eine Vielzahl an lonen-Kandalen urah3portern enthalten,
und somit den transzellularen Flissigkeitstransport durch die Epitbalztduern.

In dieser Arbeit wurde durch den Vergleich des ExpressionsmuaersNT und HE6-KO-
Nebenhodengewebe ein Hinweis auf den erst genannten Mechanismus gdfsridemte gezeigt
werden, dass die gezielte Mutation des HEG6-Rezeptors unter andigeelBxpression einer
Komponente der epithelialen Schlussleiste beeintrachtigt,ictams Claudin-10 [Daviest al,
2007]. Claudine, kleine konservierte Transmembranproteine, sind der wieHligstandteil der in
Epithelien vorkommenden Zellverbindungen, den so genartigbhjunctions Sie spielen eine
essentielle Rolle bei der Aufrechterhaltung eines spezaédiscbiologischen Milieus und der
Zellpolaritat, indem sie durch homotypische und heterotypisueeaktionen Poren zwischen den
Zellen ausbilden und so die Permeabilitat und Selektivitat d&awischenraume bestimmen und
einen kontrollierten parazellularen Flissigkeitstransport etiotigi [Gumbiner, 1993; Moritat
al, 1999]. Die lonen-Selektivitdt der parazellularen Poren wird dgeladene Aminosaurerest
ihrer extrazellularen Loops bestimmt, wohingegen die physiologidRbgulation destight
junctions vermutlich Gber Aktin-Filamente erfolgt, mit denen die Schéistenproteine lber
ScaffoldingProtein verbunden sind [Van Itallie & Anderson, 2004]. Bei Claudin-10 haesaiich
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um ein Nebenhoden-spezifische Isoform, die ebenso wie HE6 im Epldse proximalen
Nebenhodenkopfes exprimiert ist, wo es apikal in den epithelialensStdisten eine Rolle bei der
Regulation der Zell-Permeabilitat fur lonen, geloste Stoffe Mviasser und somit bei der
transepithelialen Flussigkeitsresorption spielt [Gugtnal., 2005]. Durch Einbindung in die
intrazellulare HEG6-Signaltransduktion konnten Claudin-10 Uber seinkbindeing zum apikalen
Aktin-Zytoskelett eine verdnderte Permeabilitdt dight junctionsund eine regulierte, HEG-
abhangige Anderung der parazellularen Fliissigkeitsresorption bewirken.

Eine zunachst vermutete direkte Interaktion des HE6-Rezeptdrslemi Aktin-regulatorischen
Profilinen [Kirchhoff et al, 2006], vor allem dem Profilin IV, konnte in dieser Arbeit nicht
bestatigt werden. Eine HEG6-abhangige Regulation des apikalem-Aktskeletts mittels
Profilinen oder Profilin-dhnlichen Adaptermolekilen wie in Kirchhetffal. (2006) angenommen,
erscheint damit eher unwahrscheinlich. Auf Proteinebene konnte jeib¢@®RIPT eine anderes
Zytoskelett-Protein als potentieller Interaktionspartner des HE@Rors ermittelt werden, das
Uber eine Reorganisation des Zytoskeletts in eine HEG6-abhangigmlt&nsduktion und
Regulation des Flussigkeitsresorption involviert sein kbénnte. BéPTRandelt es sich um ein
hoch konserviertes zytoplasmatisches Protein, das in eineaNli@an Geweben, von Séaugern bis
Pflanzen vorkommt und mit dem Mikrotubuli-Zytoskelett assoziistt Zum einen besitzt das
Protein eine Zytokelett-regulatorische Funktion, indem es durektdiinteraktion mit -Tubulin
die Organisation der Mikrotubuli beeinflusst [Niethamneg¢ral, 1998; Passafaret al, 1999].
Weiterhin kommt dem Protein eine Funktion als Adapter-Molekil zugateem es gleichzeitig
neben Tubulin Gber seinen C-Terminus an weitere Proteine binden kdndiese so mit dem
Zytoskelett verlinkt. So konnte fir CRIPT z.B. eine gleichzeitigeraktion mit Tubulin und der
dritte PDZ-Domane von PSD-95, eine®eaffoldingProtein von Membranproteinen und lonen-
Kanalen gezeigt werden [Niethammet al, 1998], so dass CRIPT als Schnittstelle fir
intrazellulare Signaltransduktion von Membran-Rezeptoren Uber dask&jett angesehen werden
kann. Fur eine Vielzahl von Rezeptoren und lonen-Kanélen ist inzwisgheninteraktion mit
zytoplasmatischen Proteinen beschrieben, die eine Funktion in der Moduladier der
Signaltransduktion der Rezeptoren/lonen-Kanale haben und diese mitytieskefett verbinden
[Apodaca, 2001; Hall & Lefkowitz, 2002; Larockeal, 2005]. Uber eine gleichzeitige Interaktion
mit dem HE6-C-Terminus und Tubulin kénnte CRIPT in die HE6-abhéangmgeal8ansduktion
involviert sein und eine Verbindung des Rezeptors zum Zytosklettehenst iber welches
wiederum weitere Protein, lonenkanéle oder Transporter reguieden konnen. Im Nebenhoden
wurde CRIPT bisher noch nicht beschrieben, allerdings ist aufgrurelatken Konservierung des
Proteins zwischen Pflanzen und Tieren, der breiten Gewebéwegtaind der beschriebenen
Adapter-Protein-Funktion eine fundamentale Rolle von CRIPT in Zylkettkdembran-
Interaktionen auch im Nebenhoden anzunehmen.

Ein weiterer potentieller Interaktionspartner, der den HEGR®z mit dem Zytoskelett verbinden
konnte, dessen Interaktion aber noch bestétigt werden muss, ist Sinp&uwpervillin ist insofern
ein interessanter Kandidat fur eine Interaktion mit HEG, almiesler Plasmamembran assoziiert
ist, Zytoskelett-Proteine zu spezialisierten Strukturen arPd&mamembran rekrutiert und durch
direkte Interaktion mit F-Aktin einen regulatorischen Einflussdad Zytoskelett hat [Popt al,
1998; Wulfkuhleet al, 1999; Cheret al, 2003]. In Epithelzellen ist es an den so genannten
adherens junctionssorzufinden, die sich direkt unter deight junctions befinden und eine
Verbindungen zwischen den Aktinfilamenten zweier Zellen daestefio dass die Aktinfilamente
vieler Zellen zu einem transzellularen Netzwerk (Adhasionsizisammengeschlossen werden
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(siehe Abbildung 1.7). Dort ist es mit Cadherin, einem Transmewpiwiein deradherens
junctionsassoziiert und verbindet dies mit dem Aktin-Zytoskelett [Pestonjagtasp 1997]. Uber
das apikale Aktin-Zytoskelett stehen dight junctionsund adherens junctiongn einem engen
Zusammenhang. Sie besitzen teilweise sogar gleiche Brickeimgrodie die Verbindung zum
Aktin-Zytoskelett herstellen. Eines dieser Proteine ist ata® occluden®rotein 1 (ZO-1), das
sowohl mit den Claudinen und Occludinen tight junctionsals auch den Catenin-Proteinen der
adherens junctiomnteragiert [Mulleret al, 2005]. Durch Interaktion mit HE6 kdnnte Supervillin
die Schnittstelle zwischen dem Rezeptor und dem apikalen Aktosisfett darstellen und so
beispielsweise Uber F-Aktin-Filamente an der Regulationadéerens junctionsind/odertight
junctionsbeteiligt sein, oder eine vernetzende und strukturgebende Funktion einnehmen.

Als weiterer potentieller HE6-Interaktionspartner wurde SMA4igeth SMA4 ist bisher nicht
charakterisiert und seine molekularen Funktionen sind unbekannt, sdilmrsseine Rolle im
Nebenhoden nur spekuliert werden kann. Aufgrund seiner Glyko-hydro-2-@oméie
charakteristisch fur O-Glykosyl-Hydrolasen ist, kann eine hyrtkalye, Zucker-spaltende
Aktivitat vermutet werden. Mdoglicherweise kénnte SMA4 in den Kohydratstoffwechsel
involviert sein. Das Protein weist eine ca. 75 %ige Homolngiden Beta-Glukoronidasen auf, die
uberwiegend im Lysosom lokalisiert sind und eine wichtige Rb#ém Recycling zellularer
Komponenten, sowie im metabolischen und katabolischen Zuckerstoffweghisédns Die
Lokalisation des SMA4-Proteins im Nebenhoden und seine Funktion mussieiterfihrenden
Arbeitsschritten analysiert werden, um einen funktionellen Zusaninamg zum HE6-Rezeptor und
/ oder dem Zytoskelett herzustellen.

In Abbildung 4.1 sind die potentiellen intrazellularen Protein-Interaktirser des HEG6-
Rezeptors und ihre mdogliche Einbindung in Signaltransduktion, Reordanisdés Aktin-
Zytoskeletts und Flussigkeitsregulation dargestellt.
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Abb. 4.1: Netzwerk potentieller intrazellularer Protein-Interaktionen mit dem HE6-Rezeptor. Dargestellt sind potentielle
HEG6-Interaktionspartner und ihre Beteiligung ansebiedenen zellularen Prozessen wie SignaltranisaikZytoskelett-
Organisation und Flussigkeitsregulation. Durchgehmte Pfeile und gelb dargestellte Proteine magkigm Y2H-System
bestétigte Interaktionen mit dem HEG6-C-Terminugeraktionen die durch gestrichelte Pfeile dargksséid, miissen noch
genauer verifiziert werden.
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4.2 Veranderte Gen-Expression im proximalen HE6-KONebenhoden

Neben Claudin-10 konnten weitere Transkripte identifiziert werdeneidie deutlich veranderte
Expression im proximalen HE6-KO-Nebenhoden zeigten. Jedoch ist furkheskdaten fraglich,
ob es sich um so genanntdownstreanregulierte Gene handelt, deren verandertes
Expressionsmuster auf das chronische Fehlen des HEG6-Rezeptorszafitien ist. Es gibt
zahlreiche Untersuchungen, die belegen, dass ein Verschluss der Bffetehtes, wie er auch
durch den HE6-KO hervorgerufen wird, zumindest bei Nagern, ebenfalissnem spezifisch
veranderten Genexpressionsmuster fuhrt [Hirgbal, 1998; Hermcet al, 2000]. Gene, die vor
allem spezifisch im proximalen Bereich des Nebenhodens exprimenden, sind oft von
testikularen Faktoren oder Hormonen abhangig, die Uber das Retarteie Ductuli efferentes
und den proximalen Nebenhodengang gelangen. So wurde fir ADAM2& [@h2005] und Me9
[Davies et al., 2007], die beide im HE6-KO-Nebenhoden herunterreguliert waren, eine
Abhangigkeit von testikularen Faktoren nachgewiesen. ADAM28 gehdrt Familie der
transmembranen ADAM-Proteind @isintegrin_and netalloproteases die eine Funktion als Zell-
Adhasions-Molekile haben, Metalloprotease-Aktivitat besitzen uneechiedenen biologischen
Prozessen beteiligt sind [Clad al., 1998; Ohet al, 2005; Kimet al, 2006]. Es ist wie HE6 im
proximalen Nebenhodenkopf exprimiert, wo es an der Zelloberflache iekalist und
maoglicherweise sezerniert wird [@h al, 2005]. Bridge®t al. (2002) konnten eine proteolytische
Funktion, Integrin-Bindung und Zell-Adhé&sion fur ADAM28 zeigen. Seine epidithiRanktion
ist jedoch unbekannt. Moglicherweise konnte die sezernierte FlrriVietalloprotease an der
Prozessierung und Regulation anderer Nebenhoden-Proteine, wie z.Brydsimierung von
Schlussleistenproteinen beteiligt und so in die HE6-abhéangigel&®ieg des parazellularen
Flissigkeitsransports eingebunden sein. Me9 ist ein Mitglied eieeartigen Familie von
Nebenhoden-spezifischen Membranproteinen [Geblardt, 1999, Kirchhoff, 2002b; Daviest
al., 2007], deren Funktion noch unbekannt ist. Im Rahmen dieser Arbeit konnte eine Co-
Lokalisation des ME9-Transkripts mit HE6 im proximalen Nebenhoderige werden. Auf
Proteinebene konnte bei Nagern ebenfalls eine Lokalisation vé@ivbtevandten Proteinen im
Epithel des proximalen Nebenhodenkopfes, unter anderem in Stereozé@achtet werden
[Davieset al.,2007]. Die Co-Lokalisation und Co-Regulation mit HE6 im proximalebdd@oden
konnte darauf hin deuten, dass Mitglieder der Me9-ProteinfamiieHE6 assoziiert sind und
maoglicherweise mit dem Rezeptor interagieren oder in desgmal®ansduktion involviert sind.
Nach Verschluss der Ductuli oder Kastration mit und ohne Androgen-Sugpuiation, wodurch
die Zufuhr der luminalen testikularen Faktoren unterbunden wird, sindhé@MDAM28 als auch
ME9 kaum noch oder gar nicht mehr exprimiert [€hal, 2005; Daviest al., 2007]. Auch im
proximalen HE6-KO-Nebenhoden kdnnte das verénderte Genexpressions-einsténdirekte
Folge des KO-Phanotyps mit partiellem Verschluss der Dudinlits;nd moglicherweise in keinem
direkten Zusammenhang mit dem fehlenden HE6-Rezeptor stehen.

Auch fur die beiden im HE6-KO-Nebenhoden verstarkt exprimiertemeGElusterin und
Osteopontin/Sppl ist ein direkter Zusammenhang mit dem Fehlen defé#eptors fraglich.
Clusterin, ein heterodimeres Glykoprotein, wird im mannlichen Géaikaliberwiegend im Testis
von den Sertolizellen und im Nebenhodenkopf von den PrinzipalzellemserzgAhuja et al,
1996; Sylvesteet al., 1984]. Als multifunktionelles Protein spielt es unter anderem Roilke in
der Immunmodulation [Jenne & Tschopp, 1989], bei Apoptose [Butéfaal., 1989], Lipid-
Transport [de Silvaet al, 1990] und beim Membran-Recycling [Leg#ral, 1987], jedoch wird
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eine jeweils Gewebe- und kontext-spezifische physiologische olpgibche Funktion vermutet
[Jones & Jomary, 2002]. Untersuchungen haben gezeigt, dass ClusteflAndtrziert bei
apoptotischen Prozessen eine Chaperon-dhnliche Funktion ausultyafBet al., 1989;
Humphreyset al, 1999] und dass es bei einer Ligation der Ductuli efferentes zulsseu 100-
fachen Erh6hung der Clusterin-Mengen kommt [Griebaal., 1990]. So ist vermutlich auch das
drastisch erhohte Expressionslevel im HE6-KO-Nebenhoden auf losgru®tion der Ductuli,
Gewebeveranderungen und apoptotische / pathologische Prozesse, d.h. adirdenh KO-
Phéanotyp zuriickzufiihren. Ahnliches kann fiir Osteopontin/Sppl vermutet werdeop@sin ist
ein multifunktionales Phosphoprotein, das auf der Oberflache von vipldreken gefunden wird
und in verschiedene pathologische Prozesse involviert ist [Dergtaatlt 2001]. Im Nebenhoden
ist es wie HE6 apikal in den Mikrovilli der Prinzipalzellen @rpert, wo vermutet wird, dass es
eine Funktion bei der Regulation der luminalen Flissigkeit sprelem es Kalzium-lonen aus
dem epididymalen Lumen entfernt [Luedtieal.,, 2002]. Da fir Osteopontin eine Interaktion mit
anderen Rezeptoren beschrieben wurde, wodurch es verschiedene redigmalkitionswege
aktiviert und in Prozesse wie Zell-Adhasion, intrazelluléare iKatzRegulation und Zytoskelett-
Organisation eingebunden wird [Denhardt & Guo, 1993], kann eine InterakiidtE® vermutet
werden. So konnte es als HB6wnstreanreguliertes Gen an der transepithelialen Resorption von
Kalzium-lonen und somit an der Gestaltung eines speziellen [Holen Milieus im
Nebenhodenkopf beteiligt sein. Andererseits ist Osteopontin jednchiehtiges regulatorisches
Protein der Zellimmunitat, das bei pathologischen und inflamnsateen Prozessen wie z.B.
Gewebeverletzungen drastisch heraufreguliert wird [Dentedrdt, 2001], so dass die verstarkte
Expression im HE6-KO auf die indirekten Folgen des KO, namlich Obgirukind Atrophie
zuriickgefuhrt werden kdnnte. Es bleibt zu klaren, ob die verandeeteex@essionsmuster dieser
vier Gene in einem direkten Zusammenhang mit dem KO des HE€pRors stehen, es sich also
um so genanntdownstreanregulierte Gene handelt, oder ob sie eine indirekte FolgeK@es
Phanotyps mit partiellem Verschluss der Ductuli sind und auf dasri-&ddtikularer Faktoren oder
auf inflammatorische Prozesse zurtickzufiihren sind.

4.3 Strukturelle und funktionelle Eigenschaften deddritten intrazellularen
Loops und des C-Terminus von HE6

HEG6 zahlt aufgrund seiner Primarstruktur zu den G-Protein-gekeppeizeptoren (GPCRS),
welche klassischerweise als Signal-Transduktions-Molekile operie@em sie intrazellular
heterodimere GTP-bindende Proteine, so genannte G-Proteine, alsrtAauvextrazellulare
Ligandenbindung/-reize, wie z.B. Bindung von Peptiden, Aminosauren, lonenaodbr
sensorische Stimuli, aktivieren. Fir die Kopplung und Aktivierung d@rd2eine spielen die
zweite und dritte intrazellulare Schleife sowie der proxinTaé des ebenfalls intrazellularen
C-Terminus der GPCRs eine entscheidende Rolle [Steaddr 1994; Wess, 1998]. Die dritte
intrazellulare Schleife spielt eine Schlusselrolle bezugliahKagplungsspezifitdt unter den
diversen -Untereinheiten heterodimarer G-Proteine [Kobitkaal, 1992; Savares & Fraser,
1992], wohingegen die zweite intrazellulare Schleife nicht fir dieifge, sondern fir die
Effizienz der G-Protein-Aktivierung entscheidend ist [Dohlmenal, 1991; Wess, 1997].
Neben der G-Protein-Aktivierung kénnen die intrazellularen Bereich&GBERs mit weiteren
zytoplasmatischen Proteinen wechselwirken, welche wiederumzlicisét Signal-Kaskaden
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triggern [Hall & Lefkowitz, 2002] oder die Desensibilisierung &PCRs modulieren, z.B.
durch Phosphorylierung der intrazellularen Domé&nen mittels einerotéif*gekoppelte
Rezeptor Kinase [Kierszenbaum, 2003]. Die hauptsachliche Interaktromelsten GPCRs
mit intrazellularen Interaktionspartner erfolgt Gber den C-Termidessen absolutes Ende oft
eine Konsensus-Sequenz fur PDZ-Bindung enthalt [Bockaaitt 2002; Bradyet al, 2002].

FUr die Untersuchung intrazellularer Protein-Protein-Wechdalwgen imYeast Two-Hybrid
Systemwurde alsBait-Protein zum einemler gesamte intrazellulare HE6-C-Terminus (137 aa)
und zum anderen der relativ kurze dritte intrazellularen Loop (2§eaeghlt. Mit diese beiden
Bereichen wurden bereits fir andere LNB-TM7-Rezepoten wie z.B. deatrotoxin-Rezeptor
CL1 oder BAI1, erfolgreich Y2H-Screens [Tobabatral, 2000; Kreienkampt al, 2000, Liet al,
2000, Saunders & Limbird, 2000] oder andere Interaktionsstudien durchgefuhst [s¥/u1997;
Gelber et al, 1999; DeGraftt al, 2002]. Jedoch ist anzumerken, dass in einem Y2H-Screen allein
mit dem C-Terminus oder dem dritten intrazellularen Loop bidene Interaktion mit G-
Proteinen gezeigt werden konnte, was darauf zurtickzufihren istdidasseine Aktivierung des
Rezeptors durch Ligandenbindung voraussetzt.

Mit dem dritten intrazellularen Loop (3ICL) als Bait konnten nieeipotentiell interessanten
Interaktionspartner des HEG6-Rezeptors gefunden werden. Dietedtenit Klone enthielten
aulBergewohnlich viele falsch Positive, z.B. mit kleine Inseots < 400 bp, die unvollstandige
cDNAs repréasentieren, genomischen Insertsequenzen oder UT&swddigen verbleibenden
Klone mit kodierenden Inserts kamen aufgrund falscher Lokalisatider fehlender -
Galaktosidaseaktivitat als Interaktionspartner ebenfalls riicherage. Ein Vergleich mit der
Literatur zeigte, dass Protein-Interaktionen fur GPCRs vemathit wesentlich langeren dritten
intrazellularen Loops (bis zu >150 aa) nachgewiesen werden konnterd#ien verschiedene
Konsensus-Sequenzen fur Protein-Bindungsmotive und Proteindoméanen emtjziddt Wadeet
al., 1996; DeGraffet al, 2002]. Der 3ICL von HE®6 ist mit 26 aa vergleichsweise klein ungt zei
zudem keine Ahnlichkeiten mit Konsensus-Sequenzen bekannter Bindungsmetistrukturelle
Unterschied und die Y2H-Ergebnisse kdnnten ein Indiz dafir sein, dadatteBICL des HE6-
Rezeptors keine bedeutende Rolle bei der Vermittlung von Protein-eek spielt.

Anders sieht es bei dem intrazellularen C-Terminus des HE6gRm's aus. Dieser zeigte im
Vergleich mit anderen GPCRs wie z.B. BAI1 (133 aa) [Shirdisetcal, 1998] mit 137 aa eine
durchschnittliche Lange. Zudem sagte eine Motiv-Suche zwei Kors&esuenzen fur die
Bindung von Proteinen voraus (siehe Abb. 3.3). Zum einen ist diéodgensus-Sequenz fir die
Bindung von Proteinen mit PDZ-Domanen am absoluten C-Terminus, dienaactieren GPCRS
konserviert ist und zum anderen eine Serin-reiche Region von 29saltéyaktionspartner fur
Serin-reichen Regionen sind unter anderem 14-3-3-Proteine beschideégrsind konservierte
regulatorische Molekile der Signaltransduktion, die in allen eokachen Zellen, hauptsachlich
zytoplasmatisch exprimiert werden [Aitkehal, 1996]. Sie binden an eine Vielzahl verschiedener
Proteine, darunter auch transmembrane Rezeptoren und vieletr@mgdhlktionsproteine, und
kénnen unterschiedlichste Funktionen tUbernehmen [Xiaal., 1995]. Unter anderem sind sie
Adapterproteine in  Multiproteinkomplexen und nehmen eine Schlusselrbbe der
Signaltransduktion, Zellteilung und Apoptose ein Bl 2000]. Eine Interaktion von G-Protein
gekoppelten Rezeptoren Uber den C-Terminus mit 14-3-3-Proteinen wueids liigr den FSH-
Rezeptor [Coheet al, 2004], den PTH-Rezeptor [Tazawgal.,2003] und den GABAB-Rezeptor
[Couve et al., 2001; Brocket al, 2005] beschrieben. Zudem wurde flir verschiedeie
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Adrenalinrezeptoren eine Interaktion von 14-3-3-Proteinen mit denerdiitrazellularen Loop
beschrieben [Prezeaat al, 1999]. Jedoch konnte weder fiir den C-Terminus mit seiner Serin-
reichen Region noch fiur den dritten intrazellularen Loop von HE& eirieraktion mit
verschiedenen 14-3-3 Proteinen nachgewiesen werden.

Im Rahmen dieser Arbeit konnte auch keine Interaktion des HEG4@HTles mit PDZ-Proteinen
gezeigt werden. Um eine solche Interaktion zu untersuchen wurdennkatings mit dem H/H
Exchanger_Rgulatory _Fctor NHERF1 [Reczelet al, 1997; Weinmaret al., 1995 + 2005]
durchgefuhrt. Dieses PDZ-Protein kam aufgrund seiner beschriebenktioRwmd seiner Co-
Lokalisation mit HE6 in den Prinzipalzellen der Ductuli effeesntals mdglicher
Interaktionspartner fur die PDZ-Konsensus-Sequenz im HE6-C-mesnm Frage. NHERF ist mit
dem Aktinzytoskelett der Plasmamembran assoziiert und spitdt anderem als regulatorischer
Faktor des Nat+/H+-Austauschers (NHE3, Na/H Exchanger) einele Rdlei der
Flussigkeitsresorption im proximalen Nebenhoden [Weinmearal, 2005; Yunet al., 1997].
Weitere Bindungspartner sind Signalmolekile, GPCRs, lonentranspamer Zytoskelett-
(regulatorische)-Proteine [Ediget al,, 2002; Voltzet al,, 2001; Shoret al, 1998; Sutet al, 2001;
Moraleset al., 2004]. NHERF1 konnte also ein Adapterprotein zwischen dem HEG-Rezent
lonentransportern wie NHE3 oder dem Zytoskelett darstellen. Mesautung liel3 sich jedoch
nicht bestéatigen, da NHERF keine Interaktion mit dem HEG6-C-Tersieigte. Des Weiteren
wurde in den durchgefiihrten Y2H-Screenings kein einziges PDZ-Rraksi potentieller
Interaktionspartner des C-Terminus gefunden, so dass die FunktionkiitdiE6-Konsensus-
Sequenzen zur Bindung von PDZ-Proteinen fraglich bleibt. Basierend auf der AminSsguenz
werden die Konsensus-Sequenzen fir PDZ-Bindung der G-Protein-gekopRelteptoren am
absoluten C-Terminus in drei Gruppen unterteilt: I: E-/ST-X-W/l; -X- und lll: -X- (X =
beliebige Aminoséure, = hydrophobe Aminosaure; saure Aminosaure (D/E)) [Bockaext al,
2003]. Die Konsensus-Sequenz des HE6-C-Terminus (IEQM-COOH) zahBrappe I, fir die
bisher lediglich bei zwei Glutamat-Rezeptoren eine InteraktiarPDZ-Proteinen gezeigt werden
konnte [El Faret al, 2000; Hirbecet al, 2002], wobei diese eine andere Aminosaure-
Zusammensetzung der Konsensus-Sequenz aufwiesen als HE6. @ rGeRrotein-gekoppelten
Rezeptoren, fur die eine Interaktion mit PDZ-Proteinen Uber d@er@inus gezeigt werden
konnte, enthalten Konsensus-Sequenzen der Gruppen | oder Il [zusams&nigeBockaeret
al., 2003]. Auch die bisher einzigen Rezeptoren aus der LNB-TM7-Famili, &#d CL1, fur die
eine Interaktion mit PDZ-Proteinen gezeigt wurde, enthalten deupp@r I-Konsensus
[zusammengefasst in Bockaett al, 2003 und Kreienkamp, 2002]. Die Funktionalitdt der HE6-
Konsensus-Sequenz IEQM-COOH zur Bindung von PDZ-Proteinen bleibt neséndY2H-
Ergebnissen fraglich und musste in funktionellen Studien n&her untersucht werden.

Es bleibt zu beachten, dass die hier durchgefihrten Studien mit deertesoldritten
intrazellularen Loop / HE6-C-Terminus durchgefuhrt wurden. Fir verdehesintrazellulare
Protein-Protein-Wechselwirkungen von GPCRs Uuber den dritten intraretiuldop und /
oder den C-Terminus, z.B. mit G-Proteinen oder Arrestinen, ist jeoleldinnt, dass sie von
der Phosphorylierung und der Aktivierung der Rezeptoren durch Ligandenbiadbéggig
sind [Gurevich & Benovic, 1993]. Dies kdnnte auch fir Interaktionen des HEE€pR®S mit
PDZ-Proteinen entscheidend sein. Jedoch sind bis heute keine LiganddReziystors
bekannt, die eine Aktivierung und Signaltransduktion induzieren kdnnten. Die Sdemme
beobachteten Negativ-Ergebnisse spricht also fur einen sehr ungewdhnlichetoRgze
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4.4 Die Rolle der Profiline bei der Ausbildung derspezifischen Zellgestalt
der Spermien

Der Hoden der Sauger, einschlie3lich des Menschen, weist ein ungelwdtothplexes Muster
der Profilin-Expression auf. Neben den Profilinen | und Il sind hiefTeéasis-spezifische Profilin

[Il [Hu et al.,2001; Brauret al.,2002] sowie die hauptsachlich Testis-exprimierten Profiline IV
[Obermann et al, 2005] und V zu finden. Die maéannlichen Keimzellen sind der
Hauptexpressionsort der Profiline Il und IV. Diese Komplexitat spritir eine zentrale Rolle
wahrend der Spermien-Differenzierung.

Die komplexe Profilin-Expression im Hoden bzw. den Keimzellen darg& kann mehrere
Grunde haben. Zum einen ware es moglich, dass die Profilin-Pratemkurze Halbwertszeit
haben, so dass die verschiedenen Profilin-lsoformen in unterschesdli Stadien der
Spermatogenese gleiche Funktionen erfillen. So wird zum Beispiel Xedawomosomal
lokalisierte Profilin V-Gen aufgrund der Inaktivierung des X-Chromasevihrend der Meiose
nicht exprimiert. Diese Inaktivierung kénnte durch die Expression eanéssomalen Profilin-
Paralogs kompensiert werden. Zum anderen ware es mdglich, dasso eirastischer
morphologischer Vorgang wie die Spermatogenese, der ein hochdyhamispezialisiertes
Zytoskelett erfordert, eine besonders hohe Konzentration und / oddyesioedere Ausstattung an
Profilinen bendtigt, welche durch die Aktivierung zusatzlichesstiB-spezifischer Profilin-Gene
bereitgestellt wird. Studien an den Profilinen | und Il sprecherciedegen kurze Halbwertszeiten
und zu geringe zellulare Konzentrationen [Lambreaotisal, 1997 + 2000]. Es ist daher
anzunehmen, dass die Keimzell-spezifischen Profiline neben den Funkti@nesomatischen
Zellprodukte zusatzliche strukturelle und / oder funktionelle Erganzurgdweisen. Viele
Keimzell-spezifisch exprimierte Gene werden oft erst pasbtisch in haploiden Keimzellstadien
transkribiert, wenn die speziellen Strukturen der Spermiendgghbiterden. Ein post-meiotisches
Expressionsprofil konnte auch fir die beiden Profiline 11l und V beobasleteten. In Abbildung
4.2 sind die Stadien-spezifischen Expressionsmuster der ProfilinendlllV auf mRNA- und
Proteinebene am Beispiel der Ratten Spermatogenese $tadarg mapschematisch dargestellt.
Der Verlauf der mRNA-Expression ist durch gestrichelte Kastiargestellt, die Protein-
Lokalisation durch geschlossene Markierungen. Diese Expressioesrargdben sich aus den im
Rahmen dieser Arbeit und denen von Obermetnal. (2005) durchgefuhrten Untersuchungen an
Ratte, Maus und Mensch. Die Profilin IlI-mRNA ist nur wéhrend reikgrzen Periode von
Stadium IV bis IX in haploiden runden und friihen elongierenden Spermatiderunagsen. Die
Profilin  IV-mRNA hingegen ist wahrend einer langeren Perioden spaten Pachytan-
Spermatozyten bis hin zu runden Spermatiden (Stadium X bis Stadionm&chsten Zyklus), und
somit nicht nur postmeiotisch, sondern bereits pra-/meiotisch exptirAuf Proteinebene konnte
fur die Profiline 11l und IV eine Korrelation mit der Phase @&@ermiogenese beobachtet werden.
Beide Profiline sind in runden, elongierenden und reifen Keimzellsa,abenfalls in den post-
meiotischen Stadien der Spermiogenese lokalisiert, und somitintakter Spermatogenese
assoziiert. Jedoch ist Profilin IV auch auf Proteinebene baretwas friheren Keimzellstadien
(ab Stadium IV) als Profilin Il (ab Stadium VI) zu finden.
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Profilin 111 Profilin IV

—_— — e

[ | —_——

Abb. 4.2: Expressionsprofile der Testis-exprimierta Profilin Il und IV auf mMRNA- und Protein-Ebene w ahrend der
i ~ i Profilin 11I-mRNA ] Profilin 111-Protein

Spermatogenese ! - ™% Profilin Iv-mRNA [ Profilin Iv-Protein

Als subzelluléare Lokalisation konnte fur beide Profiline in den Kellazedas Akrosom ermittelt
werden, wobei jedoch auch Unterschiede zu beobachten waren. Wahrend Profilin 111 iretkempl
Akrosomen-Bereich von runden Spermatiden bis hin zu reifen testikukpermien lokalisiert
wurde, konnte Profilin IV in runden Spermatiden nur im akrosomalen Mesikd dem
Akroplaxom-Abschluf3ring bzw. in reifen Spermatozoen nur im apikaleei@e des Akrosoms
detektiert werden. Zusatzlich wurde Profilin IV in einer posbakmalen Struktur zwischen dem
Akrosom und der Manschette lokalisiert. A.L. Kierszenbaum (Depattofe@ell Biology and
Anatomical Sciences, City University of New York Medicah8al, New York) fiihrte in einer
Kooperation ebenfalls immunozytochemische Untersuchungen mit demrPidfAntikorper auf
Ratten-Keimzellen durch und beobachtete eine Lokalisation desifPrbfdProteins in der
Manschette elongierender Spermatiden (siehe Abbildung 4.3).

A B

Abb. 4.3: Immunozytochemische Detektion von Profifi IV in Ratten-Keimzellen [durchgefiihrt und zur Verfliigung
gestellt von Kierszenbaum]. Profilin IV/Cy2 ist griund der Zellkern /Propodium-lodid rot dargestelbbildung @) zeigt
mehrere elongierende Spermatiden Bhiét eine einzelne elongierende Spermatide vergdlRegestellt.

Diese vollstandige Co-Lokalisation in der Manschette konnte deigéne Immunozytochemie
nicht bestatigt werden. Die Profilin IV-haltige post-akrosongtleiktur markierte einen Ubergang
zwischen Manschette und Akrosom und zeigte somit nur geringeagparigsbereiche mit der
Manschette. Es fiel jedoch auf, dass sich Manschette und dféinPtV-markierte Struktur
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zeitgleich wahrend der Akrosomen-Biogenese entwickeln, beide ariibergehend ausgebildet
und in reifen Spermatozoen nicht mehr vorhanden waren, so dass amnZeishang oder eine
Wechselwirkung zwischen diesen beiden Strukturen vermutet wemem Ba fir Profilin |
bereits eine Interaktion mit Tubulin beschrieben wurde [Wekal, 1998], lag die Vermutung
nahe, dass das Profilin IV mit den Tubulinen der Manschetten-Gtrinkéragieren konnte. Jedoch
konnte weder fur Profilin IV noch die Profiline lla oder Il eimgdraktion mit den Tubulinen2
und 2b sowie dem im perinukledren Ring der Manschette lokalisietenlii  gezeigt werden.
Eine Funktion des Profilin IV in der Manschette, Uber eine Pmefiibulin-Interaktion kann somit
ausgeschlossen werden.

Die spezifische Lokalisation der Profilin Ill und IV in den posiatischen Stadien der
Keimzellen sprechen fir eine zentrale Rolle wahrend der Sgeidifferenzierung und
maoglicherweise der Befruchtung selbst. Fir verschiedene Brvatda konnte bereits eine
entscheidende Funktion der Profiline in der Spermatogenese udi@ fBefruchtungsféahigkeit der
Spermien gezeigt werden. So ist das erste beschriebene Aldienbde Profilin aus Seeigel-
Spermien [Carlssort al, 1977] an der Ausbildung des so genannten akrosomalen Fadens, einer
Struktur aus filamentésem Aktin, wahrend der Akrosomreaktion betEiligey et al, 1983]. In
Drosophila fuhrten Mutationen im Profilin-Gen zu schweren StérungeMdmrse und somit der
gesamten Spermatogenese und fiihrten letztendlich zu Infeptiéteyen & Cooley, 1994]. Uber
die eigentliche Funktion der Testis-exprimierten Profiline in dainnlichen Keimzellen der
Sauger kann aber nur spekuliert werden. Die unterschiedlichen sidregllLokalisationen legen
nahe, dass die Testis-spezifischen Profiline 11l und IV distinkthtsiiberlappende Funktionen in
den Keimzellen wahrend der Spermatogenese Ubernehmen. Die LokalisatAkrosom kdnnte
fur eine Funktion der Profiline bei der Akrosomen-Biogenese, der Kondamsaind
Formgestaltung des Zellkerns sowie maoglicherweise bei der éwmasmktion und Befruchtung
selbst sprechen. Die Profilin IV-haltige post-akrosomale Strulttalche zum gleichen Zeitpunkt
wie die Manschette ausgebildet ist und teilweise mit diesdolalisiert, konnte moglicherweise
eine Rolle beim Transport von Golgi-Vesikeln und Makromolekileelesp und ein Bindeglied
zwischen Akrosom und Manschette darstellen.

4.5 Sind die Profiline 1ll und 1V ,typische” Profil ine?

Fir die Testis-exprimierten Profiline 11l und IV war das chagdktische Bindungsverhalten an
Aktin, Poly-Prolin und PIRbisher kaum bzw. nicht untersucht. Lediglich fur das murine Rrofili
[l wurde von Huet al (2001) eine Interaktion mit Aktin und Poly-Prolin gezeigt, jedoahtni
quantifiziert. Far Profilin 1V lagen keine biochemischen Erkeiss@ vor. Im Rahmen dieser
Arbeit wurde diese Wissensliicke ein wenig gefullt, in dem fonklie Studien zu den Aktin- und
Poly-L-Prolin-Bindungseigenschaften der Profiline I[Il und IV durchgefitwiirden. Die
Ergebnisse bestétigten die Annahme, dass die beiden Profiline inetteaedlen distinkte Rollen
ubernehmen. Fur das murine Profilin 1l konnte eine Bindung an Aktin und-LPBHplin
nachgewiesen werden, so dass eine Funktion als Zytoskeletttgmdhes Protein angenommen
werden kann. Fur das humane und murine Profilin IV konnte hingegen keser @eofilin-
charakteristischen Interaktionen gezeigt werden. In Tabellesihd die Ergebnisse aus den
biochemischen Charakterisierungen der Profiline Il und IV in emedifizierten Tabelle nach
Poletet al. (2007) dargestellt.
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Tabelle. 4.1: Bekannte biochemische EigenschafteemVertebraten-Profiline [modifiziert nach Pole¢t al.,2007].

+: Bindung wurde gezeigt, aber nicht quantifiziert,keine Interaktion, ND: nicht durchgefiihrt; diestis-exprimierten
Profiline sind rot umrandet und die im Rahmen digsdeit gewonnen Erkenntnisse Uber die biochensisdBigenschaften
der Testis-exprimierten Profiline 11l und IV rotdgestellt, hu: human, r: Ratte

Profilin K g fur Aktin K4 flir Poly-L-Prolin K4 fur PIP, Expression
human Profilin | 0,35 uM 200-300 pM 11 puM Ubiquitéar
Maus Profilin | ND ND ND Ubiquitar
Rind Profiln | 0,34 uM >120 uM + ND

Ratten Profilin lla 0,38 uM 0,3 uM geringe Affinita ND

Maus Profilin lla + + ND Gehirn, Muskel
Rind Profilin lla 0,36 uM 0,5 uM Gering ND

human Profilin 1Ib 0,6 uM Sehr geringe Affinitat I8ageringe Affinitat Gehirn
Maus Profilin llb - - ND Leber, Niere
Maus Profilin 111 + < huPFN lla + < huPFN lla ND Testis
Ratten Profilin Il ND ND ND Testis
human Profilin 11l ND ND ND Testis

Maus Profilin IV - - ND Testis

Ratte Profilin IV ND ND ND Testis
human Profilin IV - - ND Testis

hu/r Profilin V ND ND ND Testis

Profilin 111

Die Interaktion von Profilin 1l mit Aktin konnten vivo durch Y2H-Experimente unth vitro
durch Co-Immunoprézipitation gezeigt werden, so dass sicher von ektar-I#teraktion
auszugehen ist. Die Starke der Interaktionen liel3 sich estedi Methoden nur abschéatzen. Vom
Hersteller des Gal4-Y2H-Systems wird angegeben, dass Rhoteiaktionen mit Dissoziations-
Konstanten (i) von ungefahr 70 uM detektiert werden kénnen [BD-Biosciences, 2003]. Ein
guantitativer -Galaktosidasetest zeigte zudem, dass Profilin 11l eine &cieve Affinitat zu Aktin
aufweist als PFN lla. Auch die Proteinsequenz des Profilidellitete bereits auf eine schwachere
Affinitéat hin (vergl. Abb. 3.30). Im Vergleich zu den hoch konserviefeafilinen | und lla,
enthalt Profilin 11l mehrere veranderte bzw. deletierte Améiiosn, die im 3D-Modell die Aktin-
Bindestelle bilden [Pole¢t al, 2007; Schluteet al, 1997]. Da jedoch die Aminosauren im C-
Terminus, welcher eine wichtige Rolle bei der Interaktion rktin spielt [Schliteret al, 1997,
Witke, 2004], noch gut konserviert sind, ist eine Bindung an Aktin madlbenso wie fur Aktin
musste bei Profilin 11l auch eine geringere Affinitat zu PBhplin-Liganden angenommen werden,
da es ahnlich wie Profilin Ilb, welches eine schwéachere A#finzu Poly-L-Prolin aufweist
[Lambrechtset al, 2000], einen geringeren aromatischen Charakter besitzl.(Vdsb. 3.30).
Diese Vermutung lie3 sich durch Bindungsstudien mittels einer IRBiglin-Séaule bestatigen.
Wahrend fur Profilin | eine Elution bei 6 M Harnstoff und fir Prafilla, aufgrund der héheren
Affinitéat zu PLP, erst bei 8 M Harnstoff beschrieben ist féfitnayeret al, 2000], eluierte PFN
[l bereits bei 4 M Harnstoff von der Saule. Generell zBig 111 jedoch noch eine Interaktion mit
Poly-L-Prolin. Dies wurde im Y2H-System bestatigt, indem emeréktion mit dem Poly-Prolin-
haltigen FH-Protein Diaph3 gezeigt werden konnte. Mit dem PaijrPLiganden VASP, dessen
Interaktion mit den Profilinen bisher am besten dokumentiert sinffardet al, 1995; Gertleet
al., 1996], konnte fur PFN lll jedoch keine Interaktion gezeigt werden. Kzies auf die in den
Proteinen enthaltenen Poly-Prolin-Sequenzen und die schwacheradAfiom PFN Il zu Poly-
Prolin zurtckzufiihren sein. Fur die Interaktion mit Profilin typischelimeiche Regionen
umfassen mindestens funf Proline in Folge, jedoch vermitteln l@ishzehn Proline starkere
Wechselwirkungen. Diese Folge kann durch Glycin unterbrochen sein [eentbet al, 1997].
VASP enthélt ein so genanntes GP5-Motiv aus einem Glycin und falmi€tr, das Interaktion mit
dem C-Terminus der Profiline vermittelt [Lambrecletsal., 1997; Kanget al, 1997]. Diaph3
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hingegen besitzt in seiner FH1-Doméne, fur die eine InteraktiorProiilinen beschrieben ist
[Watanabeet al, 1997; Wallar & Alberts, 2003], eine Poly-Prolin-reiche Region5#&a615) die
zweimal funf und einmal elf Proline in Folge enthélt. Aufgrund derch Mutationen
geschwachten Poly-Prolin-Affinitat des Profilin 11l ist dal@zunehmen, dass ein GP5-Motiv fur
eine Interaktion nicht ausreichend ist und erst eine groRerePiRalip-Sequenz eine ausreichend
starke Wechselwirkung mit der Poly-Prolin-Bindungsregion des Profilwetinittelt.

So wie fir die bereits gut charakterisierten Profiline | undeben Aktin eine Vielzahl weiterer
Interaktionspartner beschrieben sind, durch welche die Profilineversdi Signaltransduktions-
wege eingebunden werden, konnten auch fur Profilin Ill weitere pdtentigeraktionspartner
ermittelt werden. Hierbei handelt es sich um Liganden, die bislseProfilin-Bindungspartner
nicht beschrieben und Uberwiegend Testis-spezifisch exprimiert Mgl interessantester
Interaktionspartner erscheint unter diesen ein hypothetisBetein (XP_904353), welches
zweimal detektiert wurde und als einziges spezifisch mitilPrdfl interagierte. Das Gen ist
Testis-spezifisch exprimiert, so dass es sich um einen Keispegifischen Interaktionspartner
des Profilin 11l handeln kdnnte. Jedoch ist das Protein bisher ciarakterisiert, so dass weder
etwas uber die zellulare Lokalisation, potentielle Interaktionspanoch die molekulare Funktion
bekannt ist und keine Ruckschliisse auf die Funktion des Profilin iibget werden konnen.
Ebenfalls unbekannt sind die molekularen Funktionen der potentiaelieraktionspartner Odz3,
Arrdc5 und Pxtl, so dass ausgehend von diesen Proteinen ebenfalls kakisehRigse auf weitere
Funktionen des Profilin 1l in den Keimzellen gemacht werden kénnen.

Ein weiterer potentiell interessanter InteraktionspartnerRtefilin 11l ist das Endophilin SH3-
domain GRB2-like B1Sh3glbl1). Endophiline sind mit intrazellularen Membranen assominett
haben eine Funktion beim membrangebundenen Transport und der EndozytosesuwinV
[Schuskeet al, 2003; Modreggeet al, 2003]. Sie interagieren zudem mit Dynamin und Poly-
Prolin-reichen Proteinen [Ringstaat al, 1997], welche wiederum mit vielen Aktin-bindenden
Proteinen und anderen Zytoskelett-Proteinen interagieren. Endophitindaher als Adapter-
Protein zwischen Zytoskelett und membranassoziierter Endozgiugesehen. Die Interaktion
zwischen Profilin 11l und Endophilin kénnte eine Bedeutung fir die Bmistg des Akrosoms
wahrend der Spermiogenese und/oder die Akrosomreaktion bei darclidefig haben. Die
Akrosomen-Biogenese beginnt in friihen runden Spermatiden, indem proakieSwiw-Vesikel
sezerniert werden und zum Akrosomenblaschen fusionieren [Metealg 2000]. Bedingt durch
die weitere Endozytose von Golgi-Vesikeln bildet sich das Akrosonudibreitet sich bis Uber
den Aquator des Zellkerns aus. Dieser Prozess erfordert einen ramgeibundenen
Vesikeltransport und die regulierte Endozytose der Golgi-VesikéiglZgeh mit dem Akrosom
wird das F-Aktin-haltige Akroplaxom ausgebildet, welches das Akrosam dem Zellkern
verankert. Es ist somit eine Koordination zwischen Akrosomen-BiogeneEndozytose und
Akroplaxom-Bildung = Aktin-Zytoskelett-Regulation erforderlich, die aureine Interaktion
zwischen Profilin 11l und Endophilin vermittelt und reguliert dlen kdnnte. Zudem bildet das
Akrosom selbst ein vesikulares Organell, in dem auch nach der AkeosBrogenese
endozytotische Vorgadnge ablaufen. So fusioniert im Zuge der Akresétion die
Plasmamembran Uber dem Akrosom mit der auf3eren AkrosommembrazuwBgdung von
Vesikeln fuhrt, die wahrend der Passage durch die Zona pellucideizidle abgegeben werden
[Tulsiani et al, 1998; Wassarman, 1999; Wassarn&nal, 2001]. Diese endozytotischen
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Vorgange sind fur die Befruchtungsfahigkeit der Spermien esseatidlles ist moglich, dass
Profilin 11l und Endophilin hier eine entscheidende Rolle spielen.

Beim Spermiogenesis specific transcript on ¥&sty2; NP_076036) handelt es sich um ein
hypothetisches Protein, welches bisher noch nicht beschriebeohadakterisiert wurde. Das Gen
wird jedoch ebenso wie Profilin Il spezifisch post-meiotisch wabr der Spermiogenese in
Spermatiden exprimiert [Bishop & Hatat, 1987; Toatel, 2005], so dass aufgrund des gleichen
Expressionsprofils ein Zusammenhang nicht ausgeschlossen werden kgnistSsines der Y-
chromosomalen Ssty-Multicopy-Gene, fir die bisher kaum Proteimbgaaiesen wurden.
Deletionsstudien zeigten jedoch, dass partielle Deletionen deiB8stiche in Spermienkopf-
Defekten und gestorter Fertilitdt resultieren, so dass egsengelle Bedeutung der Ssty-
Genprodukte fur die Spermatogenese angenommen werden mussdialire003 + 2005]. Der
Bezug zum Profilin und seine molekularen Funktionen sind jedoch unbekannt.

Als ein weiterer potentieller Interaktionspartner wurde Wastiple-PDZ-Protein 1 (MUPP1)
ermittelt, das ebenso wie Profilin Ill im Akrosom runder, eloregpider und reifer S&uger-
Spermatiden lokalisiert sein soll [Heydecke al., 2006]. Im Unterschied zu Profilin I, dass
bereits auf Transkript-Ebene ein post-meiotisches Expressionspead, konnte fur MUPP1
jedoch keine Assoziation mit dem Verlauf der Spermatogenesieabhtet werden, so dass eine
Uberwiegend somatische Expression angenommen werden muss. Jedoch mmebkenund
Protein-Vorkommen nicht zwingen miteinander korrelieren, so dass @obst-meiotische
Lokalisation des Proteins im Akrosom der Spermatiden durchaus amdgl. Aufgrund der
Lokalisation im Akrosom und der Beobachtung, dass MUPP1 nach Akrosomreaktion nicht mehr zu
detektieren ist, postulieren Heydeakieal (2006) fuir MUPP1 eine Funktion bei der Kapazitation
und Akrosmreaktion. Die molekulare Funktion von MUPP1 in Spermien hetoch ungeklart.
Generell spielen PDZ-Proteine eine Rolle bei der Mediatspezifischer Protein-Protein-
Interaktionen, die an Signaltransduktion sowie am Aufbau und Erhalt vépo&eitat beteiligt
sind. Sie bilden so genannteaffoldingProteine, also Gerustproteine, welche die Grundlage fur
die Organisation von gro3eren Proteinkomplexen an spezifischen, subeglldi@mpartimenten
bilden. Spermiogenese, Kapazitation und Akrosomreaktion sind komplesggnge, die durch
eine Vielzahl an intrazellularen Signaltransduktionswege und sapézifische Protein-
Interaktionen reguliert werden. In diese Prozesse kdnnten Profilin 11l und MUP#Htiént/sein.

Den Ergebnissen der Interaktionsstudien zufolge scheint es siBdfién Il um ein ,typisches”
Aktin-bindendes Profilin zu handeln, dessen Funktion in der Regulierung und Férderung der Aktin-
Polymerisation liegt. Ebenso wie Profilin | und Il kénnte es die rARynamik beeinflussen,
indem es durch direkte Interaktion mit Aktin oder die Bindung an F-Aleioundenes Diaph3, die
Aktin-Polymerisationsrate steigert. Es konnte sichdas,typische* Aktin-regulatorische Profilin

der Keimzellen handeln, das essentiell an der morphologischesrddifierung der Spermatiden,

der Ausbildung charakteristischer Keimzellstrukturen sowieazeffularer Signaltransduktion
beteiligt ist und wom@glich auch bei der Akrosomreaktion und BefrucreumgRolle spielt, und

dem durch die Interaktion mit weiteren Liganden eine zentralée Rai der Regulation und
Vermittlung der molekularen Interaktionen und der Vernetzung zum Aktin-Zytiskekommt.
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Profilin 1V

Fur das murine und humane Profilin IV konnte eindeutig keine InteraktipAktin und Poly-L-
Prolin bzw. den Poly-Prolin-Proteinen VASP und Diaph3 gezeigt weien\Versuche wurden
parallel zu Profilin 1l durchgefihrt, so dass anzunehmen ist, dasistebei Profilin IV um kein
Lypisches” Profilin handelt. Phylogenetische Analysen und ein ArdimesSequenzvergleich mit
den anderen Profilin-Isoformen zeigten, dass sich Profilin IV eidietsbn den anderen Profilinen
unterscheidet. Es weist mit durchschnittich 23 % die geringimologie zu den anderen
Profilinen auf und bildet eine separate Gruppe (siehe Abb.3.10 undePalet2007). Vor allem
hoch konservierte Aminosauren, die die Aktin und Poly-Prolin-Bindestellesbilden, sind in
Profilin IV nicht mehr erhalten (siehe Abb. 3.30), was die fehlend&rdktionen mit Aktin und
Poly-Prolin-reichen Proteinen erklart. Trotz dieser drastis®equenzabweichungen wird Profilin
IV jedoch eindeutig in die Gruppe der Profiline eingeordnet. Ralel. (2007) untersuchten die
phylogenetische Verwandtschaft der Profilin-lsoformen zwisclemschiedenen Spezies. Dabei
beobachteten sie ebenfalls, dass die Profilin IV-Isoformen elschiedenen Spezies einen vollig
getrennten Cluster bilden und die geringste Homologie zu den UbriggiinAsoformen
aufweisen. Zudem stellten sie bei einem Vergleich aller menanen Profiline mit denen der
Wirbellosen fest, dass die Profiline I, Il und lll des Menschenr zvsammen clustern, das
humane Profilin IV jedoch die gré3te Homologie zu den Profilin-Sequenzen von Sewigéiona
zeigte. Ein Profilin im Akrosom von Seeigel-Spermien war dste deschriebene Aktin-bindende
Profilin [Tilney et al, 1983], jedoch handelt es sich bei den Sequenzen mit denen Profilin IV im
phylogenetischen Vergleich zusammen clustert um genomische Sequeoa denen bisher nicht
bekannt ist, ob sie tatsachlich das Akrosomen-Profilin des Sedigdieren. Aufgrund der groé3ten
Ahnlichkeit des Profilin IV zu den Profilinen der Evertebraten niedieren Eukaryoten und da ein
Profilin IV-ahnliches Gen in allen sequenzierten Spezies gefundielhh vermuten Polett al.
(2007), dass es frihzeitig in der Evolution der Tiere zu einer Gaomelung kam und sich das
Profilin 1IV-Gen womaoglich bereits vor der Abspaltung der Wirbedtigetrennt von den tbrigen
Profilinen entwickelt hat. Die Tatsache, dass sich die iiezdenen Profilin-Gruppen (Profilin I, II
und 1l auf der einen Seite und Profilin IV auf der anderen Séiid) in der Evolution getrennt
haben, dass aber die Isoformen innerhalb der Gruppen hoch konsezbiezben sind, legen die
Vermutung nahe, dass die Profiline spezifische Funktionen besitzse Dihese kann schon allein
durch die gut charakterisierten Profilin-lsoformen | und Il untezstiterden. Beide sind
hauptséachlich in unterschiedlichen Geweben exprimiert, und es simdalmeliche Liganden und
verschiedene Affinitaten zu gleichen Liganden beschrieben [Witled, 1998; Lambrechtst al,
1997, 2000]. Die funktionellen Studien und die distinkte subzellulare Lokahsder Testis-
exprimierten Profiline Il und IV in den Keimzellen untersttega diese Vermutung. So scheint es
sich bei Profilin 1l um ein ,typisches® Profilin mit Aktin- unéoly-L-Prolin-Bindungsfahigkeit zu
handeln, wahrend Profilin IV diese biochemischen Bindungseigenscimidtaraufweist. Auch in
den Y2H-Library-Screenings zur ldentifizierung potentieller kk&onspartner, die Hinweise auf
die molekularen Funktionen der Profiline Il und IV in der Spermiogefiefgn sollten, zeigten
sich diese Unterschiede. Wahrend fur Profilin HAktin als Interaktionspartner gefunden wurden,
befand sich unter den ermittelten Profilin IV-InteraktionpartnerrdereAktin noch andere
charakteristische Profilin-Liganden wie z.B. Poly-Prolin-rei¢hteine. Hauptsachlich wurden
Proteine unbekannter molekularer Funktion als potentielle Interegtartner ermittelt, die keine
direkten Ruckschliusse auf die Funktion des Profilin IV in den Keiaz@rlauben. Zwar kdnnen
einige dieser potentiellen Interaktionspartner in einen Zusartheng mit dem Zytoskelett und /
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oder der intrazellularen Signaltransduktion gebracht werden, jedbderizeit nicht sicher, ob es
sich um tatsachliche Interaktionspartner handelt, da alle deseine jeweils nur einmal als
Bindungspartner ermittelt wurden und die Interaktionen noch nicht durch dleetsuche
bestétigt werden konnten.

Einer dieser potentiellen Interaktionspartner ist Tensin, das s#ine zahlreichen funktionellen
Doménen an verschiedene Strukturproteine und Signalmolekile binden kamn. ddderem
interagiert es Uber seine drei Aktin-Bindestellen mit FiA\kind ist an der Regulation des Aktin-
Zytoskeletts beteiligt, in dem es &hnlich wie die FH-Proteidiar{+)-Enden der Filamente bindet
und so das Wachstum in diese Richtung inhibiert oder verschiedemeFkimente miteinander
verknupft [Ruhnatet al, 1989, Weiget al, 1992]. Uber eine der weiteren Proteindomanen (SH2-
oder PTB-Domane) ist Tensin als Adapterprotein in der Lage, das Zytoskilder Zellmembran
und dort lokalisierten Rezeptoren wie z.B. dem Integrin-Rezeqtorerbinden. Es ist so unter
anderem in die Tyrosin-Kinase-Signaltransduktion involviert @§tal, 1994 + 2004]. Auch fur
WDRA48 kann aufgrund seiner Zugehorigkeit xMD-repeatFamile eine Funktion als Adapter-
bzw. Regulator-Molekul in der Signaltransduktion und Zytoskelett-Orgaormsvermutet werden.
Ein Beispiel fur einVD-repeatProtein, dem eine Funktion in der Vermittlung von Protein-Protein-
Interaktionen und bei der Zytoskelett Regulation zukommt istAddis -related ProteinArp2/3.
Dieses bindet an mehrere F-Aktin-Filamente und vernetzt dsesen einer Y-Anordnung
[Blanchoinet al, 2000; Mullinset al, 1998]. Fur die potentiellen Interaktionspartner EImo2 und
Skd3, dererin vivo Funktionen unbekannt sind, kann ebenfalls eine Beziehung zum Zytoskelett
vermutet werden. So ist fur die EImo/Ced-12-Familie eine Rudleder Zytoskelett-Mediation
beschrieben [Lemmort al 1998; Gumiennyet al, 2001], und Skd3 enthalt drei Ankyrin-
Domanen, welche eine Vielzahl von Protein-Protein- und ProteiosKgtett-Interaktionen
vermitteln [Mosaviet al, 2004]. Snx3, Rnf184 und Cops5 spielen vermutlich eine Funktion bei der
Vermittlung von Protein-Protein-Interaktionen und bei der intraze#uldSignaltransduktion,
jedoch sind auch hier die Funktionen im Testis bzw. den Keimzellen umitekdber das
gefundene hypothetische Protein sowie Asrgll ist bisher nichts bekannt.

Die Ergebnisse der Protein-Protein-Interaktionsstudien legen deladfe nahe, dass es sich bei
Profilin IV um kein charakteristisches Profilin handelt, dessen Hauptfunktidaridirekten Aktin-
Regulation lage. Mdglicherweise handelt es sich um ein Rrakei so genannteRrofilin like
adaptor proteingProflAP). Diese Proteine weisen eine Profilin-ahnlicheil@tr auf; jedoch sind
sie ebenso wie Profilin IV in Bereichen fur Poly-L-Prolin und FliReraktionen kaum
konserviert, so dass sie nur eine schwache Interaktion migerefhosphoinositolen zeigen und
wie Profilin IV keine Bindung mit Poly-Prolin-Sequenzen eingehen kdp@&net al, 2005]. Als
erstes reprasentatives Protein dieser neuen Subgruppe wurlidagidsr-Protein pl4 beschrieben
[Kurzbaueret al, 2004; Qiaret al., 2005]. Dieses ist mit dem spaten endosomalen/lysosomalen
Kompartiment assoziiert und hat eine Funktion bei der Endozytose. Irslam dascaffolding
Proteine MP1 bindet, wird MP1 in das Endosom transportiert wo sidkosiplex aus p14/MP1,
dem Kinase-Aktivator MEK1 wund der MAP-Kinase ERK1 bildet, oher fir die
Signaltransduktion Uber die ERK-MAP-Kinase essentiell isafi@t al, 2005]. Ebenso wie die
ProflAPs kénnte Profilin IV eine hauptséachliche Funktion in der Sigaredtuktion und weniger in
der direkten Zytoskelett-Regulation einnehmen.



Diskussion 137

4.6 Ausblick

Durch Vergleich der Genexpressionsmuster von WT- und HE6-KO-Nebenhoaaa ¥2H-
Screening konnten potentielle Kandidaten ermittelt werden, die me éiE6-abhéngige
Signaltransduktion involviert sein kénnten. Aufgrund der veranderterexpeessionsmuster im
HE6-KO-Nebenhoden und der Co-Expression der betroffenen Gene mit KdB6 ein
Zusammenhang zwischen HE6 und den beeinflussten Genen angenonmehem Wedoch bleibt
zu klaren, ob es sich bei diesen Genen um so gendontestreanregulierten Gene handelt, deren
Expression direkt durch das chronische Fehlen des HE6-Rezeptors vewinderder ob das
veranderte Genexpressionsmuster eine indirekte Folge des h&@iyps mit partiellem
Verschluss der Ductuli ist. Da zudem die funktionelle Ebene dieiR-Ebene ist, missen in
einem nachsten Schritt Analysen auf Proteinebene durchgefitaenyeim zu untersuchen, in wie
weit die Menge der einzelnen Transkripte mit der jeweiligentedihmenge assoziiert ist.
Gegenwartig gibt es nur wenig gesicherte Informationen Uber \dabaltnis zwischen
»1ranskriptom® und ,Proteom®, jedoch besteht in vielen Fallen kedwekte Korrelation
[Gronborget al, 2006; Nissonet al, 2006]. Dies ist z.B. auf unterschiedliche Umsatzraten von
MRNAs, mdgliche Regulationsvorgdnge auf Ebene der Translatder anterschiedliche
Stabilitaten von Proteinen zurlckzufihren.

Mittels der Y2H-Technik konnten auf Proteinebene potentielle dirékteraktionspartner des
HEG6-C-Terminus auf Proteinebene ermittelt werden. Dieseaktienen missen jedoch in Zukunft
durch alternative Methoden wie z.B. Co-Immunoprazipitation, PDZ-Putidader ELISA
bestatigt werden. Im Rahmen dieser Arbeit wurden bereit® ésperimente zuiin vitro
Translation und Co-IP von HE6 und CRIPT bzw. SMA4 durchgefihrt (nicht gezeigt).

Auch fir die Testis-exprimierten Profiline Ill und IV konnten aubtinebene imY2H-System
potentielle neue Interaktionspartner ermittelt werden. Die tdettn Interaktionen miussten
ebenfalls durch weiterfuhrende Studien im Y2H-System und alteendfiethoden bestatigt
werden, bevor Aussagen Uber mdgliche molekularen Funktionen der Profiliean Keimzellen
und ihre Rolle bei der Differenzierung der Spermatiden gemactdewekbnnen. Um weitere
Hinweise auf eine mdgliche Interaktion der ermittelten Muetenit den Profilinen zu erhalten,
bieten sich Co-Lokalisations-Studien mit spezifischen AntikorpernKaifnzellpraparaten an.
Weiterhin stehen noch funktionelle Untersuchungen der Testis-erpi@miProfiline zur PIR
Interaktion ausHierfur und fur weitere Studien wie z.B. ELISA, Cross-link-Studi2at-Overlays
oder auch fur eine Profilin-Saule zur Affinitdtschromatographie Testis-Lysaten, wére eine
rekombinante Expression und Aufreinungung der Profiline geeignet. hm&a dieser Arbeit
wurden bereits verschiedene Methoden zur Expression und Aufreinigungofiéné>tll und 1V
ausgetestet (HI&g, GSTiag, Poly-L-Prolin-Saule). Jedoch gelang es noch nicht, die
Aufreinigung so weit zu optimieren, dass ausreichende Mengen sama®rotein fur funktionelle
Studien gewonnen werden konnten.

Um die im Rahmen dieser Arbeit erlangten Ergebnisse besg®rnen zu kénnen und um die
vivo Funktionen der Profiline in den mannlichen Keimzellen und ihre Bedeutiinglie
Spermatogenese und Befruchtungsfahigkeit der Spermien zu Uberprifede wich die
Generierung von Profilin 1l / IV-KO-Mausen anbieten.
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V Zusammenfassung

Die Dynamik des Aktin-Zytoskletts bildet die Grundlage fir diegiation zweier zentraler
Vorgange des Fortpflanzungsgeschehens, namlich der Spermatogadedes transepithelialen
Flissigkeitstransportes in den ableitenden Samenwegen.

Ein Aspekt dieser Arbeit war die Rolle des heptahelikalen HE®{ers (GPR64) beim
transepithelialen Flussigkeitstransport im proximalen Nebenhoden. Aufgruned kekalisation in
unmittelbarer Nahe zum apikalen Aktin-Zytoskelett der EpittielzagKirchhoff et al, submitted]
konnte HE6 am Anfang eines Signaltransduktionsweges stehen, degreah\®in der adluminalen
Seite des Epithels auf das apikale Aktin-Zytosklett undtighg junctionsweiterleitet und somit
den transzellularen und parazellularen Flissigkeitstransporieggin dieser Arbeit konnte mit
Claudin-10, das durch die gezielte Mutation des HE6-Rezeptorsnar $expression beeinflusst
wird, eine Verbindung des HE6-Rezeptors zu digt junctionsund dem apikalen Aktin-
Zytoskelett hergestellt werden. Claudin-10 kdnnte auf einen HE6-Ssntuh tber das apikale
Aktin-Zytoskelett die Permeabilitat deight junctionsveréandern und so in eine HE6-abhangige
Regulation des parazellularen Flussigkeitstransports invblgein. Eine zundchst vermutete
direkte Interaktion des HE6-Rezeptors mit den Profilinen, vemakllem Profilin 1V, konnte in
dieser Arbeit dagegen nicht bestatigt werden, so dass diead®eguller Aktin-Dynamik mittels
Profilinen, wie in Kirchhoffet al (2006) angenommen, unwahrscheinlich erscheint. Jedoch wurde
mit CRIPT auf Proteinebene ein anderes Zytoskelett-Proteimodéntieller Interaktionspartner des
HEG6-Rezeptors ermittelt, das in die intrazellulare Signadttaktion involviert sein konnte. Durch
eine gleichzeitige Interaktion mit dem HE6-C-Terminus und Tubkdinnte es die Schnittstelle
zwischen dem Rezeptor und dem apikalen Zytosklett herstellem, dase wiederum weitere
Proteine, lonenkanale oder Transporter reguliert werden kénnen.

Ein weiterer Aspekt dieser Arbeit waren die Testis-exprit@reProfiline 11l und IV und ihre Rolle
bei der Ausbildung der spezifischen Zellgestalt der Spermieuptebgpressionsort beider Profiline
sind die mannlichen Keimzellen. Fir die mRNAs konnten distinkte Egpmesprofile gezeigt
werden, die mit dem Verlauf der Spermatogenese korreligtt ¥itihrend das Profilin 111-Gen ein
post-meiotisches Expressionsmuster aufweist und erst in den hap8pdematiden zu finden ist,
sind Profilin IV-Transkripte bereits pra-/meiotisch in Spermgiz nachzuweisen. Auf
Proteinebene sind beide Profiline mit der Phase der Spermiegdoesliert und erst post-
meiotisch in Spermatiden vorzufinden. Jedoch sind beide insghiedlichen Keimzellstrukturen
lokalisiert. Profilin Il ist im kompletten Akrosom runder, elongieder und reifer Spermatiden
vorzufinden, wohingegen Profilin 1V in runden Spermatiden zunachst ins@kiaden Vesikel und
in reifen Spermatozoen nur im apikalen Akrosomenbereich lokaliste@usatzlich konnte es in
einer post-akrosomalen Struktur zwischen Akrosom und Manschettktieltteverden. Diese
zeitlich und raumlich unterschiedlichen Expressionsprofile sprediredidtinkte Funktionen der
Profiline wahrend der Spermiogenese. Diese Vermutung wurde digctunktionellen Studien
und die Ergebnisse dereast Two-Hybridibrary-Screenings unterstrichen. Hier zeigte sich
Profilin 11l als ein ,typisches" Profilin mit den charaktergthen Aktin- und Poly-L-Prolin-
Bindungseigenschaften, Profilin IV hingegen nicht. Die InteraktionRieslin Il mit Aktin und
dem FH-Protein Diaph3 lassen vermuten, dass es sich bei Pidfilim ein regulatorisches
Protein des Aktin-Zytoskeletts der Keimzellen handelt. Ebensaeirofiline | und Il kdnnte es
die Aktin-Dynamik beeinflussen, in dem @svivo durch Bildung von Profilin-Aktin-Komplexen
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oder die Bindung an F-Aktin-gebundenes Diaph3, die Aktin-Polymerisatiersteagert [Seldeat
al., 1999; Pantaloni & Carlier, 1993; Higgs, 2005]. Bei Profilin Ill konntesieb also undas
Lypische® Aktin-bindende Profilin der méannlichen Keimzellen handelas durch direkte und
indirekte Regulation des Aktin-Zytoskelettes an der morphologisdbéferenzierung der
Spermatiden, die fur die Fertilithit des Spermium von grundlegéBe#eutung ist [Barrost al,
1996; Kierszenbauret al 2003] beteiligt ist. Da dem Aktin-Zytoskelett der Spermien wiite
eine wichtige Bedeutung bei Membran-Umgestaltungen und intrEzeliuSignaltransduktion
wahrend der post-testikularen Reifung der Spermien im Nebenhodegt[hin 2002] sowie bei
der Kapazitation und der Akrosomen-Reaktion [Breitearal, 2005; Liuet al, 1999] zukommt,
kann eine Beteiligung des Keimzell-spezifischen Profilin 1i$, Aktin-regulatorisches Protein, an
all diesen Prozessen vermutet werden.

Profilin IV scheint im Unterschied zu Profilin Il kein ,typises” Profilin mit den
charakteristischen Aktin- und Poly-Prolin-Bindungseigenschaften zin. s&chon der
phylogenetische Vergleich und die Sequenz-Analyse lieRen vermates Pdofilin IV aufgrund
seiner geringen Homologie zu den anderen Profilinen und kaum komssErvienktionellen
Aminosauren keine charakteristischen Profilin-Interaktionen eimgédamn. Dementsprechend
konnte weder in den funktionellen Studien noch im Y2H-Library Screenm@eaktion mit Aktin
oder anderen charakteristischen Profilin-Liganden, wie z.B. PalyaHProteinen ermittelt
werden. Es ist daher anzunehmen, dass Profilin IV im Gegens#&wfilin Il in keiner direkten
oder sehr schwachen Interaktion mit dem Aktin-Zytoskelett steht.ibhi@giveise handelt es sich
um eine Profilin-Isoform, die ihre hauptséchliche Funktion in denaigansduktion und weniger
in der direkten Zytoskelett-Regulation hat.
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