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SDS Sodium-Dodecyl-Sulfat

sec Sekunde

sog. sogenannt(e)

T Thymidin

Tab. Tabelle

TAE Tris-Acetat-EDTA-Puffer

TBS-T Tris-gepufferte Salzlosung mit Tween-
Zusatz

TEMED N,N,N",N"-Tetra-methyl-ethyldiamin

Tm Schmelztemperatur

™7 sieben-transmembran-Domine

Tris Tris-(hydroxymethyl)-aminomethan

t-RNA transfer-RNA

U Enzymeinheit (Unir)

i.N. iiber Nacht

UTR untranslatierte Region

uv Ultraviolett

\ Volt

VASP Vasodilator stimulated Phophoprotein

vgl. vergleiche

Vol. Volumen

(v/v) Volumen/Volumen

(w/v) Masse/Volumen

(w/w) Masse/Masse

X-Gal 5-Bromo-4-chloro-3-indolyl-B-D-
Galactopyranosid

Y2H Yeast Two-Hybrid

Y-PER Yest Protein Extraction Reagent

z.B. zum Beispiel
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I. Einleitung

1.1 Die inneren minnlichen Geschlechtsorgane

Zu den inneren ménnlichen Geschlechtsorganen der Sduger zdhlen Hoden (Testis), Nebenhoden
(Epididymis) und der Samenleiter (Ductus deferens). Der paarig angelegte Hoden ist der Ort der
Spermatozoenbildung und eine wichtige Hormondriise, die die médnnlichen Geschlechtshormone
(Androgene) produziert. Die Spermatozoen werden iiber ein samenableitendes Netz aus Kanélchen
(Rete testis und Ductuli efferentes) in den Nebenhoden abgegeben, der dem Hoden in
Lingsrichtung kranilateral aufgelagert ist. Er ist der Ort der post-testikuldren Spermatozoenreifung
und Speicherort fiir die Spermien, bevor sie in den Sameleiter gelangen.

/ \ Samenstrang

— BlutgefaBe und Nerven

Abb. 1.1: schematische Darstellung des
+ Tubuli seminiferi contorti ~ Hodens  (Testis) und  Nebenhodens
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1 Epididymidis) und  Schwanz  (Cauda
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<
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1.2 Der Hoden und seine Funktion als Reproduktionsorgan

1.2.1 Ablauf der Spermatogenese

Im Keimepithel des Hodens findet in den Samenkanélchen, den so genannten Tubuli seminiferi, die
Spermatogenese statt. Hierbei handelt es sich um einen komplexen Differenzierungs-Prozess, in
dessen Verlauf aus diploiden ménnlichen Stammzellen (Spermatogonien) die testikuldren
haploiden Spermien hervorgehen.

Die Spermatogenese ist ein kontinuierlicher Vorgang, der sich in drei Phasen unterteilen lédsst: 1)
die Proliferationsphase, die durch zahlreiche mitotische Teilungen der Spermatogonien
gekennzeichnet ist, 2) die meiotische Phase, in der das Genom der Spermatozyten rekombiniert und
halbiert wird und schlieBlich 3) die Spermiogenese, in der, ausgehend von runden, haploiden
Spermatiden, die morphologische Differenzierung zum elongierten Spermatozoon stattfindet. Der
gesamte Prozess dauert bei der Ratte etwa 54 Tage [Russel et al., 1990] und beim Mann 74 Tage
[Heller & Clermont, 1963.] In Abbildung 1.2 ist die spermatogenetische Entwicklung der
Keimzellen schematisch dargestellt.
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Abb. 1.2: schematische Darstellung der Spermatogenese in einem Samenkanilchen [modifiziert nach Handel, 1987 und
Campell er al., 1999]. B: Typ B-Spermatogonium, Ap: Apale-Spermatogonium, Ad: Adark-Spermatogoium, LM:
Basalmembran. Spermatogonien an der Basalmembran teilen sich mitotisch. Wéhrend der Differenzierung wandern die von
den Sertolizellen umgebenden Keimzellen in Richtung Tubuluslumen, von wo aus sie in den Nebenhoden entlassen werden.

Die Spermatogenese beginnt mit den Spermatogonien, die peripher an der Basalmembran der
Samenkanilchen liegen und in Zellen des Typs A und des Typs B klassifiziert werden. Bei den A-
Spermatogonien werden zusitzlich A(dark)-Spermatogonien (Ad) und A(pale)-Spermatogonien
(Ap) unterschieden. Die Ad-Spermatogonien zeigen unter normalen Umstédnden keine oder nur
sehr geringe Proliferationsaktivitidt [Schlatt &Weinbauer, 1994] und konnen als Stammzellen der
Spermatogonien angesehen werden. Die Ap-Spermatogonien hingegen durchlaufen mitotische
Zellteilungen und differenzieren zu B-Spermatogonien. Aus Spermatogonien des Typs B gehen im
letzten Schritt der proliferativen Phase die prileptotidnen priméiren Spermatozyten hervor, welche in
die Prophase I der ersten meiotischen Teilung eintreten und mit der DNA-Synthese beginnen.

Die Meiose ist ein kritisches Ereignis wéhrend der Spermatogenese. Wihrend dieses Prozesses
miissen die Rekombination des genetischen Materials, die Reduktion des Chromosomensatzes und
die Entwicklung von haploiden Spermatiden erfolgreich abgeschlossen werden. Hierzu 16sen sich
die primdren Spermatozyten von der Basalmembran, passieren die zwischen den Sertolizellen
ausgebildete Blut-Hodenschranke und treten in die Prophase I der ersten meiotischen Teilung ein.
In den folgenden Stadien Leptotdn, Zygotidn und Pachytin findet die Chromosomenpaarung
und genetische Rekombination statt. Nach der ersten meiotischen Reifeteilung entstehen aus
einer primdren Spermatozyte zwei sekundidre Spermatozyten, welche einen haploiden
Chromosomensatz, jedoch in doppelter Ausfiithrung enthalten. Im Verlauf der zweiten
meiotischen Reifeteilung, entstehen aus den zwei sekundidren Spermatozyten vier haploide
Spermatiden (sieche Abbildung 1.2). Diese runden und teilungsinaktiven Zellen reifen in der
letzten Phase der Spermatogenese, der so genannten Spermiogenese, zu hochdifferenzierten,
elongierten Spermien aus. Dabei fithren markante und komplizierte Transformationen wie
Elongation und Kondensation des Zellkerns, Reduktion des Zytoplasmas, Akrosomen-Bildung und
Ausdifferenzierung des Flagellums zur Entwicklung der typischen Zellform der Spermatozoen. Der
gesamte Prozess ist qualitativ bei allen Sduger-Spezies identisch und lésst sich grob in vier Phasen
unterteilen: Golgi-, Kappen-, Akrosom- und Reifungsphase [Leblond & Clermont, 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 Differenzierung der Spermatiden im humanen Testis [modifiziert nach Roosen-
Runge, 1981] Ak: Akrosom, An: Annulus, Ax: Axonem, F: Flower-Struktur, G: Geiflelstrukturen, Go: Golgi-Apparat, M:
Mitochondrien, Mt: Manschette, K: Zellkern, Sk: spindelformiger Korper, Z: Zentriol,

In der Golgi-Phase erfihrt der Golgi-Apparat einen Formwandel und bildet proakrosomale
Vesikel. Diese verschmelzen zum so genannten Akrosomenblischen, das eine elektronendichte
Masse enthilt und Kontakt zum Akroplaxom aufnimmt. Das Akroplaxom ist eine Aktin-Keratin-
haltige Zytoskelett-Struktur, die das entwickelnde Akrosom auf dem Zellkern verankert
[Kierszenbaum et al, 2003]. In der weiteren Differenzierung bildet sich die kranio-kaudale
Symmetrie der Spermatiden aus, indem eines der Zentriolen an der kaudalen Zelloberfldche ein
Axonem ausbildet, das aus Mikrotubuli einer klassischen 9 + 2-Anordnung besteht. In der
Kappenphase breitet sich das Akrosomenbldschen kappenformig bis iiber den Zelldquator aus,
bedeckt abgeflacht die Hélfte bis zwei Drittel des Zellkerns und bildet das Akrosom. Der Zellkern
wandert zur Zelloberfliache, wobei das Akrosom in rdumliche Nihe zur Plasmamembran kommt.
Das distale Zentriol bewegt sich zum Zellkern, wird dort verankert und dient als Basalkorper der
sich verlidngernden Geillel, wodurch es zu einer Einschniirung des Zytoplasmas kommt. Wéhrend
dieses Prozesses bildet sich auch die Manschette, eine transiente Mikrotubuli- und Aktin-haltige
Struktur, die fiir den Transport von Vesikeln und Makromolekiilen zum Akrosom und dem sich
entwickelnden Flagellum verantwortlich ist. Zudem gibt es Hinweise auf einen Transport der
DNA-Verpackungs-Proteine vom und zum Kern entlang der Manschette [Oko, 1988]. In der
Akrosomphase verldngert sich der Zellkern, das Chromatin kondensiert, das Zytoplasma wird
langezogen, und die Elongation der Keimzelle schreitet fort. Im Verlauf der Kernkondensation
werden die Histone durch kleine basische arginin- und cysteinreiche Proteine, die Protamine
ersetzt, um eine dichtere Packung der DNA zu erreichen. Dieser Austausch erlaubt eine dichtere
Packung der DNA, so dass der Zellkern auf 5 % des Volumens einen somatischen Zellkerns
kondensiert werden kann [Braun, 2001]. Die DNA befindet sich nun in der ,,Verpackungsform®.
Durch die Chromatinkondensation kommt es zu einer zeitlichen Entkopplung von Transkription
und Translation. Das Akrosom folgt der Elongation des Zellkerns und erfdhrt eine Verdichtung des
Inhalts und Anpassung an die Form des Zellkerns. Das Flagellum, das der Fortbewegung des
Spermiums im weiblichen Genitaltrakt dient, ist jetzt gut ausgebildet. Es besteht aus dem zentralen
Axonem und damit in Verbindung stehenden dulleren dichten Léngsfasern sowie der Scheide. In
der Reifungsphase bilden sich schlielich Mittel-, Haupt und Endstiick des Flagellums aus. Dabei
werden Mitochondrien aus dem Zytoplasma rekrutiert und in einer helikalen Anordnung um das
Mittelstiick herum angeordnet. Die Manschette verschwindet in dieser Phase. Am Ende der
Spermiogenese erfolgt in der Reifungsphase eine Volumenreduktion des reifen Spermatozoons auf
etwa 25 % der urspriinglichen Gréfe. Zum einen wird dies iiber die Elimination von Wasser aus
Zellkern und Zytoplasma erreicht, zum andern iiber die Abschniirung grofler Zytoplasmaanteile, als
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so genannte Residualkorper, kurz vor der Spermiation. Die Residualkdrper enthalten RNA,
Organellen und andere Bestandteile, die fiir das Uberleben des Spermiums nach Freisetzung nicht
langer notig sind. Die Phase der Spermiogenese endet, wenn die testikuldren Spermatozoen aus

dem Verband des Keimepithels in das Tubuluslumen abgegeben werden.

1.2.2 Kinetik der Spermatogenese

Die Spermatogenese ist ein zyklischer Prozess, der kontinuierlich in den Samenkanilchen des
Hodens abléduft und sich dadurch grundsitzlich von dem ebenfalls zyklischen Vorgang der
Oogenese des weiblichen Organismus unterscheidet. Die komplexen Vorginge der Teilungen
und Differenzierungen der Keimzellen erfolgen nach genau festgelegten zeitlichen und
rdumlichen Mustern. Zur gleichen Zeit, zu der aus einem Spermatogonium iiber Teilung und
Differenzierungen neue Spermatozoen entstehen, starten andere Spermatogonien in demselben
Areal des Keimepithels mit der Spermatogenese in einer gestaffelten aber zeitlich
kontrollierten Sequenz. Dieser zeitlich synchronisierte Ablauf erfordert eine rdumliche
Verlagerung der Keimzellen von der Basalmembran (Spermatogonien) nach apikal
(elongierende Spermatiden) ins Keimepithel des Samenkanilchens [Schulze & Rheder, 1984].
Durch die zeitliche und rdumliche Synchronisation der verschiedenen Keimzellklone entstehen
im Keimepithel stindig wiederkehrende Muster charakteristischer Keimzellassoziationen, die
als Stadien der Spermatogenese bezeichnet werden. Die Anzahl der Spermatogenesestadien
variiert zwischen den Spezies. Wihrend bei der Laborratte 14 (I-XIV) Stadien unterschieden
werden [Leblond & Clermont, 1952], kann die humane Spermatogenese mit sechs Stadien
beschrieben werden [Clermont, 1963]. In Abbildung 1.4 sind die moglichen Stadien-
spezifischen Zellassoziationen am Beispiel der Ratte in einer Staging map zusammengefasst
dargestellt. Unter dem Zyklus der Spermatogenese versteht man die zeitliche Abfolge bzw. das
Durchlaufen aller Stadien der Spermatogenese, d.h. einer Etage der Staging map. Bei der
Entwicklung und Differenzierung eines einzelnen Spermatogoiums zu einem reifem Spermium
werden mindestens vier spermatogenetische Zyklen (Etagen) durchlaufen (Mensch 4,6
Zyklen). Aus dieser Angabe und der Dauer eines Zyklus (16 Tage beim Menschen, 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 der Staging map der Ratte
[aus Russel er 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 ndchsten Zyklus fortlduft. Die zeitliche
Abfolge aller Stadien wird als Zyklus der
Spermatogenese bezeichnet Ubereinander
Pommw v.ooow ova ovm I % o OXE XM R 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 vollstindiges, hoch differenziertes
Spermatozoon, dem aber noch die Fihigkeit zur gerichteten Fortbewegung (progressive Motilitit)
fehlt und das auch noch nicht befruchtungsfihig ist. Die Morphologie der Spermatozoen variiert
zwischen den bisher untersuchten Spezies sehr stark und ist in zahlreichen Arten noch nicht
charakterisiert. Typischerweise nehmen die Spermien der Sduger im Laufe der Spermiogenese eine
stromlinienformige Form an, die sich aus einem Spermienkopf, Hals, Mittelstiick und Schwanz
zusammensetzt, so dass sie sich im fliissigen Milieu des weiblichen Reproduktionstraktes gut
bewegen konnen. In Abbildung 1.5 ist der schematische Aufbau eines Sdugetier-Spermatozoons
dargestellt. Bei allen Sdugern findet sich dieselbe Struktur des Spermienschwanzes, wobei die
Linge des Axonems und des Mittelstiickes sowie die Dicke der dichten Lidngsfasern variieren
konnen [Fawcett, 1970]. Bei der Form der Spermienkdpfe gibt es artspezfische Unterschiede, die
fiir die jeweiligen Spezies charakteristisch sind [Fawcett, 1970]. Der Spermienkopf der Ratte
beispielsweise erhilt in der Spermiogenese eine hakenférmige Form, wihrend die humanen
Spermien einen spatelformigen Kopf ausbilden. Der Spermatozoenkopf enthilt das kondensierte
genetische Material, das von einer Kernhiille ohne Poren umgeben wird. Zudem entwickeln sich
wihrend der Spermiogenese im Kopfbereich charakteristische Strukturen wie das Akrosom, die
transiente Manschette und das Akroplaxom, auf die hier niher eingegangen werden soll.

Peri-akrosomaler
Raum

— _ Zellmembran
Sub-akrosomaler s, AKrosom
Raum / Wi Kem-Vakuole
AKI0S0Mp| s mamembran ki Zellk
Zellkern Axialfilament Kernmembran —— Zellkern
Zentriol Mitochondrien i
Annulus .
- Equatorial-

., Post—akrosomale{ b

o - . / Region
Yy ~- e

Kopf Hals Mittelstlick Schwanz Endstilick

Segment

Zentriol " Verbindungsstick
™ Mitochondrien

- Langsfasern

Axonema

Abb 1.5: Schematischer Aufbau eines Siugetier-Spermatozoons. links: Unterteilung des Spermiums in Kopf, Hals,
Mittelstiick und Schwanz, rechts: genauere Darstellung der Kopfstrukturen

1.3.1 Akrosom

Ein wichtiges Organell des Spermatozoons ist das Akrosom. Dieses beinhaltet unter anderem die
hydrolytischen Enzyme (Akrosin, Esterasen, saure Proteasen), die spiter fiir eine Spermien-Ei-
Interaktion und fiir die Fertilisation wichtig sind [Barros et al., 1996]. Beim Akrosom handelt es
sich um eine den kranialen Spermatozoenkopf iiberziechende Kappe, deren Ursprung der Golgi-
Apparat der runden Spermatiden ist [Fawcett, 1970, Moreno et al., 2000]. Die Akrosomen-
Biogenese ist ein kontinuierlich fortschreitender Prozess, der den Vesikel-Transport und die
Organellen-Migration umfasst und bis heute noch nicht genau verstanden ist. Die ersten Schritte
der Akrosomen-Formation beginnen in frithen runden Spermatiden wihrend der Golgi-Phase,
indem proakrosomale Golgi-Vesikel sezerniert werden und zum Akrosomenblidschen fusionieren
[Moreno et al., 2000]. Dieses lagert sich kaudal an den Zellkern bzw. das Akroplaxom, welches
dem Zellkern aufliegt an und breitet sich, wahrscheinlich bedingt durch die weitere Anlagerung
von Golgi-Vesikeln, in der Kappenphase bis iiber den Aquator des Zellkerns aus. Wihrend der
fortschreitenden Modifikation und Elongation der Keimzellen in der Akrosom- und Reifungsphase
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verdichtet sich das Akrosom und passt sich der Form des Spermienkopfes an [Russell ef al., 1983;
Moreno & Alvarado, 2006]. Das fertige Akrosom besteht aus zwei Membranen: von auflen nach
innen betrachtet liegt die duBlere akrosomale Membran unter der Plasmamembran und die innere
iiber der Kernmembran des Spermiums. Zwischen den beiden akrosomalen Membranen befindet
sich die akrosomale Matrix. Das Akrosom bedeckt etwa zwei Drittel des Zellkerns und endet im
Equatorial-Segment, an dem die Spermien-Ei-Fusion stattfindet [ Yanagimachi, 1994]. Die kaudale
Region des Kopfes, die nicht von dem Akrosom bedeckt ist, wird post-akrosomale Region genannt,
das dort befindliche Zytoskelett wird als Calyx bezeichnet.

1.3.2 Akroplaxom

Eine weitere wichtige Rolle wihrend der Spermiogenese nimmt das Akroplaxom ein. Hierbei
handelt es sich um eine subakrosomale, F-Aktin/Keratin-haltige Zytoskelett-Struktur, die kranial
auf dem Zellkern aufliegt und durch den Akroplaxom-Schlufliring begrenzt und stabilisiert wird
(sieche Abb. 1.6). Das Akroplaxom hat zunéchst die Funktion, das Akrosom auf dem elongierenden
Spermatiden-Zellkern zu verankern [Kierszenbaum et al, 2003]. Wihrend der Akrosomen-
Biogenese lagern sich die proakrosomalen Golgi-Vesikel auf dem Akroplaxom an, fusionieren zum
Akrosomenblédschen und bilden schlieBlich das Akrosom aus. Die innere Akrosomen-Membran ist
fest mit dem Akroplaxom verbunden, welches wiederum auf der Kernhiille verankert ist (sieche
Abb. 1.6B) [Kierszenbaum et al, 2003]. Akrosom und Akroplaxom entwickeln sich im Verlauf der
Spermiogenese parallel. Das Akroplaxom und vor allem der Akroplaxom-SchluBring iibernehmen
weiterhin eine Funktion bei der Kondensation und Formung des Zellkerns [Kierszenbaum et al.,
2003; Kierszenbaum & Tres, 2004]. Der akroplaxomale Schlussring umspannt den Zellkern und ist
wie das Akroplaxom fest mit der inneren Akrosomenmembran und der Kernhiille verbunden (siehe
Abb. 1.6C). Hierdurch wird zum einen das Akrosom iiber den Zellkern gespannt und in seiner
Position fixiert. Zum anderen reduziert der Ring mit fortschreitender Elongation des Zellkerns
seinen Durchmesser [Kierszenbaum & Tres, 2004], so dass er eine formgebende und
stabilisierende Funktion einnimmt. In elongierten Spermatiden depolymerisiert das F-Aktin des
Akroplaxoms zu G-Aktin [Fouquet & Kann, 1994].

A ‘ Akroplaxom ‘

Sertolizelle Ectoplasmatische

Spezialisierungen
(F-Aktin)

Akrosom

Innere AM

AR RS F-Aktin
s &E“‘!— Keratin

Ectoplasmatische
Spezialisierungen

Akrosom

Kernhiille

Akroplaxom —

Zellkern

C Tubulobulbar;/ B [ o

Akroplaxom-SchluBring Komplex
(Sertolizell-
Spermatiden-Linker)

Akrosom

Residual Body
(Cytoplasma)

Keratin

F-Aktin

Abb 1.6: schematische Darstellung des Akrosoms, Akroplaxoms und der transienten Manschette in einer
erlongierenden Spermatide. [modifiziert nach Kierszenbaum & Tres, 2004] (A) elongierende Spermatide mit den
charakteristischen Strukturen und der transienten Manschette, (B) Struktur des Akroplaxoms, (C) Struktur des Akroplaxom-
SchluBrings, innere AM: innere Akrosomen-Membran, (D) Strukturen eines elongierten Spermatids am Ende nach
Riickbildung der Manschette
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1.3.3 transiente Manschette

Eine weitere charakteristische Struktur der Spermiogenese ist die so genannte Manschette (sieche
Abb. 1.6). Hierbei handelt es sich um eine Mikrotubuli- und Aktin-haltige Zytoskelett-Struktur, die
withrend der Phase der Spermiogenese nur voriibergehend ausgebildet ist und fiir den Transport
von Golgi-Vesikeln und Makromolekiilen zum Akrosom und dem sich entwickelnden Flagellum
verantwortlich ist. Der Transport der Vesikel erfolgt dabei entlang der Mikrotubuli- und F-Aktin-
Filamente mit Hilfe so genannter Vesikel-Motor-Proteine wie Kinesin, Myosin Va, Rab27 und
MyRIP [Kierszenbaum et al., 2003]. Die Entstehung der transienten Manschettenstruktur beginnt
withrend der Kappenphase in Korrelation mit der Akrosomen- und Flagellum-Biogenese sowie der
Kernelongation. Hierzu zieht sich die Mikrotubuli-Matrix, welche die Spermatiden zunichst
komplett umgibt, aus dem kortikalen Bereich zuriick und beginnt sich postakrosomal entlang des
Zellkerns anzuordnen [Moreno & Schatten, 2000]. Die Mikrotubuli ordnen sich schlielich weiter
parallel zur Hauptachse der Spermatiden an und verlaufen vom perinukledren Ring ausgehend,
welcher zur Fixierung der Manschettenstruktur dient, in Richtung des Spermienhalses (siche Abb.
1.6A). Diese Anordnung bleibt nur voriibergehend bestehen und wandert nach erfolgter
Kernkondensation und -elongation wihrend der Reifungsphase in spidten Spermatiden nach kaudal
und wird schlieBlich mit dem Residualkorper abgestoBen (siehe Abb. 1.6D) [MacKinnon et al.,
1973, Moreno & Schatten, 2000]. Neben der Transportfunktion wird fiir die Manschette, ebenso
wie fiir das Akroplaxom, auch eine Funktion bei der Elongation und Formgestaltung des Zellkerns
und des Akrosoms vermutet [Fawcett et al., 1971].

1.4 Der Nebenhoden und seine Funktionen

Der Nebenhoden der Sduger setzt sich aus den Ductuli efferentes und dem Nebenhodengang
(Ductus epididymis) zusammen. Er Idsst sich makromorphologisch in die Abschnitte
Nebenhodenkopf (Caput epididymidis), -korper (Corpus epididymidis) und -schwanz (Cauda
epididymidis) unterteilen (sieche Abb. 1.7). Der Nebenhodenkopf enthilt die 8-20 Ductuli efferentes
und den Anfangsabschnitt des Nebenhodenganges. Die Ductuli efferentes stellen die Verbindung
zum Rete testis dar, liber welche die testikuldren Spermatozoen zusammen mit Sekretprodukten der
Sertolizellen in den Nebenhoden gelangen. Sie vereinigen sich zum Nebenhodengang. Durch den
proximalen Abschnitt (Nebenhodenkorper), der dem Hoden iiberwiegend dorsal angelagert ist,
werden die Spermien mittels peristaltischer Bewegungen der Wand in den Nebenhodenschwanz
transportiert. Dieser weist ein erweitertes Lumen auf und ist der Ort der Spermienspeicherung. Der
Nebenhoden geht in den Samenleiter (Ductus deferens) iiber, welcher mit den ihn begleitenden
GefiBen und Hiillen den Samenstrang bildet.

Die Ductuli efferentes und der Nebenhoden sind allesamt mit einem Epithel ausgekleidet und von
einem  kontraktilen Gewebe, in Caput und Corpus Myofibroblasten (kontraktile
Bindegewebszellen), in der Cauda glatte Muskelzellen umgeben. Die Nebenhodenabschnitte
unterscheiden sich hinsichtlich der Weite des Lumens und der Hohe der auskleidenden
Epithelzellen [Robaire & Hintin, 2002]. Nach distal wird das Epithel niedriger und die Muskulatur
dicker, so dass die Spermien im Lumen des Nebenhodenkopers und -schwanzes durch spontane
rhythmisch-peristaltische ~ Kontraktion transportiert ~werden konnen [Holstein, 1969].
Hauptbestandteil des Nebenhodenepithels sind hochprismatische, stoffwechselaktive so genannte
Prinzipalzellen, die entlang des gesamten Nebenhodenkanals zu finden sind [Robaire & Hermo,
1988]. Thre Ausstattung mit Zellorganellen (u.a. rauhes ER, Golgi-Apparat, Vesikel, Endosomen,
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Lysosomen) und ihr Oberfldchenbesatz variieren regional und sind den jeweiligen Funktionen des
entsprechenden Nebenhodenbereiches angepasst [Robaire & Hermo, 1988]. In den Ductuli
efferentes sind sie apikal mit Mikrovilli und Kinozilien (Zilien aus Mikrotubuli) besetzt, wihrend
weiter distal im Nebenhoden nur noch Stereozilien, lange Mikrovilli aus Aktin-Filamenten,
vorzufinden sind [Robaire & Hinton, 2002]. In Abbildung 1.7 B+C sind exemplarisch das
Nebenhodenepithel des Cauda epididymidis sowie eine Prinzipalzelle mit Stereozilien dargestellt.

\

SR Stereozilien—| 1111/l
SRS 2 A\ J apikales Aktin- l

:'h. Zytoskelett

b o\
Prinzipalzelle —¢ 73 tight junctio
@‘ adherens junctior—t=
Bl & c

Muskelzellen Epithel Stereozilien  Spermien
(Prinzipalzellen)

Abb.1.7: Das humane Nebenhodenepithel. (A) mikroskopische Darstellung des Nebenhodenepithels des humanen Cauda
epididymidis (Quelle: http://www.wisc.edu/ansci_repro/lec/lec4/malehist.html); (B) schematische Darstellung einer
Prinzipalzelle mit Stereozilien [modifiziert nach Kierszenbaum, 2003]; (C) schematische Darstellung der tight junctions,
adherens junctions und des apikale Aktin-Zytoskeletts im resorptiven Nebenhodenepithel

Die Funktionen des Nebenhodens sind vielfiltig. Sie umfassen die Konzentration der testikuldren
Spermien-Fliissigkeit durch Resorption, die Bereitstellung eines passenden biologischen Milieus
durch Sekretion, die post-testikuldre Reifung der Spermien sowie den Schutz und die Lagerung der
reifen Spermatozoen. An diesen Prozessen ist das epididymale Medium mitsamt dem Epithel
aktiv beteiligt. Dabei kommt dem Epithel nicht nur eine Funktion als physiologische Barriere,
sondern auch als spezialisiertes Transport-System zu. So spielen z.B. die Prinzipalzellen sowohl
eine Rolle bei der Endozytose von extrazelluliren Molekiilen, als auch bei der Exozytose von
sekretorischen Produkten. Durch die Resorption und Sekretion des Nebenhoden-Epithels wird ein
spezifisches luminales Milieu fiir die Reifung und Speicherung der Spermatozoen geschaffen
[Turner, 1995; Robaire & Hintin, 2002]. Untersuchungen haben gezeigt, dass es wihrend der
Passage der Spermien durch den Nebenhoden durch Wechselwirkung mit den Epithelzellen des
Nebenhodenganges und ihren sezernierten Produkte zu einer Reihe biochemischer Verdnderungen
insbesondere der Spermienoberfliche kommt [Cooper, 1995; Robaire & Hermo, 1988; Jervis &
Robaire, 2001]. Dabei werden bestehende Membrankomponenten modifiziert und umgeordnet,
neue Komponenten in die Membran integriert oder assoziiert, andere werden entfernt oder gehen
verloren [Jones, 1989; Amann et al., 1993].

Durch die resorptive Funktion des Nebenhodenepithels wird der regulierte Transfer von lonen,
Wasser und kleinen organischen Molekiilen aus dem Lumen in das Interstitium vermittelt. Dies
geschieht sowohl parazelluldr als auch transzellulédr vor allem in den Ductuli efferentes, wo bis zu
90 % der Fliissigkeit resorbiert werden [Clulow et al., 1998, Hess, 2000]. Der parazelluldre
Transfer erfolgt passiv und bidirektional durch Zellzwischenrdume im Epithel und wird durch
elektrische oder chemische Gradienten angetrieben. Reguliert wird der parazellulidre Transfer durch
Verbindungen zwischen den Epithelzellen, den so genannten epithelialen Schlussleisten (tight
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junctions), die aus verschiedenen Transmembranproteinen wie z.B. Occludine und Claudine
gebildet werden, die die Permeabilitit und Selektivitidt der Zellzwischenrdume bestimmen (sieche
Abb. 1.7C). Der transzelluldre Transfer erfolgt hauptséchlich durch die nicht mit (Kino-) Zilien
bestandenen Prinzipalzellen der Ductuli. In der apikalen Doméne dieser Zellen finden sich
Ionenkanéle, Aquaporine, Transportproteine und Adaptor-Molekiile, die den regulierten Transfer
von Ionen, Wasser und Molekiilen vermitteln. Durch die Resorption der Luminalfliissigkeit werden
die Spermatozoen pro Volumeneinheit konzentriert und so die intraluminale Spermiendichte
erhoht. Zudem triagt die Resorption zur Gestaltung des speziellen biologischen Milieus fiir die
Spermienreifung bei [Clulow et al, 1998]. Eine erhohte Fliissigkeitsresorption kann zu einer
groBBeren Viskositdt der luminalen Spermienfliissigkeit und dadurch zu einem Spermienstau und
dem Verschluss der Ductuli efferentes fithren; eine inhibierte Resorption hingegen bewirkt eine
Verdiinnung der luminalen Fliissigkeit und eine Dehnung der Ductuli efferentes. Beides bewirkt
letztlich einen Fliissigkeitsriickstau in den Hoden und fiithrt zu Infertilitit [Hess, 2003]. Eine
regulierte Fliissigkeitsresorption ist unabdingbar, um einen ungestdrten Spermientransport sowie
die post-testikulidre Reifung und Speicherung der Spermien und die Fertilitit zu gewihrleisten. Ein
bekanntes Beispiel fiir einen Infertilitits-Phidnotyp aufgrund einer gestorten Fliissigkeitsresorption
in den Ductuli ist die Ostrogen-Rezeptor-Knockout (ERKO)-Maus [Hess et al,. 1997].

In verschiedenen Studien konnten bisher sowohl hormonelle [Hess, 2003; Orgebin-Christ & Jahad,
1979] als auch parakrine Faktoren [Winer & Wolgemuth, 1995] fiir die Regulation der
Fliissigkeitsreabsorption ausgemacht werden. So scheint z.B. die Resorption von Wasser in den
Ductuli efferentes Ostrogen-abhiingig reguliert zu sein [Hess, 2003], wihrend die Sezernierung von
Komponenten, die die Spermien fertilisationsfahig machen, androgenabhinig ist [Orgebin-Christ &
Jahad, 1979]. Die lokale akute Regulation der Fliissigkeitsresorption erfolgt vermutlich durch die
luminale Na*-Konzentration sowie die Flussrate und extrazelluldires cAMP [Man et al., 2003]. Zur
niheren funktionellen Untersuchung der molekularen Vorgéinge im humanen Nebenhoden, fiihrten
Kirchhoff et al. (1990) ein differentielles Screening einer humanen Nebenhoden cDNA-Bank
durch. Die Suche nach Nebenhoden-spezifisch exprimierten Genprodukten fiihrte zur
Identifizierung eines heptahelikalen Transmembran-Rezeptors (HE6/GPR64) [Osterhoff et al.,
1997; Obermann et al., 2003], der eine Rolle bei der lokalen Regulation des transepithelialen
Fliissigkeitstransports in den Ductuli efferentes spielt [Davies et al., 2004].

1.5 Der heptahelikale HE6-Rezeptor/GPR64 im Nebenhoden

1.5.1 HE6:ein Mitglied der B2-Familie der G-Protein-gekoppelten Rezeptoren

Das humane HEG6-Protein (human epididymal protein 6), von dem HUGO Gen-Nomenklatur-
Kommitee als GPR64 bezeichnet, wird aufgrund seiner Primérstruktur in die B2-Familie der G-
Protein-gekoppelten Rezeptoren (GPCRs) mit langem N-Terminus, den so genannten LNB-TM7-
Rezeptoren, eingeordnet [Harmar, 2001; Stacey et al., 2000; Osterhoff et al., 1997; Obermann et
al., 2003]. Mitglieder dieser GPCR-Subfamilie zeichnen sich durch zwei charakteristische
Strukturen aus: 1) sieben hydrophoben a-Helices, die so genannte Siebentransmembran-Doméne
(TM7), die den Rezeptor in der Plasmamembran verankern und durch jeweils drei alternierende
extrazelluldre und intrazellulare Peptidschleifen miteinander verbunden sind, und 2) eine lange und
komplexe extrazelluldre hydrophile N-terminale Doméne [Stacey et al., 2000]. Die TM7-Doméne
und der intrazellulire C-Terminus bilden das Endoprotein, die lange N-terminale Doméne das
Ectoprotein. In Abbildung 1.8 ist die Struktur des HE6-Rezeptors schematisch dargestellt.
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Abb. 1.8: Schematische Darstellung des heptahelikalen HE6-Rezeptors (GPR64) der LNB-7TM-Familie [modifiziert
nach Kirchhoff et al., 2005]. GPS: G-Protein-gekoppelte Rezeptor Proteolyse-Stelle, 7TM: siebentransmembran Domine,
STP-Region: Serin/Threonin/Prolin-reiche Region (Glykolysierungsstellen), 3ICL: dritter intrazelluldrer Loop
Klassischerweise operieren Familie B-GPCRs als Signaltransduktions-Molekiile, indem sie
intrazellulidre G-Proteine als Antwort auf extrazelluldre Ligandenbindung aktivieren. Die Liganden-
Bindung erfolgt bei den Familie B-Rezeptoren iiber die ausgeprigte N-terminale Ectodomiine,
wobei zusitzliche Wechselwirkungen mit den extrazelluldren Schleifen eingegangen werden. Die
N-Termini der meisten LNB-TM7-Rezeptoren sind modular organisiert und konnen aus
verschiedenen strukturellen Doménen, die vor allem an Zelladhdsions-Prozessen mit
extrazelluldiren Komponenten und / oder Zell-Zell-Interaktionen beteiligt sind, zusammengesetzt
sein [Fredriksson et al., 2002; Bjarnadottir et al., 2004]. Der HE6-N-Terminus weist jedoch keine
strukturellen Doménen auf.

Das HE6-Endoprotein ist hoch konserviert (95 % Homologie zwischen Mensch und Nagern) und
Kennzeichen der G-Protein-gekoppelten Rezeptoren. Die dritte intrazellulidre Schleife der GPCRs
und zumindest bei einigen Rezeptoren auch der proximale Teil des C-Terminus sind selektiv an der
G-Protein-Ankopplung und somit an der Aktivierung vieler verschiedener Effektormolekiile und /
oder lonenkanile beteiligt [Strader et al., 1994; Wess, 1998]. Untersuchungen mit chimiren
adrenergen und muscarinen GPCRs haben gezeigt, dass die dritte intrazelluldre Schleife eine
Schliisselrolle  beziiglich der Kopplungsspezifitit unter den diversen o-Untereinheiten
heterotrimérer G-Proteine spielt [Kobilka, 1992; Savarese & Fraser, 1992]. Neben der G-Protein-
Kopplung kann zusitzlich eine Interaktion der intrazelluldren Bereiche der GPCRs mit
zytoplasmatischen Scaffolding-Proteine erfolgen, welche dann wiederum den Rezeptor mit einer
Vielzahl Signal-Zwischenstufen und intrazelluldren Effektoren verlinken und zusétzliche
Signalkaskaden triggern konnen [Hall & Lefkowitz, 2002]. Der intrazellulire C-Terminus spielt
weiterhin eine Rolle bei der Desensibilisierung der GPCRs, welche durch Phosphorylierung des C-
Terminus durch eine G-Protein-gekoppelte Rezeptor-Kinase moduliert wird [Kierszenbaum, 2003].
Die intrazelluldren Bereiche des HE6-Endoproteins, vor allem aber die dritte intrazellulidre Schleife
und der C-Terminus erscheinen somit als wichtige Bereiche fiir Protein-Protein-Interaktionen und
die Weiterleitung der Signaltransduktion. Fiir viele LNB-TM7-Rezeptoren 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 in situ Hybridisierungen bei Mensch und Nagern [Osterhoff
et al., 1997; Obermann et al., 2003] sowie Mikroarray-Analysen von humanen Geweben und
Organen [Gottwald et a.l, 2006] zeigten eine hoch-spezifische Expression des HE6-Transkripts im
Nebenhoden, vor allem im Epithel der Ductuli efferentes und des proximalen Ductus epididymidis.
Durch Western-Blot-Analysen und immunohistochemische Untersuchungen mit spezifischen HE6-
Antikorpern konnte dies Expressionsmuster auch auf Proteinebene bestitigt werden und eine
subzellulidre Lokalisation des HE6-Proteins im apikalen, adluminalen Epithelbereich, vor allem in
den Stereozilien, jedoch nicht in den Kinozilien, gezeigt werden [Obermann et al., 2003]. Zur
Analyse der genauen subzelluldren Lokalisation des HE6-Rezeptors im Epithel des Nebenhodens
wurden  weiterhin ~ Laser-konfokale = Immunfluoreszenz-Untersuchungen = mit  einem
monospezifischen polyklonalen Antikorper (mA23) gegen die TM7-Domine des murinen HE6 auf
perfusionsfixierten Maus-Nebenhodengeweben durchgefiihrt (Kirchhoff, submitted). In Abbildung

1.9 ist exemplarisch eine kleine Auswahl der konfokalen Immunfluoreszenzbilder gezeigt
Epithel Lumen

Anti-HE6

Abb. 1.9: Konfokale Immunofluoreszenz-Analyse der
zelluldiren HE6-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 keine Co-
Lokalisation mit den Mikrotubuli-Kinozilien, (C + D)
HEG6- (griin) und Aktin (rot)-Markierung; HEG6 ist apikal
in den Epithelzellen lokalisiert und zeigt eine Co-
Lokalisation (gelb) mit den Aktin-haltigen Mikrovilli.

Co-Lokalisation

Doppelmarkierungen mit HE6-Antikorper und Tubulin-Antikorper, der die langen Mirotubuli-
haltigen Kinozilien markiert (Abb. 1.9 A+B), ergaben eine strikt apikale Verteilung des HE6-
Proteins, die eindeutig auf die Epithelzellen ohne bewegliche Zilien (Kinozilien) beschrinkt ist.
Die durch den Tubulin-Antikorper (rot) markierten Kinozilien auf den Zilien-tragenden Zellen
enthielten eindeutig kein Rezeptor-Protein; auch die iibrigen Bereiche dieser Zellen waren negativ.
Die maximale HE6-Markierung konnte apikal in den Prinzipalzellen, d. h. den mit Mikrovilli
besetzten Epithelzellen, detektiert werden. Die basolaterale Domine des Epithels sowie die
unterhalb des Epithels gelegene Muskelschicht zeigte kaum HE6-Markierung. Durch
Doppelmarkierungen mit dem HE6- und einem Aktin-Antikdrper (Abb. 1.9 C + D) konnte eine Co-
Lokalisation des HE6-Rezeptors mit dem apikalen Aktin-Zytoskelett der nicht-Zilien-tragenden
Epithelzellen (Prinzipalzellen) gezeigt werden, so dass eine Lokalisation des HE6-Rezeptors in den
Aktin-haltigen Stereozilien angenommen werden kann. Die Lokalisation des Epididymis-
spezifischen HE6-Rezeptors ist nach diesen Ergebnissen apikal auf die Prinzipalzellen (Mikrovilli)
in den Ductuli efferentes und des proximalen Teils des Ductus epididymidis begrenzt. In diesem

Bereich enthilt das Epithel eine Vielzahl an Ionenkandlen und Transportern und ist fiir die
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Resorption von bis zu 90 % der luminalen Fliissigkeit verantwortlich [Clulow et al, 1998]. Diese
Lokalisation konnte fiir eine Funktion des HEG6-Rezeptors bei der lokalen Kontrolle des
transepithelialen Fliissigkeitstransports sprechen. Die enge rdumliche Assoziation mit dem apikalen
Aktin-Zytoskelett erscheint zudem von funktioneller Bedeutung zu sein, weil in vielen Zelltypen
die Reorganisation des Aktin-Zytokeletts durch GPCR-gesteuerte Signaltransduktions-Kaskaden
reguliert wird [Apodaca, 2001; Laroche et al., 2005] bzw. weil die GPCRs mit zytoplasmatischen
Scaffolding-Proteine interagieren konnen, welche dann wiederum den Rezeptor mit einer Vielzahl
Signal-Zwischenstufen und intrazelluldren Effektoren verlinken [Hall & Lefkowitz, 2002]. In
resorptiven Epithelien spielt das Aktin-Zytoskelett eine wichtige Rolle beim Auf- und Umbau von
Verbindungen zwischen den Epithelzellen und fiir die Gestalt und Funktion der apikalen Mikrovilli

und tight junctions und ist so an der Regulation des transepithelialen Fliissigkeitstransfer beteiligt.

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

Fiir viele G-Protein gekoppelte Rezeptoren der LNB-TM7-Subfamilie ist weder ihre Funktion noch
der endogene Bindungspartner bekannt. So ist eine G-Protein-Kopplung bisher nicht eindeutig
nachgewiesen und es sind kaum intrazellulire Bindungspartner bekannt. Aus diesen Griinden
werden die LNB-TM7-Rezeptoren auch als Orphan-Rezeptoren bezeichnet. CD 97 ist der einzige
Rezeptor der B2-Familie, dessen Liganden identifiziert wurden [Hamann et al., 1996] und lediglich
fiir den a-Latrotoxin-Rezeptor CL1 wird aufgrund einer Co-Sedimentation mit Ga, eine G-Protein-
Kopplung vermutet [Lelianova et al., 1997]. Intrazelluldre Interaktionspartner konnten durch Y2H-
Studien fiir die BAI-Rezeptoren ermittelt werden [Shiratsuchi et al., 1998 a+b; Oda et al., 1999].
Um Hinweise auf die Funktion des HE6-Rezeptors im Nebenhoden zu erlangen wurde von Davies
et al. (2004) eine HE6-Knockout-Maus konstruiert. Der konstitutive Knockout des HEG6-
Endoproteins, durch den eine mdogliche Signaltransduktion des HE6-Rezeptors unterbunden wird,
fithrte zur Subfertilitit und schlieBlich zur Infertilitit der minnlichen Tiere, wobei der Phénotyp
mit zunehmendem Alter der Tiere immer deutlicher wurde. Homozygote weibliche Tiere zeigten
dagegen keinen Phénotyp. Die minnlichen KO-Tiere hatten keine oder nur wenige missgebildete
Spermien im Nebenhoden, grole Spermienansammlungen in den Ductuli efferentes sowie ein stark
erweitertes Rete testis und teilweise atrophierte Tubuli seminiferi. Dieser Phinotyp ist auf eine
Dysregulation der transepithelialen Fliissigkeitsresorption in den Ductuli efferentes
zuriickzufiihren. Es wird vermutet, dass die gezielte Mutation des HE6-Rezeptors eine gesteigerte
Flissigkeitsresorption zur Folge hat, die zu einer iiberméBigen Konzentrierung und erhohten
Viskositdt der luminalen Spermienfliissigkeit fiihrt. Hierdurch kommt es zu einer Stauung der
Spermienfliissigkeit und somit zu einer teilweisen Obstruktion der Ductuli efferentes, die zu einem
Fliissigkeitsriickstau in das Rete testis und den Hoden fiihrt und letztendlich sogar testikuldre
Atrophie hervorrufen kann.

Durch die HE6-KO-Maus konnte eine zentrale Bedeutung des HE6-Rezeptors fiir die Regulation
des transepithelialen Fliissigkeitstransportes in den Ductuli efferentes und dem proximalen Teil des
Ductus epididymis und somit fiir die ménnliche Fertilitit gezeigt werden [Davies et al., 2004].
Jedoch sind die molekularen Vorginge dieses Prozesses bis heute nicht aufgeklédrt. Moglicherweise
konnte HE6 durch Regulation die Funktion der resorptiven Mikrovilli sowie die Permeabilitét der
epithelialen Barriere (tight junctions) steuern. Fiir den HE6-Rezeptor sind weder Liganden oder
Agonisten/Antagonisten, noch eine Signaltransduktion bekannt. Bei dem HE6-Rezeptor handelt es
sich also im wahrsten Sinne des Wortes um einen Orphan-Rezeptor mit unbekannter Wirkweise.
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1.6 Bedeutung des Aktin-Zytoskeletts und der Profiline im Genitaltrakt

Die kontrollierte Formveridnderung ist eine der wichtigsten Funktionen lebender Zellen und eines
der zentralen Themen der Zellbiologie. Ihr liegt letztendlich stets der gleiche molekulare
Mechanismus zugrunde, nimlich ein regulierter, zyklischer Ubergang zwischen monomerem G-
Aktin und filamentosem F-Aktin. Die miénnlichen Keimzellen erfahren wihrend ihrer
Differenzierung, von runden Spermatiden zu lang gestreckten Spermien, eine dramatische
morphologische Formverdnderung, die fiir die Befruchtungsfihigkeit von grundlegender
Bedeutung ist. Fiir diesen Differenzierungsprozess spielt die regulierte Umstrukturierung des
Aktin-Zytoskeletts eine entscheidende Rolle [Vogl, 1989]. So bilden sich im Verlauf der
Spermiogenese in spezifischen Stadien und in spezifischen Regionen der médnnlichen Keimzellen
und der Sertolizellen charakteristische Zytoskelett-Strukturen aus, die fiir die morphologische
Gestaltung der Spermien, die Akrosomen-Biogenese, den Vesikel- und Proteintransport, sowie die
Spermienfunktionen essentiell sind [Fouquet & Kann, 1994; Kierszenbaum et al., 2003;
Kierszenbaum & Tres, 2004 ]. Beispiele typischer Zytoskelett-Strukturen sind das subakrosomale
F-Aktin/Keratin-haltige Akroplaxom, sowie die postakrosomale F-Aktin-/Mikrotubuli-haltige
Manschetten-Struktur, welche beide eine Funktion bei der Elongation und Formgestaltung des
Zellkerns und des Akrosoms haben. Des Weiteren dienen spezielle F-Aktin-haltige Strukturen der
Sertolizellen, die so genannten ektoplasmatischen Spezialisierungen, der Ausrichtung und
Orientierung der Keimzellen im Epithel. In resorptiven Epithelien wie dem Nebenhodenepithel ist
das Aktin-Zytoskelett maB3geblich an der Regulation des trans- und parazelluldren Fliissigkeits-
transportes beteiligt, in dem es am Auf- und Umbau von Verbindungen zwischen den Epithelzellen
beteiligt ist und fiir die Gestalt und Funktion der apikalen Mikrovilli/Stereozilien eine essentielle
Rolle spielt [Hirokawa et al., 1982; Hofer & Drenckhahn, 1996]. Auch bei der physiologischen
Regulation der epithelialen Schlussleiste, mit dessen Proteinen es iiber eine Briicke von Adapter-
molekiilen verbunden ist, ist das Aktin-Zytoskelett maB3geblich beteiligt [Madara et al., 1986;
Madara, 1987, Wittchen et al., 1999]. Das Aktin-Zytoskelett hat ferner eine Funktion bei
Membran-Umgestaltungen und intrazelluldrer Signaltransduktion, wéhrend der post-testikulidren
Reifung der Spermien im Nebenhoden [Lin er al., 2002], sowie bei der Kapazitation und
Akrosomen-Reaktion im weiblichen Genitaltrakt [Breitbart et al., 2005; Liu et al., 1999].

Die Dynamik und Flexibilitit des Aktin-Zytoskeletts entsteht zum einen durch das
Polymerisationsvermogen der Aktinmonomere, zum anderen durch die regulatorischen Einfliisse
einer Vielzahl Aktin-bindender Proteine. Diese beeinflussen unter anderem die Stabilitit, die Lage,
den Verzweigungsgrad, die Vernetzung und die Membran-Assoziation der Aktin-Filamente [de la
Heras et al., 1997; Hurst et al., 1998; Lecuyer et al., 2000; Heid et al., 2002]. Eine Gruppe dieser
vielen Aktin-regulatorischen Proteine sind die Profiline.

1.6.1 Die Profilin-Isoformen im Hoden der Siuger

Profiline sind kleine Aktin-bindende Proteine, die fiir die Zellformung und Polaritit in jedem
bisher untersuchten Zelltyp essentiell sind [Witke, 2004]. Profilin wurde erstmals 1977 von
Carlsson et al. als G-Aktin-bindendes Protein beschrieben, das die Dynamik des Mikrofilament-
systems entscheidend beeinflusst. Das circa 14 kDa gro3e Protein wurde seit dem in allen bisher
untersuchten Eukaryonten wie Protozoen, [Reichstein et al., 1979], Echinodermaten [Tilney et al.,
1983], Insekten [Cooley et al., 1992], Pflanzen [Valenta ef al., 1991], und Sdugern [Kwiatkowski
et a.l, 1988] nachgewiesen und gilt als ubiquitér exprimiertes und hochkonserviertes Protein. Sogar
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virale Profiline wurden nachgewiesen [Blasco et al., 1991]. Die essentielle Bedeutung in tierischen,
mehrzelligen Organismen wurde durch die Generierung von Profilin-defizienten Miusen bewiesen,
deren homozygote Embryonen bereits im 2-4-Zellstadium sterben [Witke et al., 2001].

Die meisten Spezies besitzen unterschiedliche Profilin-Isoformen mit distinkter Gewebeverteilung
und/oder differenten Bindungscharakteristika [Kaiser et al., 1986; Binette et al., 1990; Haugwitz et
al, 1991; Staiger et al., 1993; Honore ef al., 1993; Lambrechts et al., 1995]. Beim Siduger waren bis
vor kurzem vier Profilin-Isoformen (PFN I, Ila, IIb und III) bekannt, die von drei Profilin-Genen
kodiert werden. Die einzelnen Profilin-Isoformen sind, mit Ausnahme des ubiquitir exprimierten
Profilin I, in distinkten Geweben exprimiert. So ist Profilin Ila hauptsdchlich im Gehirn lokalisiert
[Witke er al., 1998 + 2001] und Profilin IIb bislang nur in einigen Geweben nachgewiesen
[Lambrechts et al., 2000]. Bei Profilin III handelt es sich um eine Testis-spezifische Isoform, die in
den Keimzellen lokalisiert ist [Hu et al., 2001; Braun et al., 2002; Obermann et al., 2005]. Im Zuge
eines Yeast Two-Hybrid Screen mit dem HE6-C-Terminus als Bait konnte in unserer Arbeitsgruppe
ein weiteres, hoch konserviertes Profilin-dhnliches Protein, das Profilin IV, identifiziert werden.
Dieses wurde von Obermann et al. (2005) kloniert und n#her charakterisiert. Hierbei zeigte sich,
dass der Hauptexpressionsort in allen untersuchten Spezies (Mensch, Ratte und Maus) der adulte
Hoden ist, und dass das Protein ebenso wie Profilin III in den Keimzellen lokalisiert ist. Im
Vergleich zu somatischen Geweben weist der Hoden der Sdugetiere, einschlielich des Menschen,

somit ein ungewohnlich komplexes Muster der Profilin-Expression auf.

1.6.2 Struktur und Funktion der Profiline

Trotz geringer Aminosiduresequenz-Homologien sind Struktur und Funktion der Profiline, auch aus
unterschiedlichen Spezies, stark konserviert und nahezu identisch [Fedorov et al., 1994; Rothkegel
et al., 1996; Schutt et al, 1993; Polet et al, 2006]. Die Struktur wird durch eine kompakt gefaltete
Polypeptidkette mit einer zentralen Domine aus fiinf bis sieben antiparallelen B-Faltblittern
gebildet, welche auf der einen Seite von zwei terminalen o-Helices und auf der gegeniiberliegenden
Seite Spezies-abhidngig von zwei weiteren a-Helices oder B-Faltblittern flankiert ist. Die Struktur
der Sduger-Profiline ist schematisch in Abbildung 1.11 dargestellt.

Abb. 1.11: Schematische Darstellung der Profilin-
Tertidrstruktur mit Bindungsregionen von Aktin, PIP, und
Poly-Prolin-Liganden [modifiziert nach Schliiter er al., 1997].
Die Bindungsregionen von Aktin (blau) und PIP2 (rot)
iberlappen, wihrend die Bindungsregion fiir Poly-Prolin-reiche
Proteine (griin) auf der gegeniiberliegenden Seite des Molekiils
lokalisiert ist. Die Interaktion von Profilin mit Poly-Prolin hat
keinen Einfluss auf die Wechselwirkung mit Aktin oder PIP,,
wihrend sich die Bindung von Aktin und PIP, gegenseitig
ausschlieflen.

Poly-Prolin-Liganden

Fiir die Profiline sind bisher eine Vielzahl an Liganden identifiziert, deren Liste stetig wéchst.
Jedoch zeichnen sich Profiline biochemisch durch drei charakteristische Eigenschaften aus: sie
binden fast alle an G-Aktin [Carlsson et al., 1977], interagieren mit Phosphatidyl-inositol-4,5-
bisphosphat (PIP2) [Lassing & Lindberg, 1985] und wechselwirken mit Poly-L-Prolin bzw. mit
Proteinen, die Poly-Prolin-Motive enthalten [Kaiser et al., 1989]. Durch die Wechselwirkung mit
G-Aktin haben die Profiline einen entscheidenden Einfluss auf die Dynamik der Aktin-
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Polymerisation. Die Interaktion mit PIP2 und Poly-Prolin-Liganden, wie VASP oder p140mDia,
bindet Profilin in zahlreiche Signaltransduktions-Kaskaden ein, die zur Reorganisation des Mikro-
filamentsystems fiihren [Witke, 2004]. Jedoch gibt es quantitative Unterschiede in der Affinitit zu
den Profilin-Liganden [Schliiter et al., 1999]. Prinzipiell hat Profilin I eine hohere Affinitét fiir
Aktin, wihrend Profilin Ila stirker an Poly-Prolin bindet [Wittenmayer et al., 2000; Gieselmann et
al., 1995]. Maus Profilin IIb, fiir das eine Assoziation mit Mikrotubuli beschrieben wurde, bindet
nicht mehr G-Aktin, und die Interaktion mit Poly-Prolin-Liganden ist stark geschwicht [Di Nardo
et al., 2000]. Jedoch interagiert humanes Profilin IIb mit G-Aktin und die Wechselwirkung mit
Poly-Prolin-Liganden ist nicht beeinflusst [Wittenmayer et al., 2000]. Fiir die Testis-exprimierten
Profiline ist das charakteristische Bindungsverhalten gegeniiber Aktin, Poly-Prolin und PIP, kaum
untersucht. Lediglich fiir das murine Profilin III wurde bisher eine Interaktion mit Aktin und Poly-

Prolin gezeigt, jedoch nicht quantifiziert [Hu et al., 2001]. Fiir 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 rdumlich und zeitlich koordiniert auf-
und abgebaut wird. Grundlage ist die reversible Polymerisierung der globuldren Aktin-Molekiile zu
linearen Filamenten. Dieser Prozess ist abhingig von dem Nukleotid ATP und zweiwertigen lonen,
insbesondere den Magnesium (Mg2+)— oder Kalzium (Ca*")-Ionen. Das Aktin-Molekiil besteht aus
vier Untereinheiten, die in zwei Doménen unterteilt sind. Zwischen den Dominen befindet sich
eine tiefe Furche, in der sich ein ATP zusammen mit den Ionen anlagert [Kabsch et al., 1990].
Dieses Monomer kann mit weiteren Aktinmolekiilen polymerisieren und so Filamente ausbilden.
Jedes Aktin-Filament besitzt ein so genanntes (+)-Ende und ein (-)-Ende. ATP-Aktin bindet
bevorzugt am (+)-Ende, so dass das Filament an diesem Ende wichst. Verbunden mit der
Polymerisation ist die Dephosphorylierung des Aktin-gebundenen ATP zu ADP [Carlier, 1991].
Durch die Hydrolyse des ATP vermindert sich die Affinitit des ADP-Aktin-Molekiils zum F-Aktin
und es dissoziiert vom (-)-Ende ab. AnschlieBend wird aufgrund der hoheren Konzentration an
ATP im Vergleich zu ADP innerhalb der Zelle das ADP am Molekiil gegen ATP ausgetauscht. Das
Monomer steht nun wieder fiir die Assoziation an das Filament bereit. So kommt es zu einem
stetigen Fluss an Aktin-Molekiilen durch das Filament, dem sog. ,.treadmilling*“-Effekt [Pollard &
Borisy, 2003]. Begrenzender Faktor dieses Prozesses ist die Verfiigbarkeit von G-Aktin.

Profilin bindet an globulédres Aktin stochiometrisch in einem 1:1-Verhiltnis und zeigt in vitro eine
polymersiationsfordernde Funktion (siehe Abb. 1.12). Es ist in der Lage den Nukleotid- und
Kationen-Austausch am G-Aktin zu erhohen, wodurch die Austauschrate etwa um den Faktor 140
gesteigert wird [Selden et al., 1999]. Gleichzeitig inhibiert Profilin die ATPase-Aktivitit von Aktin
[Tobacman & Korn, 1982]. Neben ATP wird auch Magnesium komplexiert. Die Ionen bewirken
eine Konformationsianderung des G-Aktin [Otterbein et al., 2001]. Hierdurch wird polymerisations-
kompetentes Mg**-ATP-Aktin in Form von Profilaktin, dem Komplex aus Profilin mit ATP-G-
Aktin und Magnesium, zur Verfiigung gestellt. Dieses Profilaktin zeigt im Vergleich zu
monomerem G-Aktin eine hohere Affinitdt zu F-Aktin, wodurch die Polymerisierung zu F-Aktin
beschleunigt wird [Pantaloni & Carlier, 1993]. Die Profilin-Aktin-Komplexe werden direkt an die
(+)-Enden von Aktin-Filamenten addiert, mit anschlieBender Dissoziation des Profilins vom
Filament [Pollar & Cooper, 1984; Pring et al., 1992; Tilney et al., 1983]. Die Bildung und
polymerisationsfordernde Wirkung des Profilaktins wurde erstmal von Tilney et al. (1983) fiir das
Spermien-Profilin des Seeigels beobachtet, wo es an der Ausbildung des so genannten akrosomalen
Fadens wihrend der Akrosomen-Reaktion beteiligt ist.
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Abb. 1.12: Schematische Darstellung der Aktin-Polymerisierung mit Beteiligung von Profilin [modifiziert nach Holt &
Koffer, 2001] Profilin (PFN) fordert den Nukleotid-Austausch (ADP zu ATP) am G-Aktin-Molekiil (blaue Boxen). Der
Komplex aus ATP-G-Aktin, Magnesium (Mg2+) und Profilin (Profilaktin) assoziiert an das (+)-Ende der Aktin-Filamente.
Profilin 16st sich darauffolgend vom Aktin. Im Filament bewirkt die ATPase-Aktivitdt des Aktins die Hydrolyse von ATP. Am
(-)-Ende dissoziieren die ADP-Aktin-Molekiile ab.

Die Bindung von Aktin an Profilin wird durch die Helix drei, die B-Faltblattstriange 4, 5, 6 und den
N-terminalen Bereich der Helix vier des Profilins (vergl. Abb. 1.11) an die Subdominen eins und
drei des Aktins vermittelt [Schutt ef al., 1993]. Dabei spielen unter anderem die hochkonservierten
C-terminalen Aminosduren Ile73, His119, Glyl21 und Asnl24 des Profilin-Molekiils eine
essentielle Rolle.

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

Mit der Identifikation des vasodilator stimulated phosphoprotein (VASP) als erstem Poly-Prolin-
Ligand des Profilins erhielt die Poly-Prolin-Bindung erstmals eine biologische Bedeutung
[Reinhard ef al., 1995]. In der Zwischenzeit sind zahlreiche Poly-Prolin-Liganden charakterisiert
worden, die zum grofen Teil Mitglieder von Signaltransduktions-Kaskaden sind. Die Bedeutung
dieser Proteine wird in der Vermittlung von Protein-Protein-Interaktionen gesehen, iiberwiegend
zwischen Mikrofilament-assoziierten und/oder Proteinen, die in die Signalketten eingebunden sind
[Holt & Koffer, 2001]. Dementsprechend sind die meisten dieser Polypeptide direkt oder indirekt
mit der Membran assoziiert. Von besonderer Bedeutung in Bezug auf die subzellulidre
Aktindynamik an der Membran sind die Ena/VASP- und die FH (formin homolgy)-Proteine.

Die Interaktion zwischen VASP und Profilinen ist bisher am besten dokumentiert [Reinhard et al.,
1995; Gertler et al., 1996]. VASP enthélt neben zwei EVH (Ena-VASP-homology)-Dominen eine
zentrale Prolin-reiche Region (GPPPPP, sog. GP5-Motiv), welche die Interaktion mit dem C-
Terminus der Profiline vermittelt [Lambrechts et al., 1997; Kang et al., 1997]. Thm wird eine
Adapter-Funktion zugeschrieben, indem es gleichzeitig an Profilin als auch iiber die EVHI-
Domine an weitere Mikrofilament-Proteine bindet. So spielt VASP eine wichtige Rolle bei der
Regulierung der Zytoskelett-Dynamik, indem es die Aktin-Filamentierung durch die Rekrutierung
von Profilaktin an Orte mit hoher Aktin-Dynamik und die Bildung von Nuklei, den Anfangsstadien
der Aktinfilamente, fordert [Niebuhr et al, 1997]. Dariiber hinaus inhibiert VASP das capping-
Protein Gelsolin und sichert so die Verfiigbarkeit freier (+)-Enden [Bearer et al., 2000].

Die FH-Proteine sind ebenfalls an der Regulierung des Aktin-Zytoskeletts durch Rekrutierung von
Profilaktin beteiligt. Formine sind modulare Proteine, die spezielle Doménen und funktionelle
Motive enthalten und bereits in einer Vielzahl von Spezies nachgewiesen wurden [Wallar &
Alberts, 2003]. Sie verfiigen tiber drei FH- und eine GTPase-Bindungsdominen. Mit der FH2-
Domine binden sie an die (+)-Enden der Aktin-Filamente und reduzieren dadurch als capping-
Protein die Polymerisationsrate [Pring e al., 2003; Wallar & Alberts, 2003]. Bei Bindung von
Profilin an eine Poly-Prolin-reiche Region der ersten FH-Domine, d. h. bei Rekrutierung von
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Profilin-Aktin-Komplexen, wird die Polymerisation jedoch gefordert [Kovar et al., 2003; Pring et
al., 2003; Sagot et al., 2002]. RhoGTPasen stimulieren diesen Prozess. Es wurde bereits fiir
verschiedene FH-Proteine, unter anderem Bnipl und diverse Diaphanous-Proteine eine Interaktion
mit Profilin tiber die Poly-Prolin-Sequenz der ersten FH-Domine beschrieben [Watanabe et al.,
1997; Wallar & Alberts, 2003]. Eines dieser Proteine ist pl40mDia, das Sduger-Homologe zu den
Diaphanous-Proteinen von Drosophila. Dieses Protein interagiert {iiber seine GTPase-
Bindungsdoméne mit den kleinen GTPasen (Rho, Rac oder Cdc24) und tridgt durch Rekrutierung
von Profilin-Aktin-Komplexen zur Aktin-Filamentbildung bei [Krebs et al., 2001; Watanabe ef al.,
1997]. Fir Profilin konnte dementsprechend ein direkter Zusammenhang mit der Cdc42-
induzierten Aktin-Reorganisation gezeigt werden [Yang et al., 2000]. In Abbildungl.13 ist die
Wirkweise der FH-Proteine mit Profilinen bei der Regulation des Aktin-Zytoskeletts dargestellt.

A (+)-Ende
(-);-Ende

ADP

Abb. 1.13: Schematische Darstellung der
Wirkweise der FH-Proteine bei der

B Regulation des Aktin-Zytoskeletts
[modifiziert nach Wallar & Alberts, 2003] (A)

, A Dot Vupi PADP DADP DADP Ohne Profilin binden FH-Proteine an das (+)-
, Ende der Aktin-Filamente und inhibieren als

Capping-Protein die Polymerisation. (B) In
Anwesenheit ~ von  Profilin wird  die
Polymerisierung jedoch gefordert.

Fiir die Interaktion mit Profilin typische prolinreiche Regionen umfassen mindestens fiinf Proline
in Folge, jedoch vermitteln acht bis zehn Proline stirkere Wechselwirkungen. Diese Folge kann
durch Glycin unterbrochen sein und wird als GP5-Motiv bezeichnet [Lambrechts et al., 1997]. Die
Bindungsstelle auf Seiten des Profilin besteht aus einem hochkonservierten, hydrophoben Bereich
zwischen den N- und C-terminalen Helices, an dem die Aminosduren Tryptophan 3, Tyrosin 6,
Tryptophan 31, Histidin 133 und Tyrosin 139 beteiligt sind. Mutationen oder Deletionen in diesem
Bereich inhibieren die Profilin-Poly-Prolin-Interaktion [Bjorkegren-Sjogren et al., 1997; Haarer et
al., 1993; Mahoney et al., 1997]. Die stirkere Bindung von Profilin Ila an Poly-Prolin wird auf
einen Aminosdureaustausch zuriickgefiihrt, der eine zusitzliche Wasserstoffbriickenbindung
erlaubt (Serin 29 in I zu Tyrosin 29 in Ila) [Nodelman et al., 1999]. Im Vergleich zur Aktin-
Bindungsregion ist die Poly-Prolin-Domine auf der abgewandten Seite des Profilins lokalisiert
(siche Abbildung 1.13). Die Interaktion mit Poly-Prolin hat keinen Einfluss auf die
Wechselwirkung mit Aktin oder sauren Phospholipiden [Archer et al., 1994; Metzler et al., 1994].

1.6.2.3 PIP,-vermittelte Aktin-Reorganisation

Die Interaktion von Profilin mit sauren Phospholipiden, insbesondere Phophatidyl-Inositol-4,5-
Bisphosphat (PIP2), bindet es in PIP2-abhingige Signalkaskaden, wie den Rezeptor-Tyrosin-
kinase-Weg ein. Die PIP2-vermittelte Reorganisation des Aktin-Zytoskeletts ist daher bei
membran-assoziierten Vorgingen von Bedeutung [Schliiter ef al., 1997]. Uber die Interaktion mit
PIP2 wird Profilin in kortikale Bereiche mit hoher Aktindynamik rekrutiert [Buss et al., 1992]. Die
Interaktion von Profilin mit PIP2 beruht auf der Wechselwirkung der negativ geladenen
Phospholipid-Kopfgruppe mit basischen Aminogruppen des Proteins. Da die PIP2- und Aktin-
Bindestellen iiberlappen und aufgrund der hoheren Affinitit von Profilin fiir PIP2, fiihrt die
Bindung von PIP2 an Profilin zur Dissoziation des Profilin-Aktin-Komplexes [Machesky et al.,
1990; Fedorov et al., 1994; Haarer et al., 1993]. Zudem bewirkt PIP2 eine Konformationsidnderung
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des Profilins und inhibiert auf diese Weise die Interaktion mit Aktin [Raghunathan et al., 1992].
Die Verteilung von PIP2 in der Membran bestimmt somit die Konzentration an aktivem Profilin in
diesen Bereichen. Profilin-gebundenes PIP2 ist vor der Hydrolyse durch Phospholipase Cyl
geschiitzt, solange diese nicht durch die Rezeptor-Tyrosin-Kinase phosphoryliert und damit

aktiviert wird. Nach Aktivierung der Phospholipase Cyl wird PIP, in Diacylglycerol (DAG) und
Inositol-3-Phosphat (IP3) gespalten, wodurch gleichzeitig Profilin freigesetzt wird [Goldschmidt-

Clermont et al., 1991]. Die lokale Aktivierung von membranstidndigen Rezeptoren fiihrt somit zur
Akkumulation von freiem Profilin. Dieses fordert den Nukleotid-Austausch an G-Aktin-Molekiilen
und erméglicht so die F-Aktinbildung in diesem Bereich. Des Weiteren kann PIP2 Poly-Prolin-
Peptide vom Profilin verdringen, wodurch es eine tragende Rolle bei der Regulation von Profilin in
der Zelle erhélt [Lambrechts et al., 1997].

1.6.3 Die vielfiltigen Funktionen der Profiline in der Zelle

Die hier beschriebenen Funktionen des Profilins geben lediglich einen kleinen Einblick in die
Vielfalt der Profilin-Interaktionen und die Moglichkeiten der Regulation des Aktin-Zytoskeletts in
der Zelle. So ist inzwischen eine Vielzahl an Profilin-Liganden beschrieben, deren Zahl stetig
wichst, und die Profiline in diverse Signaltransduktionswege einbinden. Durch die Beteiligung an
diversen Signaltransduktionswegen werden unter anderem die Aktin-Polymerisation, Membran-
Bewegungen, Rezeptoraktivititen oder Kernaktivititen reguliert. Viele der beteiligten Profilin-
Liganden und Proteine interagieren und sind Bestandteil verschiedenen Komplexe. Es wird daher
vermutet, dass den Profilinen eine zentrale Rolle bei der Regulation und Vermittlung der
molekularen Interaktionen und der Vernetzung zum Aktin-Zytoskelett zukommt [Witke, 2004]. So
ist auch anzunehmen, dass die Profiline fiir die Differenzierung der Spermatiden und die ménnliche
Fertilitdt von essentieller Bedeutung sind. Abb. 1.14 zeigt die Vielfalt der bisher beschriebenen
Profilin-Interaktionen und die komplexe Einbindung in verschiedene zellulire Komplexe.

[ I
— H LR
e ot ey / r. I/ } ,l/I
sczonin
i
Cdc42 WASE hené 74 Gepl'rynn P'Pz rebrln
WASP—_ E‘N”*’d'” A\ Delphllln
WP ot
[ =11 [y | ol N Rl I
BYMEPS - - - - Ny - X
Huntingtin - - -- - -5
Synaptojanin - -
Dynamin 1 —
Annesin 1 - Mapi .,

- WAVET

s / Y
HSPE300 - -- POP-130 }— EMRP e m \
i // Cnron N ROCK Dlaphanous

veP - ‘\

MNucleus
TRENDS in Cell Bicloay

Abb. 1.14: Netzwerk der molekularen Profilin-Interaktionen [aus Witke, 2004]. Dargestellt sind bekannte Profilin-
Liganden, die entsprechend ihrer zelluldren Lokalisation und den Komplexen, in denen sie gefunden wurden, gruppiert sind.
Einige der Profilin-Liganden kommen iiberlappend in zwei Gruppen vor, wodurch ein Crosstalk zwischen den Gruppen, mit
Profilin als gemeinsamem Nenner, zustande kommt. Es féllt auf, dass Profilin mit vielen kleinen GTPasen wie RAcl, RhoA,
cdc42, Ras und Rap interagiert, die in Signaltransduktionswege zum Aktin-Zytoskelett involviert sind. Bekannte direkte
Interaktionen zwischen Profilin und den Liganden sind durch durchgehende Linien gekennzeichnet, wihrend gestrichelte
Linen vermutete Interaktionen darstellen.
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1.7 Zielsetzung der Arbeit

Ein Aspekt dieser Arbeit war der heptahelikale HE6-Rezeptor (GPR64) und die Frage nach seiner
Funktion beim transepithelialen Fliissigkeitstransport in den ableitenden Samenwegen. Der HE6-
Rezeptor ist in den Epithelzellen der Ductuli efferentes und des proximalen Nebenhodenkopfes
exprimiert und zeigt eine Co-Lokalisation mit dem apikalen Aktin-Zytoskelett. Er wird in die
Familie B der G-Protein gekoppelten Rezeptoren [Osterhoff et al., 1997; Obermann et al., 2003]
eingeordnet und spielt eine wichtige Rolle bei der Kontrolle des transepithelialen
Fliissigkeitstransportes im Nebenhoden, der von zentraler Bedeutung fiir die ménnliche Infertilitéit
ist [Kirchhoff et al., 2006]. Moglicherweise handelt es sich bei HE6 um einen lokalen Sensor fiir
die Steuerung der Fliissigkeitsresorption. Die molekularen Funktionen des HE6-Rezeptors, etwaige
Liganden bzw. die beteiligten Signaltransduktionswege sind jedoch unbekannt. Der Aufbau der
LNB-TM7-Rezeptoren aus einem langen extrazelluldren N-Terminus, charakteristischerweise mit
Protein-Dominen fiir Adhésions- und Interaktions-Prozesse, und der typischen TM7-Region der G-
Protein gekoppelten Rezeptoren legt nahe, dass es sich bei diesen Rezeptoren um natiirliche
Chimeren aus Zell-Adhésions-Proteinen und Signaltransduktions-Rezeptoren handelt, welche
(duBere) Zell-Kontakt-Signale in intrazelluldre Signale umwandeln konnen. Aufgrund seiner
Lokalisation in unmittelbarer Ndhe zum apikalen Aktin-Zytosklett, liegt die Vermutung nahe, dass
HEG6 am Anfang eines Signaltransduktionsweges stehen konnte, der ein Signal von der adluminalen
Seite des Epithels auf das apikale Zytoskelett und die epitheliale Schlussleiste weiterleitet und so
den transzelluldren bzw. parazelluldren Fliissigkeitstransport reguliert.

Um Hinweise auf die molekulare Funktion des HE6-Rezeptors zu erhalten, wurde von Davies et al.
(2007) das Genexpressionsmuster des Nebenhodenkopfes von Wildtyp- und HE6-KO-Méusen
durch differentielles Screening und Mikroarry-Analyse miteinander verglichen. Im Rahmen dieser
Arbeit erfolgte eine Validierung funktionell interessanter Gene im Vergleich zwischen KO und WT
durch quantitative RT-PCR-Analyse sowie die Lokalisation eines beeinflussten Transkripts durch
in situ Hybridisierung. Die erzielten Ergebnisse wurden in Davies et al. (2007) veroffentlicht.

Ein weiterer Weg zur Aufklirung des HEG6-Signaltransduktionsweges ist die Identifizierung
intrazelluldrer Bindungspartner. Um Hinweise auf die molekulare Funktion und die beteiligten
Signaltransduktionswege des HE6-Rezeptors in den Epithelzellen zu erhalten, wurden daher im
Rahmen dieser Arbeit intrazellulire Protein-Protein-Wechselwirkungen des HEG6-Rezeptors
untersucht. Fiir die Suche nach intrazelluldren Bindungspartnern kamen biochemisch-physikalische
Methoden wie Affinitidtschromatographie oder Co-Immunoprizipitation nicht in Frage, da sich das
HEG6-Protein nicht rekombinant exprimieren und in den fiir diese Methoden geeigneten Puffern
nicht ausreichend solubilisieren lie. Als Methode zur Detektion nach Bindungspartnern wurde
deshalb das Yeast Two-Hybrid System (Gal4 Matchmaker Two-Hybrid System 3) gewéhlt, mit dem
etwaige neue Bindungspartner sofort auf cDNA-Ebene identifiziert werden konnen.

Eine weitere Protein-Familie die fiir die ménnliche Fertilitdt eine entscheidende Rolle spielen
konnte, sind die Profiline, kleine Aktin-bindende Proteine, die bei der Regulation des Zytoskeletts
und in vielen Signaltransduktionswegen eine essentielle Rolle iibernehmen. In einem Yeast Two-
Hybrid Library-Screen mit dem HE6-C-Terminus wurde eine neue Profilin-Isoform, das Proflin IV
entdeckt, das jedoch hauptsédchlich im Testis exprimiert ist [Obermann et al., 2005]. Im Vergleich
zu somatischen Geweben weist der Hoden ein ungewdhnlich komplexes Muster der Profilin-
Expression auf. Alle bekannten Profiline werden in diesem Organ exprimiert, Profilin III und IV
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jedoch iiberwiegend oder sogar ausschlielich [Hu et al., 2001; Braun et al., 2002; Obermann et
al., 2005]. Die miénnlichen Keimzellen sind der Hauptexpressionsort der Profiline. Die
Komplexitit sowie die Keimzell-spezifische Expression sprechen fiir eine zentrale und
moglicherweise distinkte Rolle der Profiline wéhrend der Spermiendifferenzierung und
moglicherweise noch wihrend des Befruchtungs-Vorganges selbst und konnten somit von
entscheidender Bedeutung fiir die méinnliche Fertilitit sein. Jedoch sind die biochemischen
Eigenschaften sowie die Funktionen der Testis-exprimierten Profiline der S#duger bisher kaum
untersucht und nicht bekannt. Es stellte sich die Frage, warum der Hoden so viele verschiedene
Profilin-Isoformen exprimiert und welche Funktionen die einzelnen Isoformen erfiillen.

Ziel dieser Arbeit war es zum einen, die zelluldre und subzellulidre Lokalisation der beiden Testis-
exprimierten Profiline III und IV im Verlauf der Spermatogenese und in den verschiedenen
Keimzellstadien bei Mensch und Nager zu untersuchen. Hierfiir kamen Methoden wie (RT-) PCR,
Western-Blot und Laser-Konfokale Fluoreszenzmikroskopie zum Einsatz. Ein weiteres Ziel war es,
die biochemischen Eigenschaften der Profiline III und IV hinsichtlich ihrer ,,typischen* Profilin-
Bindungseigenschaften, wie z.B. Interaktion mit Aktin und Poly-Prolin, zu untersuchen. Durch
diese funktionellen Studien sollten die Profiline ndher charakterisiert und mogliche distinkte
Bindungsverhalten ermittelt werden. Hinweise auf die molekularen Funktionen der Testis-
exprimierten Profiline III und IV in der Spermiendifferenzierung sollten durch Aufkldrung

moglicher Protein-Protein-Interaktionen im Yeast Two-Hybrid-System gewonnen werden.
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IT Material & Methoden

2.1 Molekularbiologische Methoden

2.1.1 Isolierung von Gesamt-RNA aus Geweben

Die Isolierung von Gesamt-RNA aus Geweben erfolgte nach einer modifizierten Fliissig-
Extraktionsmethode nach Chomczynski & Sacchi [Chomczynski & Sacchi, 1987] mit RNA-Pure™
und anschlieBender Aufreinigung mit dem RNeasy Mini Kit und/oder durch Isopropanol-Fillung.

2.1.1.1 Isolierung von Gesamt-RNA aus humanen Gewebeproben

Die Gewebeproben wurden von der Abteilung fiir Andrologie am Universitédtsklinikum Hamburg-
Eppendorf zur Verfiigung gestellt. Zum Schutz der RNA vor Degradation und zur Konservierung
des RNA-Expressionsmusters zum Zeitpunkt der operativen Entnahme wurden die Gewebe (ca. 30
mg) unmittelbar nach Entnahme in das Stabilisierungsreagenz RNAlater gegeben und bis zur
weiteren Aufarbeitung bei 4°C gelagert. Fiir die RNA-Extraktion wurden 3 ml RNAPure in ein 15
ml-Rohrchen vorgelegt, die Proben zugegeben und alles 30 Sekunden mit einem UltraTurrax
homogenisiert. Nach 5 min Inkubation bei RT wurde zur besseren Phasentrennung 600 pl
Chloroform zugegeben, alles kriftig geschiittelt und der Ansatz fiir 30 min bei 4000 rpm und 4°C
zentrifugiert. Im Anschluss an die Zentrifugation war eine deutliche Phasentrennung in wissrige
Phase (Uberstand), weiBe Interphase und organische Phase zu erkennen. Genomische DNA
verbleibt unter sauren Bedingungen in der organischen oder Interphase und wird so von der RNA
getrennt. Die wissrige Phase mit der RNA wurde vorsichtig abgenommen und in ein 15 ml
Reaktionsgefill tiberfiihrt. Zur Fillung der RNA wurden 1,5 ml Isopropanol zugegeben, kriftig
geschiittelt und mind. 1 h bei -20°C gefillt. Im Anschluss erfolgte eine Zentrifugation fiir 1 h bei
4000 rpm und 4°C. Der Uberstand wurde verworfen und das RNA-Pellet kurz an der Luft
getrocknet. Die weitere Aufreinigung der RNA erfolgte nach dem RNeasy Mini Protocol for RNA
Cleanup tiber RNeasy Mini-Sédulen. Die Quantitit der Gesamt-RNA wurde spektralphotometrisch
bei 260 nm bestimmt, die Qualitédt bei 260/280 nm. Die Proben wurden bei -80°C gelagert.

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

Nach Gewebeentnahme aus den Tieren wurden die Gewebe bei -80°C gelagert. Zur RNA-
Extraktion wurde ca. 1 g tiefgekiihltes Gewebe in Alufolie eingewickelt und manuell mit einem
Hammer zertriimmert. Zwischenzeitlich erfolgte immer wieder Kiihlung in fliissigem Stickstoff.
Nach FEinfiillen der Gewebestiickchen in vorgekiihlte Teflonvials wurde das Gewebe im Mikro-
Dismembrator durch zweimalige Zentrifugation bei 1800 rpm fiir 45 Sekunden pulverisiert. Das
Gewebepulver wurde mit 20 ml RNAPure™ (PeqLab) versetzt und durch Schiitteln gelost, 4 ml
Chlorofom zugegeben und alles gevortext. Durch Zentrifugation (60 min, 4°C, 40000 rpm) erfolgte
eine Phasentrennung in wissrige Phase (Uberstand), weile Interphase und organische Phase. Die
RNA-haltige wissrige Phase wurde vorsichtig abgenommen und in ein neues Gefidl iiberfiihrt.
Interphase und organische Phase, wurden verworfen. Die Gewinnung der RNA aus der wéssrigen
Phase erfolgte durch Isopropanol-Fillung. Hierzu wurden die wéssrige Phase mit 10 ml
Isopropanol versetzt, 15 min bei RT inkubiert und anschlieBend zentrifugiert (60 min, 4°C, 4000
rpm). Der Uberstand wurde verworfen und das Pellet dreimal mit je 1 ml 70% eiskaltem Ethanol
gewaschen und zentrifugiert (15 min, 4°C, 4000 rpm). Nach Lufttrocknung wurde das Pellet in 50
ul ddH,O aufgenommen und die Konzentration spektralphotometrisch ermittelt.
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2.1.1.3 cDNA-Synthese

Die Reverse Transkription von RNA in komplementire cDNA erfolgte unter Verwendung des
Superscript™ II RNase H-Reverse Transcriptase Systems (Invitrogen) nach Angaben des
Herstellers. Ausgangsmengen waren dabei 400 ng bzw. 1000 ng Gesamt-RNA, welche mit bidest
H,0 auf ein Gesamtvolumen von 11 ul gebracht wurden. Nach Zugabe von 1 pl Oligo(dT);z.1s
Primer (0,5 pg/ul) wurde die RNA-Primer-Mischung fiir 5 min bei 70°C erhitzt, um linearisierte,
einzelstringige RNA zu erhalten. Nach anschlieBender 10-miniitiger Inkubation bei
Raumtemperatur wurden dem Ansatz 4 ul 5 x Erststrang-Puffer, 2 ul DTT, 1 pl dNTP-Mix (10
mM) sowie 1 ul Superscript "™ II Reverse Transcriptase (50 U/ ul) zugegeben und fiir 60 min bei
42°C inkubiert. Die cDNA wurde mit 80 pl bidest H,O auf ein Endvolumen von 100 pl gebracht
und bis zur Verwendung bei -20°C gelagert.

2.1.2 Polymerase-Kettenreaktion (PCR, Polymerase chain reaction)

Die Polymerase-Kettenreaktion [PCR, Mullis & Faloona, 1987; Saiki et al. 1988] ermdglicht es,
enzymatisch in vitro DNA-Abschnitte um den Faktor 10° bis 10’ zu amplifizieren. Als
Startermolekiile dienen synthetische DNA-Oligonukleotide (Primer), die durch komplementire
Basenpaarung an einzelstringige Template-DNA binden. Eine thermostabile DNA-Polymerase
synthetisiert vom 3°-OH-Ende der Primer ausgehend die komplementidren neuen DNA-Stringe.
Durch Wahl eines gegenlidufig orientierten Primerpaares kann gezielt eine definierte Sequenz
zwischen den beiden Primern vervielfiltigt werden. Da die Syntheseprodukte in jedem weiteren
PCR-Zyklus als Vorlage fiir die anschlieBende Amplifizierung dienen, kann ein spezifischer DNA-
Abschnitt durch Wiederholung des PCR-Zyklus schnell exponentiell angereichert werden.

Ein PCR-Zyklus besteht aus drei Schritten: Denaturierung, Annealing und Elongation. Die
thermische Denaturierung des zu amplifizierenden DNA-Doppelstranges erfolgt fiir 30 Sekunden
bei 95°C. Im ersten PCR-Zyklus erfolgt die Denaturierung meist fiir eine ldngere Zeit (1 bis 5 min),
um sicherzustellen, dass sich die DNA-Stringe getrennt haben. Zudem benétigen die sog. hot start-
Polymerasen zur Aktivierung eine lingere Erhitzungszeit. Im Anschluss an die Denaturierung
erfolgt bei erniedrigter Temperatur die Primer-Hybridisierung an die entstandenen einzelstringigen
DNA-Templatemolekiile (Annealing). Die Temperatur wihrend dieser Phase hingt von der Léinge
und dem G/C-Gehalt der Primer ab und liegt normalerweise 5 C unter ihrem Schmelzpunkt (Ty,-5);
typischerweise zwischen 50°C und 65°C. Vom 3°-Ende des angelagerten Primers wird die
komplementire Amplifikation des DNA-Stranges durch eine Polymerase eingeleitet (Elongation).
Die Temperatur fiir diesen Syntheseschritt hingt von der verwendeten DNA-Polymerase ab und
liegt meist zwischen 68°C und 72°C. Die Synthesezeit ist ebenfalls abhingig von der Polymerase,
jedoch auch von der Linge des DNA-Fragments, das vervielfiltigt werden soll (30 sek je 500 bp).

2.1.2.1 Herkommliche PCR
StandardmiBig wurde fiir die herkdmmlichen PCRs die thermostabile RedTagDNA-

Polymerase (Sigma) eingesetzt, welche ihr Temperaturoptimum bei 72°C hat. Diese
Polymerase fiigt ein iiberstehendes Adenosin an das 3 -Ende der Produktstringe, so dass die
PCR-Produkte direkt in ein TA-Cloning eingesetzt werden konnen. Der Nachteil der Tag-
Polymerasen liegt jedoch darin, dass sie keine 3°-5"-Exonuclease-Aktivitit (proofreading-
Funktion) besitzen und daher beim Kopieren der DNA Fehler produzieren konnen, was zu
Mutationen in der DNA-Sequenz fiihrt. Zur Amplifizierung von PCR-Fragmenten >500 bp
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wurde daher der Advantage™ 2 Polymerase-Mix (Clontech/ TAKARA Biocompany)
verwendet, welcher neben einer hot start Tag DNA-Polymerase eine Polymerase mit 3°-5"-
Exonuclease-Aktivitdt enthilt. Durch diese proofreading-Funktion werden wiéhrend der
Synthese falsch eingebaute Desoxynucleotide erkannt und entfernt, so dass die Fehlerrate um
etwa den Faktor 10 geringer ist als bei einer PCR mit einer Tag-Polymerase. Polymerasen mit
proofreading-Funktion hingen kein Adenosin an das 3°-Ende, so dass die entstehenden PCR-
Produkte glatte Enden aufweisen. Die Polymerasen wurden mit den vom Hersteller gelieferten
PCR-Puffern sowie Desoxynucleotidtriphosphate (dANTPs) von der Firma Sigma verwendet
und unter empfohlenen Reaktionsbedingungen angesetzt. Alle PCR-Ansitze wurden in einem
Volumen von 50 pl mit 100 ng Template-DNA (cDNA oder Plasmid-DNA) und je 0,2 uM
Forward- und Reverse-Primern durchgefiihrt. Das PCR-Programm wurde entsprechend den
verwendeten Polymerasen, Primern und der Grofe der zu amplifizierenden Produkte gewdhlt.
Aliquote der PCR-Produkte (5-15 pl) wurden auf ein analytisches Agarosegel aufgetragen und
elektrophoretisch aufgetrennt. In Tabelle 2.1 ist ein Standard-PCR-Ansatz mit allen
essentiellen Komponenten aufgelistet. Tabelle 2.2 zeigt die typischen PCR-Thermocycler-
programme fiir die Amplifikation kleiner PCR-Fragmente von bis zu 500 bp mit der RedTaq-
Polymerase sowie fiir die Synthese von Fragmenten >500 bp mit dem Advantage™ 2

Polymerase-Mix.

Tabelle 2.2: PCR-Thermocyclerprogramm fiir RedTagDNA-

Tabelle 2.1: 50u1 PCR-Reaktionsansatz Polymerase und Advantage™ 2 Polymerase-Mix

Reagenz Menge f.c. Reaktionsschritt Temperatur Zeit Zyklen
[°C] [min]
PCR-Puffer, 10x Sul 1x Initiale 95 2 |
dNTP-Mix (10mM) 1l 200 uM Denaturierung
DNA-Template Xl 100 ng Denaturierung 95 0,5
Forward-Primer (10pmol) 1ul 0,2 uM Annealing Primer T,-5 0,5-1 30-35
Reverse-Primer (10pmol) 1ul 0,2 uM Elongation RedTaq / 72 1/30 sek
Polymerase (5 U/ul) 0,5 ul 0,05 U/ul Advantage? 68 pro 500 bp
ddH,0 ad 50 pl Restsynthese Red7ag 72 10 1
/ Advantage2 68 10

2.1.2.2 Primer fiir die herkommliche PCR

Die Primer fiir die herkommliche PCR wurden mit dem Programm PrimerSelect von DNAstar
(DNASTAR Inc.) so ausgewdhlt, dass sie tiber 24-27 bp komplementdr zum Matrizenstrang
waren. Sofern keine TA-Klonierung erfolgen sollte, wurden 5° vor der Primer-Sequenz
Schnittstellen fiir Restriktionsendonukleasen eingefiigt, welche die spitere Klonierung der
PCR-Fragmente in die Multiple Cloning Side (MCS) eines Vektors ermdoglichen. Um die
Effizienz der Restriktionsenzyme zu erhthen wurde den Primern vor den Schnittstellen eine
kurze Sequenz von nichtkomplementiren Nukleotiden vorangestellt. Alle Oligonukleotide
wurden von der MWG-Biotch AG als Lyophilisat bezogen und mit ddH,O auf 100 pmol
eingestellt. Aliquotierte Primer-Losungen wurden bei -20°C gelagert. In den Tabellen 2.3 und
2.4 sind die verwendeten Primer-Sequenzen so wie weitere Informationen zu den Primern
dargestellt.
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Tabelle 2.3: Primer zur Amplifizierung von Klonierungsprodukten fiir das Y2H-System
ORF= Open reading frame, m = Maus, r = Ratte, hu = Human, Restriktionsschnittstellen sind fett geschrieben, in () dargestellt
sind die amplifizierten Sequenzbereiche in bp; D.: Doméne

Primer-Name Sequenz T Produkt Accession-No.
huProf2-s2EcoRI | 5°-CAGTGAATTCATGGCCGGT TGGCAGAG-3' 68°C | 446 bp huProfilin2a
mhrProf2a-as1Ba | 5°-CGATGGATCCAGCAGCTAGAACCCAGAGTC-3 71°C | ORF (99—526) | NM_053024
Eco-mProf3-s 5-TTGAATTCATGAGTGACTGGAAGGGCTACA-3" 65°C | 467 bp mProfilin3
Bam-mProf3-as | 5-TTGGATCCGTTCACGGTTTATTCTGGTCTCC-3 68°C | ORF (59—524) | NM_029303
mrProf-s6-eco 5-CAGTGAATTCAGCATGAGTCACTTGCG-3" 63°C | 405 bp mProfilin 4
Profas2-BamHI 5-GATGGATCCTTAGTTTCCCTTTTTCCTTAG-3 64°C | ORF(861—1250) | NM_028376
Prof-s1-EcoRI 5-AGTGAATTCGGGAACATGAGCCATT-3" 61°C | 406 bp huProfilin4
Prof-as1BamHI | 5°-GATGGATCCCTCTGATGACTTAACTTCCT-3 65°C | ORF (171-557) | BC029523
Eco-Actin-s 5 -TAGAATTCATGGATGGATGATATCGCCGCGC-3’ 67°C | 1236 bp hu B-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-as] 5-GATGGATCCCATTTGCTCAATAAAGTGTAAG-3' 64°C | (2804—3214) AF538954
HE6-s6 5°-AGTGAATTCCTGGTTCAGCTCTGTCG-3 65°C | 78 bp 3™ICL HE6

HE6-as3 5-GATGGATCCACTCCTGAGGTCTTGAAAC-3" 68°C | (2587—-2665) AF538954
MEG6-s4 5-AGTGAATTCGCAAAAGAGAATGTCAGAAAA-3° 61°C | 411 bp CTerm. MES6

HE6-as] 5-GATGGATCCCATTTGCTCAATAAAGTGTAAG-3' 64°C | (2691—3098) AF538952
Tubd1-eco-sl 5-GGGAATTCATGTCGATAGTGACAGTACAGCT-3" 66°C | 1406 bp mTubulin 31,
Tubd1-bam-as 5-CCGGATCCTGTAAAGAGCTTTTCCTCTTGGC-3" 69°C | ORF(272—1661) | NM_019756
Tubad-nde-s2 5"-CAGCCCAAACTCCATATGCGCGAGTGCATT-3" 68°C | 1372 bp mTubulin o4
Tubad-nde-as1 5°-CCCATATGCTACTCTTCTCCCTCATCCTCGTC-3 70°C | ORF (33—1405) | NM_009447
Tuba2-bam-s2 5"-CCTCGCCTGGATCCCCGTTGCTATCATG-3" 70°C | 1412 bp mTubulin 02,
Tuba2-bam-as2 | 5°-GCGGATCCCACAGGGGGCTCAAGGAATGGAC-3" 74°C | ORF (55—1467) | NM_011654
Tubb2b-eco-s4 5-AAGACAGCAAGAAGCGAATTCGGCACCATG-3" 70°C | 1382 bp mTubulin p2b
Tubb2b-eco-as3 | 5°-GCGAATTCGCCTGGGGAACTCAAGCCTCATC-3° 72°C | ORF (88—1470) | NM_023716
PACT2s 5- TATTCGATGATGAAGATACCCCACCAAACC-3 67°C | X bp Primer fiir
pACT2as 5-GTGAACTTGCGGGGTTTTTCAGTATCTACG-3' 67°C | PGADT7-Inserts | pGADT7Insert
dia-s2-EcoRI 5'-CAGTGAATTCTTTACCGACCACCAAGAAACTCAG-3 | 68°C | 668bp, huDiaphanous
diaasl-BamHI | 5 -CGATGGATCCTCATATGGCACCCGAAAAGAGC3 | 71°C i?}(ﬁ:lpSaSr T
Flot-s1 5'-CAGTGAATTCACCATGTTTTTCACTTGTGG-3" 64°C | 679 bp Flot + huFlotillinl
Flot-as2 5"-GGCGGCCTTCTTCAGTTCG-3" 61°C | PHB (162—831) | NM_005803
Superv-s] 5'-CAGTGAATTCAGCAGCAAAGTCACAATACA-3" 64°C | 817bp, 2Gelsolin | huSupervillin
Superv-asl 5-CGATGGATCCAGGCTCCTCTGGCGTCTCC-3 #C | éz\slﬂgz%) NM_021738
Cript-s3 5'-CAGTGAATTCAGGATGGTGTGCGAAAA-3' 63°C | 370 bp huCript
Cript-as] 5-CGATGGATTCCAAGGCAGAAAGTAAAATCAT-3" 64°C | ORF (112—471) | NM_014171
Centrin-Eco-s 5-GGGAATTCCAACTGTTGTGGAGGATG-3" 64°C | 773bp mCentrin
PACT2as 5-GTGAACTTGCGGGGTTTTTCAGTATCTACG-3' 67°C | ORF (51-569) | NM_007593
Phf7-Nde-s 5'-GGCATATGTGCCTGGGAACTCGAGCC-3' 69°C | 253 bp mPhf7
Phf7-Eco-as 5'-GGGAATTCGACCATCCTTCCAGCCTA-3' 66°C | (1270—1523) NM_027949
Nubp2-Eco-s 5-GGGAATTCAGTAGCGGAATGGAGGCT-3 66°C | 849 bp mNubp2
pACT2as 5-GTGAACTTGCGGGGTTTTTCAGTATCTACG-3" 67°C | ORF (37—873) | NM_011956
Tektin-Eco-s 5-GGGAATTCATGGCCAAGCTACTGCAA-3° 64°C | 1450 bp mTektin
pACT2as 5-GTGAACTTGCGGGGTTTTTCAGTATCTACG-3" 67°C | ORF (99—1379) | NM_011569
gcl-s2-EcoRI 5-CAGTGAATTCTTGAATGGTGAAAACAGTG-3' 62°C | 463 bp;POZ-D huGMCLI1
gcl-as3-BamHI 5'-CGATGGATCCTGACATTTATACCGAGTTCTT-3 65°C | (434—897) BC024185
gcl-s4-EcoRI 5-CAGTGAATTCATGGGATCGTCGAGCAGC-3° 68°C | 1254 bp huGMCL1
gcl-as6-BamHI 5"-CGATGGATCCTTAAAACCCGTCCAACACCAGTA-3 70°C | ORF(128—1370) | BC024185
NHERF1-s2-Eco | 5°-CAGTGAAT CCGGCTCTGCTGCCTGGAGAA -3 63°C | 1079 bp mNHERF1
NHERFl1-as4Ba | 5°-CGATGGATCCTAGCACAAGCCCACGGAGGT-3 63°C | ORF (174-1229) | NM_012030
Eta-s1-EcoRI 5- CAGTGAATTCATGGGGGACCGGGAGCAG -3 60°C | 785 bp hul4-3-3 eta
Eta-asl-BamHI | 5°- CGATGGATCCTGGGGGTGGTGGGTGAAGG -3 60°C | ORF (242-1026) | NM_003405
Zeta-s3-EcoRI 5- CAGTGAATTCAATGAGCTGGTTCAGAAGGC-3 57°C | 734 bp hul4-3-3 zeta
Zeta-as4-BamHI | 5°- CGATGGATCCGCCGGTTAATTTTCCCCTC-3 54°C | ORF (94-827) NM_003406
mtheta-s2-EcoRI | 5°-CAGTGAATTCGCCATGGGAAGACCGAGCTGATC-3 | 59°C | 742 bp m14-3-3 theta
mtheta-asl-Bam | 5-CGATGGATCCTTTAGTTTTCGGCCCCCTCTGCT-3 59°C | ORF (343-1084) | NM_011739
pACT2s4 5"-CTACCCGGGGATCCGAATTCG-3° 68°C | 829 bp huPOMZP3
pACT2as4 5-CTACTGCAGATAGATCTCTCGAG-3 68°C | ORF NM_012230
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Tabelle 2.4: Primer zur Analyse von Expressionsmustern/Gewebeverteilungen bei Maus und Ratte

Primer-Name | Sequenz T Produkt | Accession-No.
mhrProfl-s1 5-GCCGGGTGGAACGCCTACAT-3" 64°C 355bp rProfilin 1, NM_022511
mhProfl-as1 5"-GGACACCTTCTTTGCCCATCAGC-3" 64°C 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-as1 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"-CAGTGAATTCAGCATGAGTCACTTGCA-3" 63°C 405 bp mProfilin 4,
Profas2-BamHI 5"-GATGGATCCTTAGTTTCCCTTTTTCCTTAG-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°C 403 bp mProfilin 5
mrProf5-as2 5"-TCCCCTTCTTTCCCATCACCACA-3" 62°C AV258284
rProf5-s3 5-ATTCACCTTACAGAGACAGCATACTTCAC-3" | 64°C 403 bp rProfilin5
mrProf5-as2 5°-TCCCCTTCTTTCCCATCACCACA-3" 62°C XM_234152
HPRT-s 5-CCTGCTGGATTACATTAAAGC-3" 56°C 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-as|] 5-AAGGTTCTGAGCAATTTTAGGAT-3 55°C 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 herkdmmlichen PCR, bietet aber zusétzlich
die Moglichkeit zur exakten Quantifizierung der amplifizierten PCR-Produkte. Die quantitative
RT-PCR erfolgte mit dem LightCycler™ I (Roche Diagnostics) und dem Fluoreszenzfarbstoff
SybrGreen™ I, einem DNA-bindendenden Fluoreszenzfarbstoff, der sich mit hoher Spezifitit in
die kleine Furche doppelstringiger DNA einlagert. Der LightCycler™ kann die Menge der PCR-
Produkte in Echtzeit (real time PCR) wéhrend der PCR bestimmen, indem er nach jedem
Elongations-Zyklus spezifisch durch Anregung iiber eine blaue LED (470 nm) die emittierte
Fluoreszenz (521 nm) des in der dsDNA interkalierten Farbstoffs misst. Die wihrend der Synthese
gemessene Fluoreszenzintensitdt ist dabei direkt proportional zur Anzahl der neu gebildeten
dsDNA und damit zur Menge an Ausgangs-DNA. Als Maf fiir die Quantifizierung der DNA-
Startmenge werden die so genannten Crossing Point (CP)-Werte herangezogen. Diese entsprechen
der Anzahl PCR-Zyklen, die zur Erreichung eines konstanten Fluoreszenzniveaus mit zwei
Standard-abweichungen iiber dem Hintergrund notwendig sind. Am CP befindet sich in allen
Ansitzen die gleiche Menge an neu synthetisierter DNA. Die CP-Werte werden iiber die second
Derivative Maximum Methode mit Hilfe der LightCycler-Quantifizierungs-Software ermittelt. Im
Falle einer 100%igen PCR-Effizienz verdoppelt sich mit jedem Zyklus die DNA-Produktmenge
und analog dazu das Fluoreszenzsignal. Ein um eine Einheit geringerer CP entspriche demnach der
doppelten Menge an eingesetzter cDNA.

Da SybrGreen™ [ an alle dsSDNA-Molekiile bindet, also auch an Primer-Dimere und unspezifische
PCR-Produkte, die dann zum Fluoreszenzsignal und somit zu einer ungenauen Quantifizierung
beitragen, wurde am Anschluss der RT-PCR routinemifig eine Schmelzkurven-Analyse
durchgefiihrt. Dabei wird die Temperatur kontinuierlich bis 98 °C erhoht. Bei einer fiir das
Fragment spezifischen Schmelztemperatur wird die dsDNA in Einzelstrang-Molekiile aufgespalten,
wobei der Fluoreszenzfarbstoff SybrGreen™ I freigesetzt und eine Fluoreszenzabnahme registriert
wird. Anhand der Schmelzkurven kann zwischen spezifischen und unspezifischen PCR-Produkten
oder Primer-Dimeren unterschieden und so die Spezifitidt der PCR verifiziert werden.

Als Polymerase wurde eine ExTaq Hot Start-Polymerase (TaKaRa Biomedicals) verwendet. Die

Komponenten eines 20 pl-Ansatzes (siehe Tabelle 2.5) wurden miteinander vermischt, 18 ul des
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Ansatzes in eine LightCycler-Kapillare pipettiert und bei 2000 rpm fiir 2 min in die Kapillare
zentrifugiert. Nach VerschlieBen wurde die Kapillare in das Karussell des LightCycler™ iiberfiihrt
und das Programm gestartet. Die Einstellungen der Zyklus-Parameter erfolgten iiber die zugehérige
Software nach Angaben des Herstellers. Das Standardprogramm fiir eine RT-PCR am
LightCycler™ ist in Tabelle 2.6.aufgefiihrt. Nach dem PCR-Lauf wurden 5 pl des Ansatzes
elektrophoretisch auf einem Agarosegel aufgetrennt und ein Teil zum Sequenzieren eingeschickt.

Tabelle 2.5: RT-PCR-Ansatz Tabelle 2.6:Standardprogramm fiir eine RT-PCR am LightCycler
Reagenzien Menge Reaktionsschritt Temperatur Zeit Zyklen
Ex Tag-Puffer, 10x 2ul Initiale Denaturierung 95°C 5 min 1
dNTP-Mix (2,5 mM je dNTP) 2ul Denaturierung 95°C 10 sec
Forward-Primer (10 pmol) 1l Annealing 60°C 20 sec 40
Reverse-Primer (10 pmol) 1 ul 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 pl
TaKaRa Ex Taq HS (5U/ul) 0,2 ul
PCR-H,0 11,05ul

2.1.2.4 Primer fiir die quantitative RT-PCR am LightCycler™

Die Primer fir die RT-PCR wurden mit dem  Online-Programm  Primer3
(http://frodo.wi.mit.edu./cgi-bin/primer3/primer3_www.cgi) ausgewdhlt. Als Vorgaben wurden
eine Primer-Gro3e von 24 bp, Annealing-Temperatur von 65°C, Produktgré8e von 200-300 bp und
GC-Clamp von 2 gewihlt. So konnte mit den Primern ein Standard-RT-PCR-Programm mit einer
Annealingtemperatur von 60°C gefahren werden. Es wurde darauf geachtet, dass die Primer

moglichst Intron-iiberspannend lagen.

Tabelle 2.7: Primer zur RT-PCR-Analyse auf humaner Testis-cDNA

Primer Sequenz T 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 61°C (150—354) NM_053024
huPFN3-s3 5°-GCG CTC CTG GTG CTA ATG G-3° 61°C 81 bp huPFN3
huPFN3-as4 5°-CAG CCC GCG TAT GAG TTC G-3° 61°C (316—396) NM_001029886
PNFIV-for 5°-TTG TTA GAC ACC CTC TTG GGA ACC-3° 64°C 234 bp huPFN4
PNFIV-rev 5°-CCA CAC CAG TGT TCT CAT TTT TGG-3 64°C (197—431) NM_199346.1
huPFN5-s2 5°-CAG GAT GTC AGT GAA GAG GTC TGG-3 64°C 219 bp huPFN5
huPFN5-as2 5°-GGT CCC TGC AAG GGT GAC TCC-3 65°C (182—399) BX105859
MUPPI-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°C | (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 GCA TCC TTT GTA TCC TTC AGC-3" 61°C NM_053285
huCentrin-s 5°-AAG AAG TTC GGG AAG CAT TTG ACC-3° 61°C 237 bp huCentrin
huCentrin-as 5°-AGG CCT TCA GGA TTT 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°-TCC TCT TTC TTC TTC TTG GCT TCC-3 61°C (155—336) NM_013492
Sppl-s 5°-CTT CCA AGC AAT TCC AAT GAA AGC-3° 59°C 247 bp mSppl
Sppl-as 5°-TTG ACC TCA GTC CAT AAG CCA AGC-3 62°C (438—685) NM_009263
Sppl-s2 5°-AGA TTG GCA GTG ATT TGC 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)
Adam?28-1s 5°-TGC GTA AAA GAG AGA CCC AAG AGC-3° 62°C 276 bp Adam28
Adam?28-1as 5°-TGT AAC CCC GTA GTC CTT GAC AGG-3" 64°C (273—549) NM_010082
Claudin10-2-s 5°-ACT ACT GGA AGG TCT CCA CCA TCG-3* 64°C 218 bp mClaudin10
— - N N 5 (91—309) Iso a: NM_023878
Claudinl0-2as 5°-TCC AAA GAG TGC AAA AAT GGA ACC-3 59°C Iso bs NM_021386
Vkorcl-s 5°-TTT ATT TGA ATG AGG CCT GGA AGC-3° 59°C 281 bp mVkorclll
Vkorcl-as 5°-GTC TTT GAT TGG CTC GGT GTA TCC-3® 62°C (540—821) NM_027121
S27a-for 5°-CCA GGA TAA GGA AGG AAT TCC TCC-3° 63°C 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 nicht regulierten, ubiquitdr und
homogen exprimierten Housekeeping Gens normalisiert (relative Quantifizierung). Fiir RT-PCRs
auf Testis-cDNA wurde das ribosomale Protein S27a verwendet. Zur Berechnung der
Expressionsunterschiede zwischen zwei oder mehreren Gruppen (z.B. Wildtyp gegen HE6-KO
oder verschiedene Spermatogenesestadien) wurde die RESTO-Software (relative expression
software tool, Pfaffl et al., 2002) verwendet. Diese Software fasst die Gruppen als Mittelwerte
zusammen und berechnet daraus die mittleren Expressionsunterschiede der Gruppen, normalisiert
tiber das Houskeeping Gen, sowie die Varianz der einzelnen Expressionen. Die Ergebnisse werden
statistisch getestet und mit ihren Signifikanzlevels ausgegeben. Die Statistik beruht auf einem sehr
robusten und von einer Normalverteilung unabhingigen Randomisierungstest, bei dem beliebig

viele tausend Randomisierungen und Wiederholungen durchgefiihrt werden kénnen.
2.1.3 Agarosegel-Elektrophorese

Fir die Analyse, zur priparativen Isolierung der Nukleinsduren nach PCR, Restriktion sowie
Plasmidisolation wurde die Agarosegel-Elektrophorese eingesetzt, bei der die negativ geladene
DNA abhingig von ihrer GroBe und Konformation im elektrischen Feld aufgetrennt wird. Zur
Detektion der gelelektrophoretisch aufgetrennten DNA wurde Ethidiumbromid (EtBr) verwendet,
das zwischen die GC-Basenpaare der Nukleinsduren interkaliert und bei Anregung mit UV-Licht
rotviolett leuchtet. In Abhingigkeit von der Fragmentgroe wurden 0,8-2%ige (w/v) Agarosegele
verwendet. Zur Herstellung der Gele wurde Agarose mit 1 x Tris-Acetat-EDTA-Elektrophorese-
Puffer (TAE-Puffer) geschmolzen, nach Abkiihlung unter 60°C mit Ethidiumbromid (10 ug/100 ml
Gelvolumen) vermischt und in eine Flachbettapparatur gegossen, in der zuvor ein Probenkamm
befestigt wurde. Nach Erstarren des Gels wurde dieses mit 1 x TAE-Puffer iiberschichtet und der
Probenkamm entfernt. Die DNA-Proben wurden mit Ladepuffer versetzt und in die Probentaschen
pipettiert. Durch den Ladepuffer wurde die Dichte der DNA-LSsung erhoht, so dass diese leichter
in die Proben-Taschen pipettiert werden konnte. Zudem konnte durch die im Ladepuffer
enthaltenen Farbmarker Bromphenolblau und Xylencyanol, deren elektrophoretische
Beweglichkeit der von 300 bp und 4000 bp DNA-Fragmenten entspricht [Sambrook et al., 1989],
der Verlauf der Elektrophorese verfolgt werden. Die Elektrophorese erfolgte fiir ca. eine Stunde bei
70 Volt. Zur GroBenbestimmung und Zuordnung der aufgetrennten DNA wurde im Gel ein
GroBenstandard mit aufgetrennt.

Tabelle.2.9: TAE-und Ladepuffer fiir Agarose-Gelelektrophorese

1xTAE-Puffer Ladepuffer
Tris-HCI 40 mM Glycerin 10% (v/v)
Essigsédure 0,1 % (v/v) Bromphenolblau | 250 ug/ml
EDTA, pH 8 10 mM Xylencyanol 250 pg/ml

2.1.4 Aufreinigung von DNA

Die Aufreinigung von DNA basiert auf einer modifizierten Methode nach Birnboim & Doly
[1979]. Die Prozedur beruht auf der selektiven Bindung von DNA an spezielle Silicagel-
Membranen unter ,,Hochsalz*“-Bedingungen in Gegenwart eines chaotropen Salzes. Die gebundene
DNA wird nach Bindung an die Membran durch eine Reihe von Wasch- und
Zentrifugationsschritten von Primern, Nukleotiden und Salzen gesdubert. Die Elution der Plasmid-
DNA aus der Silica-Membran erfolgt unter ,,Niedrigsalz*-Bedingungen.
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2.1.4.1 Elution von Nukleinsiuren aus Agarose-Gelen

Die Gewinnung der DNA nach Elektrophorese aus TAE-Gelen erfolgte entsprechend den
Herstellerangaben mit dem QIAquick™ Gel Extraction Kit (50) von QIAgen [modifiziertes
Protokoll nach Vogelstein & Gillispie, 1979]. Die DNA-Banden wurden unter UV-Licht mit einem
Skalpell aus dem Gel ausgeschnitten, in einem dreifachen Volumen Puffer QG aufgenommen und
fiir 10 min bei 50°C inkubiert. Nachdem sich das Gel komplett aufgelst hatte wurde ein Volumen
Isopropanol zugegeben, die Losung auf eine QIAquick-Saule pipettiert und 1 min zentrifugiert. In
diesem Schritt bindet die DNA an die Silica-Matrix. Der Uberstand wurde verworfen und die an
die Matrix gebundene Nukleinsduren einmal mit 500 pl Puffer QG und einmal mit 750 pl Puffer
PE gewaschen und die Matrix anschlieBend durch 1 min Zentrifugation getrocknet. Die Elution der
DNA aus der Sidule erfolgte mit 50 ul Puffer EB (10 mM Tris-Cl, pH 8,5) durch Zentrifugation.
Der DNA-Gehalt des Eluats wurde photometrisch ermittelt. Die Aufreinigung nach dieser Methode

erfordert keine anschlieende Prézipitation der Nukleinsduren.

2.1.4.2 Aufreinigung von PCR-Fragmenten

Die Aufreinigung amplifizierter DNA-Fragmente nach einer PCR erfolgte entsprechend den
Herstellerangeben mit dem High Pure PCR Product Purification Kit von Pierce [nach Sambrook et
al., 1989]. Nach PCR wurde das Volumen eines PCR-Ansatzes mit ddH,O auf 100 pl aufgefiillt
und dann mit 500 pl Bindepuffer vermengt. Die Losung wurde mit einer Pipette auf eine
HighPure-Filtersiule aufgetragen und zentrifugiert (I min, 16000 g). Der Uberstand wurde
verworfen und die gebundenen PCR-Fragmente einmal mit 500 pl und einmal mit 200 pl
Waschpuffer gewaschen und 1 min zentrifugiert. AnschlieBend wurden die gebundenen PCR-
Fragmente mit 50 ul Elutionspuffer durch Zentrifugation (1 min, 16000 g) aus der Matrix eluiert.

Diese Aufreinigung erfordert keine anschlieBende Prizipitation der Nukleinséduren.

2.1.4.3 Mini-Priparation von Plasmid-DNA iiber Silika-Matrix und Zentrifugation

Zur Préaparation von bis zu 60 pg Plasmid-DNA aus E.coli-Fliissigkulturen wurde das
NucleoSpin® Plasmid-Kit von Machery Nagel verwendet, welches auf der alkalischen Lyse der
Zellen und anschieBender Aufreinigung der DNA iiber Silica-Membranen unter
Hochsalzbedingungen beruht [modifiziert nach Birnboim & Doly, 1979]. Hierzu wurden einige der
auf Selektiv-Medien gewachsenen Transformanten-Kolonien in jeweils 4 ml LB-Selektivmedium
mit Antibiotika iiberfiihrt und iiber Nacht bei 37°C und 150 rpm inkubiert. Die Bakterien-Kultur
wurde fiir 1 min bei 13000 rpm abzentrifugiert und die Plasmid-DNA entsprechend den
Herstellerangaben aus den Zellen iiber eine Silica-Membran aufgereinigt. Die Elution der an die
Séule gebundenen Plasmide erfolgte mit 50 pl TE-Puffer. Eine Reinigung der isolierten DNA
durch Prizipitation ist nicht notig.

2.1.4.4 Midi-Priparation von Plasmid-DNA iiber Anionen-Austauscher-Siulen

Zur Aufreinigung groBerer Mengen Plasmid-DNA aus 25 ml-E.coli-Fliissigkulturen wurde das
JETstar2.0 Plasmid Miniprep Kit von Genomed verwendet. Die Prozedur basiert auf modifizierter
alkalischen/SDS Lyse nach Birnboim & Doly [1983] sowie der Plasmid-Bindung an
Anionenaustauscher-Sdulen unter niedrigen Salz- und pH-Bedingungen. Die Aufreinigung wurde
nach Angaben des Herstellerprotokolls durchgefiihrt. Die Elution der Plasmid-DNA aus der Sidule
erfolgte mit 5 ml 1 M KCI-Puffer, pH 8,5 (Puffer E6) Das Eluat wurde in einem sauberen
Reaktionsgefdll aufgefangen und die Plasmid-DNA anschlieBend durch Isopropanol-Prizipitation
entsalzt und konzentriert. Die Resuspension der DNA-Pellets erfolgte in 0,25 ml TE-Puffer.
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2.1.4.5 Prizipitation von Nukleinsiduren

Zur Prizipitation von RNA und DNA aus salzhaltigen wissrigen Losungen wurde das Volumen
der DNA-Losung bestimmt und mit 1/5 Volumen 10,5 M Ammonium-Acetat-Losung und 1
Volumen reinem Isopropanol versetzt. Durch Zentrifugation fiir 30 Minuten bei 13000 rpm und
4°C konnte die DNA aus der salzhaltigen wissrigen Losung prézipitiert werden. Um gefilltes Salz
und restliches Isopropanol zu entfernen, wurde das DNA-Pellet mit 1 ml 70% Ethanol gewaschen
und erneut 10 Minuten bei 13000 rpm zentrifugiert. Nach Entfernen des Uberstandes wurde das
Pellet fiir ca. 15 Minuten getrocknet und in einem &dquivalenten Volumen (50-250 pl) TE-Puffer

aufgenommen.

2.1.4.6 Konzentrationsbestimmung von Nukleinsiuren durch Absorptions-Messung
Nukleinsduren absorbieren elektromagnetische Wellen im UV-Bereich. RNA, DNA und freie
Nukleotide haben ihr Maximum bei 260 nm, wihrend die aromatischen Aminosiduren Tyrosin,
Phenylalanin und Tryptophan bei 280 nm maximal absorbieren. Die Konzentrationsbestimmung
von DNA-Losungen erfolgte iiber Absorptionsmessung bei 260 nm in einem Spektralphotometer
(Ultrospec 3000, Pharmacia) in Quarzkiivetten. Dabei gilt folgender Zusammenhang: Eine
Extinktion von 1 entspricht 50 ug reiner, doppelstringiger DNA pro ml [Lottspeich, 1998]. Da
ungepaarte Nukleinsduren eine hohere Absorption besitzen, entspricht der gleiche Wert bei
einzelstrangiger RNA einer Konzentration von ca. 40 pg/ml. Eingesetzt wurde 1 ul DNA-L6sung
in 99 ul ddH,O (1:100) bzw. 2 ul RNA in 98 pl Phosphatpuffer (1:50). Die Nukleinséure-
Konzentration errechnet sich aus dem Extinktionswert bei 260 nm, dem Verdiinnungsfaktor und
dem spezifischen Multiplikationsfaktor (50 pg/ml fiir dsDNA, 40 pg/ml fiir RNA):

dsDNA-Konzentration (ug/ml) = Epg - 50 pg/ml - Verdiinnungsfaktor

Um die Reinheit der DNA-Losungen abzuschitzen, wurde die teilweise Uberlagerung der
Absorption von Nukleinsduren bei 260 nm und Proteinen bei 280 nm genutzt. Das Verhiltnis der
Absorptionswerte zwischen 260 nm und 280 nm ist ein Maf fiir die Reinheit der Nukleinsduren.
Der Quotient E,q0/Erso einer sauberen = proteinfreien dsDNA-L&sung sollte zwischen 1,8 und 2,0
liegen und bei RNA-Losungen, gemessen in Phosphat-Puffer, zwischen 2,1-2,3 [Lottspeich, 1998].

2.1.5 Restriktionsverdau von DNA mit Typ II-Restriktionsendonukleasen

Restriktionsendonukleasen vom Typ II spalten doppelstringige DNA an spezifischen
Erkennungssequenzen hydrolytisch. Die Erkennungssequenzen der Typ II-Endonukleasen bestehen
meist aus palindromischen Sequenzen von vier, sechs oder acht Basenpaaren, die entweder gerade
(blunt ends) oder versetzt (sticky ends) geschnitten werden konnen. Bei einem versetzten Schnitt
entstehen kurze 5°- bzw. 3"-liberhingende Einzelstrang-Enden mit spezifischen Sequenzen, so
genannte kohésive Enden. Das geschnittene 5°-Ende trigt immer eine Phosphatgruppe, das 3°-Ende
eine Hydroxylgruppe. Mit Restriktionsendonukleasen geschnittene DNA-Fragmente und Plasmide
konnen miteinander ligiert werden, wobei die Basenpaarung zwischen komplementidren kohisiven
sticky ends die Ligationsreaktion erleichtert [Lehninger, 1998].

Der Restriktionsverdau wurde zum einen zur priparativen Vorbereitung z.B. von PCR-Fragmenten
und Plasmiden fiir eine Ligation angewandt. Auf diese Weise wurden Vektoren linearisiert, und
Vektor und Insert erhielten die fiir eine Ligation notwendigen kompatiblen Enden. Zum anderen
wurde der Restriktionsverdau im Anschluss an eine Klonierung zur Klon-Analyse eingesetzt, um

rekombinante Plasmide auf erfolgreiche Integration von Inserts zu iiberpriifen. Zum Einsatz kamen
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Restriktionsendonukleasen (10-20 U/ul) von der Firma New England Biolabs, die entsprechend
den Herstellerangaben mit den mitgelieferten Puffern verwendet wurden. Fiir einen analytischen
Restriktionsverdau wurde 1 pg Insert-tragende Plasmid-DNA mit 1 U Enzym in einem
Gesamtvolumen von 20 ul eingesetzt und fiir 1,5 h bei 37°C inkubiert. Fiir priparative
Restriktionsansétze wurden 5-20 ug Vektor oder dsDNA-Fragmente in einem Volumen von 50 ul
mit 1 U/ug DNA Enzym versetzt, und fiir 3 bis 4 Stunden bei 37°C inkubiert und die geschnittene
DNA anschlieBend iiber ein Agarosegel oder mit dem High Pure PCR Purification Kit
aufgereinigt. In Tabelle 2.10 sind die Ansitze fiir den analytischen und priparativen
Restriktionsverdau aufgelistet.

Tabelle 2.10: Analytischer und priparativer Restriktionsansatz

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

Lange lineare PCR-Produkte von >1 kb, die sich nur schwer mit Restriktionsenzymen schneiden
lieBen, wurden zunédchst mit dem pGEM®-TEasy Vector-System I (Promega) tiber TA-Cloning in
den Vektor pPGEM®-TEasy ligiert. Der pPGEM®-TEasy-Vektor liegt linear vor und enthilt an den
3*-Enden T-Uberhiinge, so dass PCR-Produkte mit kompatiblen A-Uberhingen, wie sie von den
Tag-Polymerasen generiert werden, einfach und effizient einkloniert werden konnen. Das
rekombinante Plasmid wurde in E.coli vervielfiltigt, das Insert anschlieBend durch Restriktions-
verdau wieder aus dem Vektor herausgeschnitten und aufgereinigt. Uber diesen TA-Klonierungs-
Umweg konnte groBe lineare DNA-Fragmente erfolgreich mit Restriktionsenzymen geschnitten
werden.

2.1.6 Dephosphorylierung geschnittener Vektoren

Um in einer Ligationsreaktion eine Rezirkularisierung sowie Kontaktamerbildung linearisierter
Vektoren zu verhindern und um die Einbaurate der Inserts in den Vektor zu erhohen, wurden mit
nur einem Restriktionsenzym linearisierte Vektoren zur Entfernung der 5 -Phosphatreste mit
alkalischer Phosphatase (CIP, Calf Intestinal Alkaline Phosphatase) behandelt. Fir die
Dephosphorylierung wurde der Vektor mit CIP und 10 x Phosphatasepuffer versetzt und fiir 60
Minuten bei 37°C inkubiert. Ein typischer Dephosphorylierungsansatz ist in Tabelle 2.11
dargestellt. Die Inaktivierung des Enzyms erfolgte nach Zugabe von SmM EDTA fiir 1 h bei 65 °C.

Anschliefend wurde das Plasmid aufgereinigt und die DNA-Konzentration ermittelt.

Tabelle 2.11: Dephosphorylierungsansatz

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

2.1.7 Ligation

T4-DNA-Ligase katalysiert in Anwesenheit von ATP die Ausbildung einer kovalenten
Phosphodiesterbindung zwischen einer freien 5 -Phosphatgruppe und einer 3°-Hydroxylgruppe
zweier DNA-Enden. Auf diese Weise lisst sich ein DNA-Insert mit einem linearisierten Vektor zu
einem rezirkularisierten rekombinanten Plasmid ligieren. Die T4-DNA-Ligase ligiert sowohl

komplementire kohésive (sticky ends) als auch glatte Enden (blunt ends).
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Fiir Ligationen wurden mit Restriktionsenzymen geschnittene PCR/Insert-Fragmente und lineare
Vektoren (pGBKT7, pGADT7, pET21a) mit kohisiven Enden verwendet. Um die Einbaurate des
Inserts in den Vektor zu fordern und den Anteil rekombinanter Plasmide im Ligationsansatz zu
steigern wurde ein Vektor-Insert-Verhiltnis von 1:3 gewihlt. Die benétigte Menge Insert-DNA im
Verhiltnis zum Vektor wurde mit folgender Formel berechnet:
ng Vektor X kb Insert 3
X —=ng Insert
kb Vektor 1

Die Ligationen wurden standardmifBig in einem 10 pl Reaktionsansatz mit 200 ng Vektor
durchgefiihrt und erfolgten tiber Nacht bei 4°C oder fiir 1 h bei 22°C. T4-DNA-Ligase wurde
Puffern
Zusammensetzung eines Ligationsansatzes ist in Tabelle 2.12 dargestellt.

entsprechend den Herstellerangaben mit den mitgelieferten verwendet. Die

Tabelle 2.12: Ligationsansitze

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

Im Anschluss an die Ligation erfolgte die Inaktivierung der T4-DNA-Ligase fiir 15 min bei 65°C.
Zur Vermehrung der rekombinanten Plasmide wurden die Ligationsansitze in kompetente E.coli-
Zellen transformiert.

2.1.8 Transformation

Zur Vermehrung rekombinanter Vektoren, sowie zur Protein-Expression wurden Plasmid-
Konstrukte in kompetente E. coli-Zellen transformiert, in denen die Plasmid-DNA unabhéngig von
der chromosomalen DNA repliziert wird. Auf diese Weise lassen sich grole Mengen der DNA-
Konstrukte bzw. der exprimierten Proteine gewinnen. Zur Vermehrung rekombinanter Plasmide
wurde standardméBig der E.coli-Stamm DHS5a oder XL1-Blue verwendet, fiir Proteinexpression
der Stamm BL2I1(DE3)pLysS. Die Bakterienstimme wurden als kompetente Zellen von den
entsprechenden Herstellerfirmen bezogen.

Tabelle 2.13: verwendete E.coli-Stimme

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

DHS5a F- ¢80lacZ.M15 .(lacZY A-

(subcloning Efficiency competent argF)U169 recAl endAlhsdR17(rk-, - ja

Cells, Invitrogen) mk+) phoA

supE44thil gyrA96rel A1\~

XL1-Blue recAl endAl gyrA96 thi-1 hsdR17

(Subcloning-Grade Competent supE44 relAl lac [F” proAB Tetracyclin ja

Cells,Stratagene) laclqZ.M15 Tnl0(Tetr)].

BL21(DE3)pLysS F- ompT hsdSB(rg'mg’) gal dem Chloramphenicol ja

(competent Cells, Novagen) (DE3) pLysS (CamR)

2.1.8.1 Transformation kompetenter E.coli-Zellen und Selektion auf Transformanten
Fir die 25 ul 10 ul
Ligationsansatz/rekombinanter Plasmid-DNA pipettiert und der Ansatz vermischt. Die Ansitze

Transformation wurden je kompetente  E.coli-Zellen zu
wurden 20 Minuten in einem Eisbad inkubiert, fiir 60 sek einem kurzen Hitzeschock bei 42°C
ausgesetzt und anschlieBend fiir 2 Minuten in einem Eisbad gekiihlt. Diese Behandlung ermoglicht
es der DNA in die Zelle einzudringen. Nach Zugabe von je 0,4 ml vorgewidrmten LB-Medium

wurden die Transformations-Anséitze fiir eine Stunde bei 37°C inkubiert, um sicherzustellen, dass
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die Plasmide ihre Eigenschaften wie Antibiotika-Resistenz phénotypisch ausprigen konnen.
Anschlielend wurden die Bakterien auf einem selektiven Medium ausplattiert und iiber Nacht bei
37°C inkubiert. Als Selektivmedium dienten LB-Agarplatten, die je nach transformiertem Vektor
das entsprechende Antibiotika enthielten (100 pg/ml Ampicillin bei pGADT7/pGEM-TEasy; 50
pg/ml Kanamycin bei pGBKT7). Auf dem Selektivmedium konnen nur E.coli-Zellen wachsen, die
durch Aufnahme des rekombinanten Plasmids eine Antibiotika-Resistenz erworben haben. Die
Zellen eines Ansatzes wurden auf je 2 Agarplatten ausplattiert. Auf eine Platte wurden 100 ul
ausgespatelt, auf die zweite der Rest des Ansatzes, der durch Zentrifugation (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 gewachsenen Transformanten
das rekombinante Plasmid enthalten. Hierzu wurde zuerst durch Plasmid-Préiparation das Plasmid
aus den Transformanten isoliert. Die Analyse der Plasmid-DNA auf Inserts erfolgte anschliefend
durch einen analytischen Restriktions-Verdau mit entsprechenden Restriktionsendonukleasen und

Sequenzierung.

2.1.9 DNA-Sequenzierung und Analyse

Die Sequenzierung rekombinanter Plasmid-DNA und PCR-Produkte wurde von der Firma MWG
Biotech AG (http://www.mwg-biotech.com) durchgefiihrt. Hierzu wurden 1 pug Plasmid-DNA bzw.
20 ng PCR-Produkt/100 bp in einem 1,5 ml Gefall eingetrocknet. StandardméBig wurde zur
Sequenzierung der T7-Primer verwendet. Sofern kein passender Primer angeboten wurde, vor
allem zur Sequenzierung von PCR-Produkten, wurden eigene Primer mit eingesandt (10 ul pro
Sequenzierung in einer Konzentration von 10 pMol/ul). Die Analyse der Sequenzierergebnisse
erfolgte mit Hilfe der DNAstar-Software 4.00 (DNASTAR Inc., Madison, USA) und durch
Datenbank-Recherche mit der Nucleotid-nucleotid BLAST Funktion (blastn) auf der NCBI-
Homepage (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLASTY/).

2.1.10 RNA-in situ-Hybridisierung

Mit der Technik der in situ Hybridisierung kann die Expression einer mRNA einzelnen Zellen im
Gewebeverband zugeordnet werden. Im Rahmen dieser Arbeit wurde die in situ-Hybridisierung zur
Detektion der RNA des epididiymalen Gens-Transkipts €9-2 (Me9, NM_178243) in
Paraffinschnitten des Maus-Nebenhodens angewandt. Die Detektion der RNA im Gewebe erfolgte
durch Bindung Digoxigenin-markierter einzelstringiger cRNA-Molekiile (Sonden) an
komplementire Zielsequenzen und die Visualisierung durch alkalische Phosphatase-konjugierte
Anti-DIG-Antikorper, sowie Umsatz des NBT/BCIP-Substrates durch die Phosphatase in ein blau-
violettes Prizipitat. Der experimentelle Ablauf der in situ Hybridisierung gliedert sich in folgende
Schritte: Herstellen der Sonde, Herstellung und Vorbehandlung des histologischen Préparates,
Hybridisierung, Waschungen und Detektion.

Fiir die Me9-Sonde wurde zunichst eine 539 bp Sequenz aus dem Me9-ORF per PCR amplifiziert
und iiber 5°-A-Uberhiinge in den Transkriptionsvektor pGEM-TEasy kloniert. In Tabelle 2.14 sind
die verwendeten Primer sowie die Grofle des amplifizierten PCR-Produktes aufgelistet.

Tabelle 2.14: Primer und PCR-Produkte zur Herstellung einer Me9-Sonde fiir RNA-in situ-Hybrdidisierung

Primer-Name Primer-Sequenz Amplifiziertes Produkt
Me91-SP6-for 5-ATG GGC AAG GTA CGG CAA ATG T-3 539 bp (bp 178-717) aus Me9
Me91-SP6-rev 5-CAG AGA AAG TGG TGG CGA ACG- 3 (NM_178243)
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Durch in vitro-Transkription mit dem DIG RNA Labeling Mix von Roche entsprechend den
Herstellerangaben wurden Digoxigenin-11-dUTP-markierte Me9 cRNA-Sonden hergestellt.
Hierbei erfolgte das gerichtete Umschreiben der cDNA aus dem Transkriptionsvektor in sense und
anti-sense-cCRNA durch T7- bzw. SP6-RNA-Polymerasen.

Paraffinschnitte (7 mm) des Maus-Epididymis wurden nach Pusch et al. (2000) durch
Entparaffinieren, saure Hydrolyse, Proteinase K-Behandlung und Acetylierung fiir die in situ-
Hybridisierung vorbereitet. Um unspezifische Signale auf dem Prédparat zu minimieren, erfolgte vor
der eigentlichen Hybrisisierung eine Prihybridisierung der Schnitte fiir 3 h bei 52°C mit einem
Prihybridisierungsgemisch. AnschlieBend folgte tiber Nacht bei 52 °C die Hybridisierung mit
sense- und anti-sense Me9 cRNA-Sonden im Hybridisierungsmix. Am néchsten Tag wurden die
Schnitte zweimal fiir je 10 min in 2 x SSC gewaschen. Zur Reduzierung des Hintergrundsignals
wurden einzelstringige, nicht-hybridisierte Sonden durch stringentes Waschen der Priparate fiir 10
min bei 60°C in Hybridisierungspuffer und 30 min RNase A-Verdau bei 42°C entfernt. Nach
erneutem Waschen fiir 3 min in 2 x SSC und 15 min bei 52 °C in 0,1 x SSC wurden die Priparate
fir 1 h mit 20 % normalem Schafserum blockiert. Zur Detektion hybridisierter Sonden wurden die
Priparate iiber Nacht bei 4°C mit einem alkalischen-Phosphatase-konjugiertem Anti-DIG-
Antikorper aus Schaf (Roche, Verdiinnung 1:500 in 1% Schafserum) inkubiert. Ungebundene AK
wurden am nichsten Tag durch Waschen in Waschpuffer entfernt. Die Visualisierung der cRNA-
Antikorperkomplexe erfolgte mit dem Alkaline Phosphatase Substrate Kit IV (Vector Laboratories)
nach Herstellerangaben mit NBT/BCIP als Substrat im Dunkeln bei Raumtemperatur iiber Nacht.
Die Farbentwicklung wurde am néchsten Tag durch 10 min Inkubation in Stopp-Puffer gestoppt.
Die in situ hybridisierten Priparate wurden an einem Hellfeld-Mikroskop (Nikon) analysiert und
mit einer Leica DC 300 Digitalkamera (Leitz) dokumentiert.

Tabelle 2.15: Puffer und Reagenzien fiir RNA-in situ Hybridisierung

Puffer Zusammensetzung

Prihybridisierungsgemisch | 20 mM Tris-HCL, pH 7,5, 0,3 M NaCl, 1 mM EDTA, 100 mM DTT, 50 % Formamid, 1 x
Denthardt’s, 100 pg/ml Poly A, 500 pg/ml hs-DNA, 500 pg/ml t-RNA

Hybridisierungsmix 20 mM Tris-HCI, pH 7.5, 0,3 M NaCl, 1 mM EDTA, 100 mM DTT, 1 x Denthardt's, 500
pg/ml hs-DNA, 100 pug/ml Poly A, 500 pg/ml t-RNA, 50 % Formamid, 10 % Dextransulfat,
250 ng Sonde

Hybridisierungspuffe 0,3 M NaCl, 50 % Formamid, 20 mM Tris-HCI, pH 7,5, ImM EDTA, 10 mM DTT

RNase A-Verdau 0,5 M NaCl, 10 mM Tris-HCL, pH 7,5, 1 mM EDTA, 0,1 mg/ml RNase A

20% normal Schafserum 0,1 M Tris-HCI, pH 7,5 0,15 M NaCl, 20 % Schafserum

Waschpuffer 2 mal 15 min in 0,1 M Tris-HCI, pH 7,5 0,15 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, Milz, Gehirn, Testis, Nebenhoden)
sowie humane Gewebeproben von Hoden mit unterschiedlichen Spermatogenese-Stérungen
verwendet. Die humanen Gewebe (ca. 30 mg) wurden in MEM-Medium iiberfiihrt und direkt
weiterverarbeitet oder ldangerfristig bei -80°C in einem Cryoprotektivum gelagert. Die
Rattengewebe stammten aus Sprague Dawley Ratten (Rattus norvegicus L.) der Firma Charles
River Inc. Die Gewebe wurden nach Entnahme unmittelbar in fliissigem Stickstoff schockgefroren
und bis zur Verwendung bei -80°C gelagert.

Zur Herstellung der Gewebelysate wurden pro 30 mg Gewebe 100 ul Lysispuffer zugegeben und
das Gewebe 3-mal fiir je 10 sek auf Eis mit dem UltraTurrax homogenisiert. Die Lysate wurden

anschliefend fiir 30 min bei 4°C auf einem Mischer inkubiert und Zellfragmente durch
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Zentrifugation (30 min, 4°C, 13000 rpm) abgetrennt. Der klare Uberstand wurde abpippetiert und
in ein neues Reaktionsgefdl tiberfiihrt. Zur Bestimmung des Proteingehalts wurde der BioRad

Protein-Assay nach Bradford eingesetzt. Die Lagerung der Lysate erfolgte bei -80°C.

Tabelle 2.16: Gewebelysispuffer

Reagenz Menge f.c.
Tris HCL, pH 7.8, IM 5ml 10 mM
EDTA, 0,5 M 100 pl 1 mM
DTT, IM 25 ul 0,5 mM
NaCl, 3M 1 ml 50 mM
NP-40 0,2 ml 0.4 %
NaDOC, 10% 1 ml 0,2 %
10 % SDS 200 pl 0,04 %
ddH20 ad 50 ml
pro 10 ml wurde 1 Protease-Inhibitor-Tablette zugegeben

2.2.2 In vitro-Translation

Die in vitro-Transkription und Translation erfolgte entsprechend den Herstellerangaben mit dem
TNT®-T7 Quick Coupled Transcription, Translation System (Promega) in einem Kaninchen-
Reticulozytenextrakt-Reaktions-Mastermix. Dieses System hat den Vorteil, dass Transkription und
Translation gleichzeitig in einem Reaktionsgefdl stattfinden. Der Reticulozyten-Mastermix enthilt
neben dem Reticulozytenextrakt, welcher alle fiir die Translation benétigten makromolekularen
Komponenten enthidlt (70S oder 80S-Ribosomen, tRNAs, Aminoacyl-tRNA Synthetase,
Inititations-, FElongations- und Terminations-Faktoren etc.) auch T7-RNA-Polymerase und
Nukleotide fiir die Transkription der RNA sowie RNase Inhibitoren und freie Ionen. Als
Expressionsvektoren wurden die Plasmide pGBKT7 und pGADT7 verwendet. In diese wurde
cDNA der zu translatierenden Gene downstream des T7 Promotors und einer c-myc-Epitop-
Sequenz (im Vektor pGBKT?7) bzw. einer HA-Epitop-Sequenz (im Vektor pPGADT) einkloniert, so
dass mit Hilfe der T7-RNA-Polymerase Transkripte generiert werden konnen. Die transkribierte
mRNA aus pGBKT7-Plasmiden wird anschlieend in das kodierte Protein mit N-terminalem c-
myc-Epitop-Tag translatiert bzw. die mRNA aus pGADT7-Plasmiden in das codierte Protein mit
N-terminalem HA-Epitop-Tag. Die translatierten Proteine konnen so iiber c-myc- oder HA-
Antikorper detektiert werden, ohne dass ein Protein-spezifischer Antikorper benotigt wird.

Fiir eine Reaktion wurden 40 pl des TnT Quick Mastermixes mit 1 ug Plasmid-DNA und 1 pl 1
mM Methionin versetzt und der Ansatz mit nukleasefreiem Wasser auf 50 ul aufgefiillt (siehe
Tabelle...). Die in vitro Translation erfolgte fiir 60-90 min bei 30°C. Zur Uberpriifung der in vitro-
Translation wurden 5 pl des Ansatzes per SDS-PAGE aufgetrennt, auf eine Membran geblottet und
die translatierten Proteine immunologisch mit c-myc monoklonalem Antikorper (BD Biosciences)

bzw. HA High Affinity monoklonalem Antikorper (Roche) nachgewiesen.

Tabelle 2.17: in vitro Transkriptions/Translations-Ansatz

Reagenz Menge f.c.
Reticulozytenlysat 40 ul -
Methionin (1mM) 1 ul 0,02 mM

Plasmid-DNA X ul lug
ddH,0, Nuclease frei ad 50 pl -

2.2.3 Proteinbestimmung nach Bradford

Die quantitative Bestimmung des Proteingehaltes in Lysaten und Lésungen wurde in Anlehnung an
die Proteinbestimmung von Bradford [Bradford, 1976] durch Extinktionsmessung bei A=595 nm
mit dem Ultrospec 3000 UV/Visible Spectrophotometer, (Pharmacia Biotech) ermittelt. Diese
Methode beruht auf der Bindung des Triphenylmethan-Farbstoffes Coomassie-Brilliant-Blau G-
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250 an Proteine und der photometrischen Absorptionsmessung. Coomasie-Brilliant-Blau bildet in
saurer Losung mit den kationischen als auch mit den nichtpolaren, hydrophopen Seitenketten der
Proteine Komplexe. In ungebundener Form hat der rotgefirbte Farbstoff ein Absorptionsmaximum
bei 470 nm. Durch die Komplexbildung mit Proteinen wird der Farbstoff in seiner blauen,
unprotonierten, anionischen Sulfatform stabilisiert und das Absorptionsmaximum verschiebt sich
auf 595 nm. Die Zunahme der Absorption bei 595 nm ist ein MaB fiir die Proteinkonzentration der
Losung. Die Detektionsgrenze dieser Methode liegt bei 1-20 ug/ml. Fiir die Messung wurde 1 pl
Probe in 99 ul Tris/EDTA-Puffer (10 mM Tris-Cl pH 7,5, ImM EDTA) verdiinnt. Die kdufliche
Proteinassay-Stammlosung (BioRad) bestehend aus Farbstoff, Ethanol und Phosphorsidure wurde
1:5 verdiinnt, und jeweils 1 ml zu den 100 pl der verdiinnten Probenlosung gegeben. Nach 10 min
Inkubation bei RT wurde die Absorption bei 595 nm im Spektralphotometer gemessen. Zur
Bestimmung der Proteinmenge diente eine bei jedem Versuchsansatz mitgefiihrte Eichreihe aus
Rinderserumalbumin (BSA) im Bereich von 0 bis 20 ug BSA/ml.

2.2.4 Diskontinuierliche SDS-Polyacrylamidgel-Elektrophorese

Zur Auftrennung von Proteingemischen wurde die eindimensionale Gelelektrophorese unter
denaturierenden Bedingungen nach Laemmli [1970] verwendet, bei der Proteine in Gegenwart von
0,1 % (w/v) SDS aufgrund ihres Molekulargewichts getrennt werden. Mit Hilfe des Detergenzes
SDS werden Tertidr- und Quartérstrukturen von Proteinen zerstort und diesen entsprechend ihrer
Peptidkettenlidnge eine dquivalente negative Ladung angelagert (ca. 1,4 g SDS pro g Protein), so
dass die Eigenladung der Proteine maskiert wird und anionische Mizellen mit konstanter
Nettoladung pro Masseneinheit entstehen. Die einheitliche negative Ladung ermoglicht die
Auftrennung der Proteine entsprechend ihrer molekularen Masse im Polyacrylamidgel in einem
elektrischen Feld. Die Laufstrecke der denaturierten Proteine im Gel ist von der Motilitéit der SDS-
Protein-Komplexe in der Acrylamid-Matrix abhingig und proportional zum Logarithmus der
Proteinmasse. Eine GroBenanalyse/Quantifizierung der aufgetrennten Molekiile erfolgt durch
Vergleich der mit im Gel aufgetragenen Standardproteine bekannter Grofle oder Menge.

Verwendet wurde die diskontinuierliche SDS-PAGE, welche sich zur Auftrennung von Proteinen
mit Massen von 10-200 kDa eignet. In diesem Gelsystem werden die Proteine in einem kurzen
Sammelgel mit groBer Polyacrylamidporen-Weite bei pH 6,8 konzentriert und anschliefend in
einem ldngeren Trenngel mit geringerer Porenweite bei pH 8,8 aufgetrennt. Zum Einsatz kamen
Polyacrylamid (PAA)-Gele mit einem 6 %igen Sammelgel und 12 oder 15 %igen Trenngel. Die
Zusammensetzung der SDS-PAGE-Gele sowie des SDS-Laufpuffers sind in Tabelle 2.18
aufgelistet. Nach Auspolymerisation wurde das Gel in der Elektrophoreseapparatur fixiert, die
obere und untere Kammer mit SDS-Laufpuffer gefiillt und die Geltaschen mit den Proben befiillt.

Tabelle 2.18: Zusammensetzung eines 6 %igen Sammelgels, 12 % und 15 % Trenngels und des SDS-Laufpuffers

6 % Sammelgel (10 ml) Trenngel (10 ml) 10 x Laufpuffer
Reagenz Menge Reagenz 12% 15% Reagenz Menge
Acrylamidmix * 1,7 ml Acrylamidmix * 4 ml 5 ml Glycin 144¢g
1M Tris, pH 6,8 1,25 ml 1,5 M Tris, pH 8,8 2,5 ml 2,5 ml Tris 30¢g
10 % SDS 0,1 ml 10 % SDS 0,1 ml 0,1 ml SDS 10g
10 % APS 0,1 ml 10 % APS 0,1 ml 0,1 ml ddH,0 ad 11
TEMED 0,01 ml TEMED 4 ul 4 ul
ddH,0 6,8 ml ddH,0 3,3ml 2,3ml

*Acrylamidldsung (30% Acrylamid, 0,8 % Bisacrylamid, 37,5:1) rotiphorese® Gel 30

Zur Auftrennung kleiner Proteine, wie Profilinen (14 kDa) aus komplexen Gewebelysaten wurden

fertige 4-12 %ige NuPage®Novex Bis-Tris Gradientengele (Invitrogen) eingesetzt. Diese Gele
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weisen einen Gradienten ansteigender Polyacrylamidkonzentration auf und trennen einen viel
weiteren Bereich an Proteinen auf als uniforme Gele. Die Proteinbanden werden dabei besonders
im niedermolekularen Bereich schirfer getrennt. Im Unterschied zu Gelen mit einheitlicher
Polyacrylamidkonzentration werden Proteine im Gradientengel zwischen 10 und 200 kDA linear
aufgetrennt. Fiir optimale Ergebnisse wurde die Elektrophorese mit dem NuPAGE MES SDS-
Running Buffer (Invitrogen) durchgefiihrt.

Die Proben wurden vor dem Auftragen auf das PAA-Gel im Verhiltnis 1:3 mit 3xProtein-Proben-
puffer versetzt und 5 min bei 95°C hitzedenaturiert. Dithiothreitol (DTT) bewirkt eine Reduzierung
von Disulfidbriicken in den Polypeptiden. Es wurden jeweils 40-80 pg Protein in 10-50 pl
Volumen eingesetzt. Als GroBenstandard wurde zusétzlich zu den Proteinproben ein Molekular-
gewichtsmarker mit auf das Gel aufgetragen. Die Auftrennung der Proben erfolgte fiir 2-4 Stunden
bei 90 Volt. Die Detektion der Proteine in den Polyacrylamidgelen erfolgte durch Coomassie Blau-

Fiarbung oder immunologisch durch Western-Blot-Analyse.

Tabelle 2.19: 3 x SDS-Protein-Probenauftragspuffer

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

2.2.4.1 Coomassie Blau-Firbung

Coomassie Brilliant Blau R-250 ist ein Farbstoff, der als tiefblauer Komplex unspezifisch an fast
alle Proteine bindet. Die Nachweisgrenze fiir die Farbung liegt im Bereich von 0,1-2 pg Protein pro
Bande [Schrimpf, 2002].

Das PAA-Gel wurde nach beendeter Elektrophorese fiir ca. 45 Minuten unter leichtem Schiitteln
bei Raumtemperatur in Coomassie Blau-Losung inkubiert. Die Firbelosung wurde abgegossen und
das Gel mit Entfirberlosung (Destain) auf einem Schiittler entférbt, bis der Hintergrund des Gels
farblos und nur noch die angefidrbten Proteinbanden zu sehen waren. Dazu wurde die Entférber-

16sung mehrmals gewechselt. Die Dokumentation der Gele erfolgte mit einer Digitalkamera.

Tabelle 2.20: Losungen fiir die Coomassie-Féirbung

Reagenz Firber Destain

Essigsidure 100 ml 100 ml

Methanol 500 ml 500 ml
Coomassie Brilliant Blue R-250 22¢g -

ddH,0 ad 11 400 ml

2.2.5 Western-Blotting

Durch Western-Blotting nach Towbin et al. [1979] wurden die gelelektrophoretisch aufgetrennten
Proteine iiber ein senkrecht zum Gel angelegtes elektrisches Feld aus der Polyacrylamidmatrix
eluiert und auf eine Nitrocellulose- oder PVDF-Membran transferiert. Bei diesem Vorgang wird
das an den Proteinen angelagerte SDS ausgewaschen, so dass die Proteine renaturieren und
teilweise ihre Sekundir- und Tertidrstruktur, nicht aber ihre Quartirstruktur, wieder einnechmen.
Die transferierten Proteine konnen dadurch von spezifischen Antikorpern erkannt und detektiert
werden [modifiziert nach Burnette, 1981]. Weil die Renaturierung nicht vollsténdig ist, konnen bei
Verwendung monoklonaler Antikorper, die spezifisch nur ein Epitop erkennen, jedoch Probleme

auftreten.
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2.2.5.1 Gel-Blot: Elektrophoretischer Transfer im Semi-Dry- und Tank-Blot-Verfahren

Der Transfer der Proteine auf eine proteinbindende Membran fiir eine anschlieBende Antikorper-
Detektion erfolgte unmittelbar nach Abschluss der Gelelektrophorese im Semi-Dry-Verfahren
[Khyse-Andersen, 1984] mit einem Semidry-Transfergerit (Pegasus Modell S, Phase GmbH).
Hierfiir wurde wie in Abbildung 2.1 dargestellt auf der unteren Elektrodenplatte (Kathode) des
Transfergerites ein Sandwich aus Semi-Dry-Puffer-getrinkten Filterpapieren, Polyacrylamid-Gel,
Blotting-Membran und feuchten Filterpapieren luftblasenfrei aufgebaut. Nach Auflegen der oberen
Elektrodenplatte (Anode) und des Schutzdeckels wurde der Blotting-Vorgang fiir 1,5 Stunden bei
1-1,2 mA/cm? Filterpapierfldche durchgefiihrt. Kéuflich erworbene NuPage-Gele wurden teilweise
auch mit dem fiir die Gele kompatiblen XCell Il Blot-Modul (Invitrogen) im Tank-Blot-Verfahren
geblottet. Hierbei wurde nach Herstellerangaben ein Sandwich aus Filterpapier, Proteingel und
Membran auf der Kathode aufgebaut, die Anode aufgesetzt und das komplette Modul in einer
XCell Sure Lock™ Mini Cell Proteinkammer (Invitrogen) festgeklemmt und mit NuPAGE
Transferpuffer aufgefiillt. Der Blotting-Vorgang erfolgte fiir 1 Stunde bei 30 Volt. Als Blotting-
Membran wurde fiir beide Verfahren Polyvinylidenfluorid (PVDF) verwendet. PVDF besitzt eine
sehr hohe Proteinbindekapazitit von bis zu 600 pg/cm? und ein gute Signal/Hintergrund-
Verhiltnis, vor allem bei Chemilumineszenz-Detektionssystemen. Vor Verwendung wurde die
PVDF-Membran zur Aquibrilierung mit Methanol und Transferpuffer benetzt (10 Sek in MeOH, 5
min in ddH,0, 5 min in Semi-Dry-Puffer).

Tabelle 2.21: Semi-Dry-Puffer | Anode | +
Reagenz Menge f.c. ] E 1 3
Tris 581 g 48 mM 3 s
Glycin 293¢ 39 mM : :
s Kathod
Methanol | 200 ml 20% | amece |
ddH,0 ad 11 Abb 2.1: Aufbau des Semi-Dry-Blottes: 1: Filterpapiere,

2: Polyacrylamid- Gel, 3: Nitrocellulose- oder PVDF-Membran

2.2.5.2 Ponceau-S-Firbung

Die Effizienz des Blotting-Vorgangs wurde mittels der Ponceau-S-Firbung [Salinovich und
Montelaro, 1968] kontrolliert. Ponceau-S firbt unspezifisch Proteine mit einer Nachweisgrenze
von 5-15 ng Protein pro mm? an. Die Membran wurde in Ponceau-S-Losung (0,2 (w/v) Ponceau-S
in 3 % Trichloressigsidure) angefdrbt und anschlieend mit ddH,O entférbt, bis der Hintergrund der
Membran farblos war und nur noch die Proteinbanden rot erschienen. Nach Trocknen der
Membran wurden die Positionen der Markerproteine mit einem Bleistift markiert, da die
Markerproteine beim Antikorpernachweis nicht mehr sichtbar gemacht werden koénnen, und der
Blot wieder in TBS-Puffer vollstindig entfirbt.

2.2.5.3 Immunologische Entwicklung der Membranen

Die eigentliche Nachweisreaktion der transferierten Proteine auf der Membran erfolgte durch
spezifische Antikorperbindung. Vor Beginn der Antikérper-Nachweisreaktion wurde die Membran
fiir eine Stunde bei RT oder iiber Nacht bei 4°C abgesittigt. Dieses Blocken sollte iiberschiissige
Proteinbindestellen der Membran saturieren und eine unspezifische Bindung der Antikorper
verhindern. Das Blockingreagenz wurde in TBS-T (10 mM Tris, 137 mM NaCl, 0,1 % (v/v)
Tween20) verdiinnt und je nach Detektionsmethode gewéhlt: 1% Casein (Western Blocking
Reagent, Boehringer Mannheim) bei Verwendung von fluoreszenzmarkierten Zweitantikérpern
oder 5 % Trockenmilchpulver (ECL-Blocking Agent) bei Verwendung des ECL-Plus-Systems.
Durch die Blocking-Prozedur kénnen in seltenen Fillen schwach gebundene Proteine abgelost und
durch das Blockingreagenz ersetzt werden [Hoffmann & Jump, 1986, Hoffmann et al., 1991]. Um
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dies zu verhindern, wurden die Membranen vor dem Absittigen vollstindig getrocknet, was vor
allem bei PVDF-Membranen den Verlust an geblotteten Proteinen um bis zu 50% reduzieren soll
[Harlow & Lane, 1988]. Getrocknete PVDF-Membranen wurden vor dem Absittigen wieder mit
Methanol rehydratisiert. Im Anschluss an das Blocken wurde die Membran 3-mal fiir 15 min mit
TBS-T gewaschen, um ungebundenes Protein zu entfernen. Nach dem Absittigen folgte als
eigentliche Nachweisreaktion die Bindung des priméren Antikdrpers an transferierte Proteine. Der
primédre Antikorper wurde entsprechend den Angaben in Tabelle 2.22 in TBS-T mit 0,5 % (w/v)
Blockingreagent verdiinnt. Die Inkubation auf der Membran erfolgte in der Regel iiber Nacht bei
4°C. Nach Entfernen der Primér-Antikorperlosung wurde die Membran mit einem Liter TBS-T
gewaschen, um ungebundene Antikorper zu entfernen und anschlieBend fiir 1 Stunde unter
Schwenken in Sekundir-Antikorperlosung inkubiert, so dass ein Protein-1.Antikorper-
2.Antikorper-Komplex entsteht. Zur indirekten Visualisierung der Bindung tragen die Sekundér-
Antikorper eine Fluorophor- (CyS) oder Peroxidase (HRP)-Markierung. Nach Behandlung mit
Zweit-Antikorper wurde ungebundener Antikorper mit 1 Liter TBS abgewaschen und es erfolgte

die Visualisierung.

Tabelle 2.22: Primiire Antikorper fiir den Immunonachweis im Western Blot

Antikorper Spezifitit Host Verdiinnung Firma/Referenz
Anti-mPFN2aAS361 mProfilin2a: + Kaninchen 1:10000 M. Rothkegel, TU
AYSMAKYLRDSGF Braunschweig
Anti Profilin IIT Profilin 3: + Kaninchenl, 1:700 Obermann et al.,
EVGVLTGPDRHTFL d120, d135 2005
Anti-Profilin IV Profilin4: + Meerschwein, 1:500 Obermann et al.,
REGLYFKEKDYKC d120,d135 2005
VRADDYSLYAK
Polyclonal Profilin-Antibody Profilin 1: + Kaninchen 1:1000 Novus
Salazar et al., 1999
Monoclonal Anti-a-Tubulin, a-Tubulin Maus 1:500 Sigma
Clone DM 1A Blose et al., 1984
Anti-VASP antiserum M4 Human, Maus, Kaninchen 1:1500 - 1:3000 Reinhard et al.,
(immunoGlobe) Ratte VASP 1995
c-Myc Monoclonal Antibody c-Myc-Peptid Maus 1:500 — 1:1000 BDBiosiences
Evan et al., 1985
Anti-HA High Affinity monoclonal HA-Peptid Ratte 1:1000 Roche
antibody (clone 3F10) Wilson et al., 1984
Monoclonal Anti a-Smooth Muscle a-Aktin Maus 1:500-1:1000 SIGMA/
Actin Clone 1A4 Skalli et al., 1986
Anti-Actin (Ab-1) Mouse mAB Aktin —a,-B,-y Maus 1:5000-1:20000 Calbiochem
(JLA20) Thomas et al., 2000
Tabelle 2.23: Sekundiire Antikorper
Antikorper Spezifitit Host Verdiinnung Firma
Peroxidase-conjugated AffiniPure Kaninchen IgG Ziege 1:1000 Jackson
Fc-Fragment Goat Anti-Rabbit IgG ImmunoResearch
Peroxidase-conjugated AffiniPure Maus-IgG Kaninchen 1:1000 Jackson
Rabbit Anti-Mouse IgG (H+L) ImmunoResearch
Peroxidase-conjugated AffiniPure Ratte IgG Kaninchen 1:1000 Jackson
Rabbit Anti-Rat IgG (H+L) ImmunoResearch
Anti-Rabbit IgG (whole molecule) Kaninchen IgG Ziege 1:1000 Sigma
Peroxidae conjugated
Anti-Guinea pig IgG (whole Meerschwein IgG Ziege 1:1000 Sigma
molecule) peroxidase conjugated
Cy5-conjugated AffiniPure Goat Kaninchen IgG Ziege 1:1000 Jackson
Anti-Rabbit IgG (H+L) ImmunoResearch
Cy5-conjugated AffiniPure Donkey Meerschwein IgG Esel 1:1000 Jackson
Anti-Guinea-PiglgG ImmunoResearch
Cy5-conjugated AffiniPure Goat Kaninchen IgG Ziege 1:1000 Jackson
Anti-Rabbit IgG (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

CyS-markierte Antikorper-Komplexe auf der Membran wurden direkt mit dem Fluoroimager
Storm™860 (Molecular Dynamics) detektiert. Hierfiir wurde {iiber die Steuerungs-Software
Scanner control 5.0 die Funktion RedFluorescence gewihlt und 200 Micron (200 Datenpunkte /
cm) als Parameter fiir die PixelgroBe und 1000 PMT Voltage als Intensitit eingestellt. Der
Fluoreszenzfarbstoff Cy5 hat eine maximale Excitation bei 650 nm und Emission bei 670 nm.

Der Nachweis Peroxidase-konjugierter Antikorper auf den Western-Blots erfolgte mit dem ECL-
Plus Western-Blotting-Detection-Reagent (GE Healthcare) in einer immunochemischen Reaktion.
Hierzu wurden die Losungen A und B in einem Verhiltnis von 40:1 vermischt und 3-5 Minuten
unter leichtem schwenken bei RT auf der Membran inkubiert. Die Peroxidase oxidiert das in der
Detektionslosung enthaltene Substrat und produziert dabei ein Chemifluoreszenz-Signal mit einer
maximalen Excitation bei 430 nm und Emission bei 503 nm. Dieses Signal konnte mit dem
Storm™860 Fluoroimager unter der Funktionseinstellung BlueFluorescence mit 200 Micron und
1000 PMT Voltage eingesannt und detektiert werden. Die eingescannten ,,gel““-Dateien wurden mit
dem Programm Image Quant Version 5.0 gedffnet und bearbeitet. Den stédrksten Signalen (,,high*-
Wert) wurde Schwarz und den schwichsten Signalen (,,Jow*“-Wert) Weill zugeordnet, so dass ein
Graustufenbild entsteht. Die Bilddateien wurden anschlieend in ,,tif**-Dateien konvertiert.

2.2.6 Immunozytochemie

Die Immunozytochemie ist eine etablierte Standardmethode zum spezifischen Nachweis von
Proteinen in einzelnen Zellen, Zellkulturen und Geweben [Coons & Kaplan, 1950; Coons et al.,
1955]. In dieser Arbeit wurde die Methode fiir Lokalisationsstudien der Testis-exprimierten
Profiline III und IV, so wie zu Co-Lokalisationsstudien mit anderen spezifischen Proteinen auf
Ratten- und humanen Keimzell-Cytospin-Prédparaten genutzt, um so Hinweise auf physiologische
Zusammenhinge und Funktionen der Profiline zu erhalten. Die Methode lésst sich in drei Schritte
gliedern: Die Vorbehandlung der Préparate, die Inkubation mit spezifischen Antikorpern und die
Detektion der entstandenen Antigen-Antikdrper-Komplexe. Die Detektion der Proteine erfolgte

mittels fluoreszenzmarkierten Antikérpern und konfokaler Lasermikroskopie.

2.2.6.1 Gewinnung von Ratten-Keimzellen

Fiir die Gewinnung von Ratten-Keimzellen wurde frisches Hodengewebe ménnlicher Sprague
Dawley-Ratten (Rattus norvegicus L.) der Firma Charles River Inc. verwendet. Alle Tiere waren
geschlechtsreif und zwischen sieben und acht Monaten alt. Nach Toten der Tiere durch CO,-
Asphyxation wurden beide Hoden entnommen und in 32°C warmes PBS iiberfiihrt. Nach
vorsichtiger Entfernung der Kapsel wurden die Hoden in einem kleinen Petrischédlchen mit 5-10 ml
PBS mit einer spitzen Schere zerschnitten. Dabei quellen die Keimzellen aus dem Testisgewebe
heraus und sedimentieren zu Boden. Grolere Gewebestiickchen wurden aus der Losung entfernt

und die verbleibende Keimzellsuspension zur Herstellung von Cytospin-Préparten verwendet.

2.2.6.2 Gewinnung von humanen Keimzellen

Zur Herstellung von humanen Keimzellpriparaten wurden humane Gewebeproben mit
vollstidndiger Spermatogenese verwendet, da diese im Gegensatz zu Ejakulaten alle Keimzell-
stadien und Entwicklungsstufen (Spermatogonien, Spermatozyten, Spermatiden und reife
Spermien) beinhalten. Die Biopsien wurden nach der OP-Entnahme direkt in MEM-Medium
iiberfithrt. Im Labor erfolgte dann zur Herstellung einer Keimzellsuspension die mechanische
Zerkleinerung des Gewebestiickes durch Zerschneiden in 2 ml MEM. GréBere Bindegewebsstiicke

wurden entfernt und die Keimzellsuspension zur Herstellung von Cytospin-Préaparaten verwendet.
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2.2.6.3 Herstellung von Paraformaldehyd-fixierten Cytospin-Priparaten

Zur optimalen Erhaltung der morphologischen Strukturen erfolgte die Herstellung von
Keimzellpriparaten durch Cytospin-Zentrifugation und Paraformaldehyd-Fixierung. Fiir die
Zentrifugation wurden Cytofunnel-Kammern zusammen mit einem Filter auf Poly-L-Lysin-
beschichtete Objekttriger gespannt und pro Kammer mit 10-50 pl Keimzellsuspension und PBS ad
90 pl befiillt. Zur Fixierung der Zellen wurde anschlieBend Fixierlosung (16 % Paraformaldehyd,
12 % Sucrose) im Verhiltnis 1:4 zugefiigt, so dass eine Endkonzentration von 4 % Paraform-
aldehyd und 3 % Sucrose erreicht wurde. Durch Zentrifugation der Kammern fiir 4 min bei 800
rpm im Medium-Modus in der Cytospin3 wurden die Zellen auf den Objekttriger transferiert. Im
Anschluss an die Zentrifugation wurden die Objekttrager fiir 5-10 min luftgetrocknet und entweder

direkt weiter verarbeitet oder bis zur Fluoreszenzfirbung bei -20°C aufbewahrt.

2.2.6.4 Indirekte Immunfluoreszenz: Detektion der Proteine durch Antikorper

Vor Beginn der immunologischen Markierung mit Antikdrpern wurden die Cytospin-Priparate
dreimal fiir je 10 Minuten in PBS rehydriert. Anschlieend erfolgte eine Inkubation fiir 30 min in
5% Normal Goat Serum (NGS)/PBS bei Raumtemperatur, um unspezifische Antikorper-
Bindungsstellen durch einen Uberschuss mit NGS zu blockieren. Wihrend dieser Zeit wurden
Verdiinnungen der primédren Antikorper in 2 % NGS/PBS angesetzt. In Tabelle 2.24 sind die
verwendeten Antikorper und die eingesetzten Verdiinnungen aufgelistet. Die Inkubation mit dem
Erstantikorper erfolgte iiber Nacht bei 4 °C in einer feuchten Kammer. Nach dreimaligem Waschen
in PBS fiir je 10 min wurden die Prédparate mit dem fluoreszenzmarkierten sekundéren Antikorper
(1:100 in PBS mit 2 % NGS) fiir 60 min bei Raumtemperatur in einer lichtundurchlidssigen
Kammer inkubiert. Bei einer Doppel-immunfluoreszenz wiederholten sich die beiden Inkubationen
mit weiteren Erst- und Zweit-Antikorpern. Fiir eine gleichzeitige Markierung von Zellstrukturen
wurde der Zweitantikorperlosung DAPI, PNA oder Phalloidin zugesetzt. Im Anschluss an die
Antikorpermarkierung folgten drei Waschschritte mit PBS fiir je 10 min, um ungebundene
Antikorper von den Prédparaten zu waschen. Die Prdparate wurden in Fluoromount G eingedeckt
um das Ausbleichen zu reduzieren und am Laser-konfokalen Mikroskop ausgewertet.

Tabelle 2.24: Erstantikorper fiir die Inmunozytochemie; genauere Angaben zu den Antikorpern finden sich in Tabelle 2.22

Antikorper Spezifitit Host Verdiinnung

Anti PFN3 Profilin 111 Kaninchen 2 1:500

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

Tabelle 2.25: Fluoreszenzmarkierte Zweit-Antikorper fiir die Immunozytochemie
Es wurden jeweils Cyanin-markierte (Cy) Zweitantikorper aus Ziege verwendet, die Spezies-spezifisch gegen den
Erstantikorper gerichtet sind. Alle Cy-Zweitantikorper stammen von der Firma Jackson Immuno Research.

Zweit-Antikorper Verdiinnung Anregungs- Emissions- Farbe
maximum (nm) maximum (nm)
Cy2 (Carbocyanin)-markierte AK 1:100 492 508 Griin
Cy3 (Indocarbocyanin)-markierte AK 1:100 550 570 Rot

2.2.6.5 Fluoreszenzfirbung von Zellkern und Akrosom

Fiir eine Analyse der Morphologie und zur besseren Differenzierung der Zelltypen wurden
Zellkerne und Akrosomen sowie Aktinstrukturen der Keimzellen mit Fluoreszenzfarbstoffen
markiert. Fiir die Kernfirbung wurde der klassische DNA-Farbstoff DAPI verwendet, der
kleinen Furche von dsDNA bindet 1992]. Die
Akrosomenmarkierung erfolgte mit Hilfe eines Alexa Fluor®568-fluoreszenzmarkierten Lektins

bevorzugt in der [Tanious et al,

(Peanut agglutinin, PNA), das spezifisch an terminale B-Galaktosereste im Akrosom von Spermien
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bindet [Szasz et al., 2000]. Fir die F-Aktin-Markierung kam der Farbstoff Alexa-Fluor®546-
Phalloidin zum Einsatz. Phalloidin gehort zu den Phallotoxinen und bindet stéchiometrisch an F-
Aktinfilamente. Es zeigt kaum unspezifische Bindungen [Faulstich et al., 1988]. Die Anregungs-
und Emissionsmaxima der Fluoreszenzfarbstoffe sind in Tabelle 2.26 aufgelistet. Fiir die
Fluoreszenzfarbung wurden die Cytospin-Priparate 3 mal fiir 10 Minuten in PBS rehydriert und
anschlieend in einer feuchten Kammer fiir 30 min mit den Fluoreszenzfarbstoffen inkubiert. Bei
Cytospin-Priparaten, die bereits mit einem Erstantikorper behandelt wurden, erfolgte die
Inkubation zusammen mit dem Zweitantikorper fiir 1 h bei RT. Die Fluoreszenzfarbstoffe wurden
in folgenden Verdiinnungen in PBS mit 1 mM Ca®* und 0,5 mM Mg** angesetzt: PNA 10 ug/ml,
DAPI 1 pg/ml und Phalloidin 20 U/ml. Im Anschluss an die Fiarbung wurden die Priparate dreimal

fiir 10 min in PBS gewaschen und mit Fluoromount G eingebettet.

Tabelle 2.26: Fluoreszenzfarbstoffe fiir die Immunozytochemie

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

DAPI Zellkern/dsDNA 355 450 Blau

Alexa Fluor®568-PNA Akrosom 570 605 Rot

Alexa-Fluor®546-Phalloidin F-Aktin 546 573 Rot

2.2.6.6 Laser-konfokale Mikroskopie

Die Auswertung der fluoreszenzmarkierten Cytospin-Priparate erfolgte mit dem konfokalen
Lasermikroskop 7CS SL von Leica mit einem inversen Leica DM-IRE2-Stativ, das mit einer
Quecksilber-Dampflampe (Osram), einem Argon Laser (A = 458 nm, 488 nm, 514 nm) und einem
He-Ne-Laser (A = 543 nm) ausgestattet ist. Auf dem Stativ ist der Scankopf montiert, der einen
Lichtleiter, Linsen, Fluoreszenzfilter, dichroische Spiegel, zwei Photomultiplier (Detektor) sowie
die Scanvorrichtung enthilt. Die Laser dienen als Quelle fiir monochromatisches Anregungslicht.
Der punktférmige Laser-Lichtstrahl wird durch den Lichtleiter iiber einen dichroischen Spiegel
(transparent fiir das Anregungslicht und reflektierend fiir das emittierte Licht) in das Objektiv
geleitet und auf einen Punkt auf das Préparat fokussiert. Dadurch wird nur wenig Farbstoff {iber
und unter der Fokusebene angeregt, und in lateraler Ebene findet quasi gar keine Anregung statt.
Die entstehenden emittierten Fluoreszenzsignale kehren auf inversem Weg durch das Objektiv auf
den dichroischen Spiegel zuriick. Dieser leitet sie iiber ein Spiegelsystem zur Detektorlochblende
deren Breite die Schichtdicke der Konfokalebene bestimmt und auBerhalb der Fokusebene
entstammendes Fluoreszenzlicht abschirmt. Die Fluoreszenzsignale werden letztlich durch ein
Filtersystem von den Photomultipliern detektiert, an einen nachgeschalteten Computer weiter-
gegeben und als erstes Pixel einer Graphik gespeichert. Die automatische Rastereinrichtung des
Mikroskops richtet dann den Strahlengang des Lasers auf einen benachbarten Punkt in der Fokus-
ebene (x-Achse) und speichert ein weiteres Bildelement. Das System verfihrt so weiter, bis die
erste Zeile des Bildes, 512 Pixel, detektiert ist und springt dann in die zweite Zeile (y-Achse). Auf
diese Weise wird ein komplettes Bild der Fluoreszenzintensitit aus der Fokusebene erstellt.

Die Ansteuerung der Filter, Spiegel, Scanvorrichtung und der Laser sowie die Auswertung der
detektierten Fluoreszenzsignale erfolgten mit der zum System gehorigen Steuerungs- und
Auswertungs-Software Leica Confocal Software. Die Auswertung der fluoreszenzmarkierten
Préaparate erfolgte unter standardisierten Bedingungen und Einstellungen des Mikroskops mit
einem 40er Objektiv bei Raumtemperatur.
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2.3 Das Yeast Two-Hybrid-System — Arbeiten mit Saccharomyces cerevisiae

Das Yeast Two-Hybrid-System (Y2H) ermdglicht eine in vivo Identifizierung von Protein-Protein-
Wechselwirkungen in einem eukaryotischen Zellsystem [Fields & Song, 1989, Sherman, 1998].
Das Y2H-System wurde in dieser Arbeit zum einen zum Mustern von cDNA-Bibliotheken nach
Interaktionspartern fiir den HE6-Rezeptor sowie Profilin III und Profilin IV genutzt und zum
anderen zum Nachweis von Interaktionen zwischen zwei Proteinen, sowie zur Kartierung
interagierender Doménen in Proteinen. Verwendet wurde das Gal4 Matchmaker Two-Hybrid
System 3 von Clontech, welches die DNA-bindende-Domine (DNA-BD) und die
transkriptionsaktivierende Doménen (AD) des Gal4-Transkriptionsfaktors aus der Hefe
Saccharomyces cerevisiae nutzt. Diese beiden Dominen bilden in vivo eine zusammenhingende
Polypeptidkette und ergeben den funktionsfdhigen Hefe-Transkriptionsfaktor Gal4, der definierte
UAS (upstream activating sequences) erkennt und die damit assoziierten Reportergene durch
Rekrutierung der RNA-Polymerase aktiviert. Fiir das Y2H-System werden diese beiden Dominen
getrennt und auf unterschiedlichen Plasmiden mit unterschiedlichen Selektionsmarkern mit den zu
untersuchenden Proteinen als Fusionsproteine in S. cerevisiae exprimiert. Hierzu wurden die Hefe-
Expressionsvektoren pGBKT7 und pGADT7/pGADT7rec verwendet. Fusionsproteine mit der
Gal4-DNA-BD werden im Folgenden als Bait bezeichnet, Fusionsproteine mit der GAL4-AD als
Prey. Da die funktionellen Eigenschaften des Gal4-Transkriptionsfaktors bei einer physikalischen
Trennung der beiden Doménen erhalten bleiben [Ma & Ptahne 1988], lassen sich Interaktionen von
Bait und Prey iiber die Rekonstitution eines chimiren, funktionellen Gal4-Transkriptionsfaktors
durch enge rdumliche Assoziation nachweisen [Fields & Sternglanz, 1994]. Detektiert werden
Protein-Protein-Interaktionen im Matchmaker Two-Hybrid System 3 iiber die die transkriptionelle
Aktivierung der Reportergene HIS3, ADE2 und lacZ.

2.3.1 Hefestimme und Plasmide des Matchmaker Two-Hybrid Systems

2.3.1.1 Hefestaimme und Wachstumsbedingungen

Das Y2H-System arbeitet in der Hefe Saccharomyces cerevisiae. Die Expression von Proteinen
iiber Plasmide ist dhnlich einfach wie in Bakterien, jedoch ist das Hefe-Expressionssystem dem
hoherer Eukaryonten soweit dhnlich, dass auch aus Sduger-Genen funktionelle Proteine mit post-
translationalen Modifizierungen gebildet werden. Verwendet wurden in vorliegender Arbeit die
Hefestimme S. cerevisiae AH109 und Y187 aus dem Matchmaker Two-Hybrid System 3 der Firma
Clontech. Die Genotypen und Phinotypen der Hefestimme sind in den folgenden Tabellen
aufgelistet. Beide Stdmme sind auxotroph fiir Tryptophan, Leucin, Histidin, Adenin und Uracil.
Die Leucin- und Tryptophan-Auxotrophien kdnnen durch entsprechende plasmidkodierte Gene
(LEU2 auf pGBKT7, TRPI auf pGADT7) komplementiert werden und dienen zur Selektion der
positiven Transformanten. Die Gene HIS3, ADE2 und lacZ stehen unter Kontrolle des GALI-,
GAL2 oder MEL1-Promotors (3 verschiedene Promotoren zur Vermeidung falsch positiver Klone),
die durch den in den Hefen deletierten GALA4-Transkriptionsfaktor reguliert werden. Diese Gene
dienen im Y2H als Reporter der Transkription und somit als Selektionsmarker fiir Protein-Protein-
Interaktion, bei der ein aktiver Gal4-Transkriptionsfaktor rekonstituiert wird. Ein fiir das Y2H-
System ebenfalls wichtiger Faktor sind die unterschiedlichen Matingtypen der beiden haploiden
Hefestimme (AH109 = Mata, Y187 = Mata), die die Fusion zu einer diploiden Zelle initiieren.
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Tabelle 2.27: Genotypen der Hefestimme AH109 und Y187

S.cerevisiae Genotyp Reportergen | Transormations- | Referenz
Promotor Marker
Mata, , ura3-52, his3-200, ade2-101, 1ys2-801, trp1-901 | HIS3/GALI Trpl Harper et
AH109 leu2-3, 112, galdA, gal80 A, cyh2, LYS2::GALI yas- | ADE2/GAL2 Leu2 al., 1993;
HIS31ara-HIS3, MEL1 URA3::GAL1yss-GAlltara-lacZ | lacZ/MELI cyh2
Mata, ura3-52, his3-200, ade2-101, trp1-901, leu2-3, 112, Trpl Harper et
Y187 gal4A, met’, gal80A, URA3 : : GAL1yss-Gallara-lacZ, lacZ/GALI Leu2 al., 1993
MEL1

Tabelle 2.28: Phéinotypen der Hefestimme AH109 und Y187. SD: synthetisches Minimalmedium, -
Ade/Met/Trp/Leu/His:/Ura: ohne Adenin/Methionin/Tryptophan/Leucin/Histidin,/Uracil, YPDA: Hefevollmedium

S.cerevisiae--Stamm SD/-Ade SD/-Met SD/-Trp SD/-Leu SD/-His SD/-Ura YPDA
AH109 - + - ; - n n
Y187 - - - - R + T
2.3.1.2 Hefevektoren

Zur Herstellung von Fusionsproteinen mit der Gal4-AD bzw. -DNA-BD wurden die Hefe-
Expressionsvektoren pGBKT7 und pGADT7/pGADT7-Rec aus dem Gal4 Matchmaker Two
Hybrid System 3 (Clontech) verwendet. In Tabelle 2.29 sind die kodierten Gal4-Dominen und
Selektionsmarker der Plasmide aufgelistet. Die Vektoren pGADT7 und pGADT7-Rec
unterscheiden sich lediglich in der MCS. pGBKT7 und pGADT?7 enthalten zur Klonierung von
cDNA-Inserts eine MCS mit verschiedenen Restriktionsschnittstellen, von denen zur Klonierung
standardmiiBig die Restriktionsschnittstellen EcoRI, BamHI, Ndel oder Pstl genutzt wurden.
pGADT7-Rec besitzt lediglich die Schnittstellen EcoRI und BamHI, verfiigt jedoch zusitzlich iiber
SMART III- und CDS III-Sequenzen zum Einbringen von Inserts durch homologe Rekombination
(siche Abb. 2.2). Als Kontrollvektoren wurden pGBKT7-53 und pGADT7-T verwendet, die das
Protein p53 als Fusion mit der Gal4-DNA-BD bzw. das Large T-Antigen als Fusion mit der Gal4-
AD exprimierten. Diese beiden Proteine sind dafiir bekannt, dass sie auch im Y2H sehr stark
interagieren [Li & Fields, 1993, Iwabuchi et al., 1993]. Die verwendeten Vektoren besitzen eine
E.coli-ori, so dass die Plasmide zur weiteren Analyse in Bakterien amplifiziert werden konnen.
Zudem verfiigen sie iiber einen T7-RNA-Polymerase Promotor und ein ATG-Startcodon, so dass
durch in vitro-Translation Transkripte generiert und diese anschlieBend translatiert werden konnen.

Tabelle 2.29: Hefe-Expressionsvektoren

Vektor GroBe Beschreibung Epitop Hefe Bakterien-
Selektionsmarker | Selektionsmarker
pGBKT7 7,3kb | exprimiert Gal4 (.;47y DNA-BD- c-myc TRP1 Kanamycin
Fusionsproteine (Bait)
pGADT7 8 kb Exprimiert GAL4 (765.g31). AD- HA LEU2 Ampicillin
Fusionsproteine (Prey)
pGADT7-Rec 8 kb GALA4 (763.331) AD, wie pGADT7 HA LEU2 Ampicillin
pGBKT-53 8,3kb | exprimiert p53 mit Gal4-DNA-BD c-myc TRP1 Kanamycin
pGADT7-T 10 kb exprimiert SV40 large T-Antigen HA LEU2 Ampicillin
mit Gal4-AD
_ Hing I
i
GALY
y ey J mes
Illl pGBKT7 Tw&.aayr'wl-l‘{ 'L’,!'l‘."gs!-”
1 71.3kb |
)
N 2w SMART Il Sequence
w Kan 7\/ 20e8)
— — __-‘_:/\] | CDS Il Sequence
— - Hind 111
& c-Mye epitope tag = HA epitope tag 23511

Abb. 2.2: Die Hefevektoren pGBKT7, pGADT7 und pGADT7-Rec. MCS: multiple cloning site, Kan: Kanamycin-
Resistenz-Gen, Amp: Ampicillin-Resistenz-Gen, Papy;: S.cerevisiae Alkohol Dehydrogenase Promotor, Tapy;: S.cerevisiae
ADH1 Terminator, TRP1: Tryptophan-Reportergen, Leu2: Leucin-Reportergen, Pr7: T7-RNA-Polymerase Promotor, pUC ori:
Plasmid-Replikations Origin, 2u ori: Hefe Replikations-Origin
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2.3.1.3 Anzucht von Hefen und Hefe-Nihrmedien

Die S. cerevisiae-Stimme wurden nach etablierten Protokollen [Guthrie und Fink, 1991; Sambrook
et al., 1989] und Empfehlungen des Yeast Protocols Handbook [Clontech, Heidelberg, 2001]
kultiviert. Die Anzucht der untransformierten Hefestimme AH109 und Y187 erfolgte auf YPDA-
Vollmedium-Platten (siehe Tabelle 2.30). Um transformierten Hefezellen auf Auxotrophie-Marker
zu selektieren, wurden je nach Bedarf verschiedene Selektionsmangelmedien verwendet. Als Basis
fiir jedes Selektionsmedium diente ein synthetisches Minimalmedium (SD-Medium, Tabelle 2.31),
das die erforderlichen Kohlenstoff- und Stickstoffquellen bereitstellte. Durch Zugabe eines
Gemisches essentieller Aminosduren, Purin- und Pyrimidinbasen (DO-Zusitze, dropout; siehe
Tabelle 2.33), in dem jeweils auf die Komponenten verzichtet wurde, auf deren Synthese durch die
verwendeten Auxotrophie-Marker selektiert werden sollte, wurde das Medium den erforderlichen
Selektionsbedingungen angepasst. Die Anzucht der Hefestimme erfolgte fiir 3-6 Tage bei 30°C auf
festen Agarndhrboden mit 2% (w/v) Agar oder iiber Nacht bei 30°C und 200 rpm in fliissigem
Medium.

Tabelle 2.30: YPDA-Vollmedium.

* YPD-Medium enthiilt Peptone, Yeast-Extrakt, Dextrose und Glucose Tabelle 2.32: AS-Konz. in SD-Medium

Reagenz Menge Aminosiure f.c. in SD-Medien
YPD-Medium* (Clontech) 0g L-Tryptophan 20 mg/l1
0,2 % Adeninhemisulfat 15 ml L-Leucin 100 mg/1
Agar 20g L-Histidin 20 mg/l
= in 985 ml ddH,0 16sen und pH auf 6,5 einstellen L-Adenin 20 mg/l
= 15 min bei 121°C autoklavieren L-Arginin 20 mg/l
L-Isoleucin 30 mg/l
Tabelle 2.31: Synthetisches Minimalmedium (SD-Medium). L-Lysin 30 mg/l
#YNB (Yeast Nitrogen Base) ist eine Néhrstoffmischung aus Salzen, Vitaminen —
o . . L L-Methionin 20 mg/l
und Spurenelementen, enthélt aber keine C-Quelle und keine Aminosiduren -
L-Phenylalanin 50 mg/l
Reagenz Menge .
Yeast Nitrogen Base ohne Aminoséduren 6,7¢g L—Threor?m 200 mgfl
10 x DO-Lsung (siche Tabelle 2.33) 100 ml L-Tyrosin 30 mg/l
= den pH mit 10M NaOH auf 5,8 einstellen Urac1'l 20 mg/1
Agar (fiir feste Medien) | 20¢g L-Valin 150 mg/1
= 20 min bei 121°C autoklavieren; auf 55°C abkiihlen lassen
40 % Glucose | 50 ml
=  Glucose nach Abkiihlen hinzufiigen und Platten gief3en

Tabelle 2.33: 10 x DO-Losungen fiir SD-Selektionsmedien

10 x DO-Losungen enthalten alle essentiellen Aminosduren und Nucleoside, auer derjenigen AS, auf deren Synthese
selektiert werden soll. Zur Herstellung der 10 x DO-Losungen wurde die 10fach angegebene Menge DO-Supplement
(Clontech) in 1 1 H,O eingewogen, verriihrt und 15 min bei 121°C autoklaviert. Die Lagerung erfolgte bei 4°C. Da Clontech
kein LTA-DO-Supplement bietet, wurde zur Herstellung von 10 x DO-LTA 10 x DO-LTHA mit 10 xHis supplementiert.

Name SD-Medium Name Dropout Fehlende Aminosiure
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-Histidin
SD/-LTA 10xDO-LTA L-Tryptophan, L-Leucin, L-Adenin
SD/-LTHA 10xDO-LTHA L-Tryptophan, L-Leucin, L-Histidin, L-Adenin

2.3.1.4 Anlegen von Glycerol-Stocks

Die langfristige Lagerung der Hefezellen erfolgte mit 25 %-Glycerol bei -80°C. Fiir die
untransformierten Hefestimme AH109 und Y187 wurde ein YPDA-Glycerol-Gemisch verwendet.
Transformierte Hefezellen wurden in SD-Selektionsmedium mit Glycerol gelagert, um den
selektiven Druck auf das Plasmid aufrechtzuerhalten. Zum Anlegen der Glycerolstocks wurde eine
frische Hefekolonie mit einer sterilen Impfose von einer Platte entnommen, in 400 pul Medium
tiberfiithrt und durch kriftiges Vortexen resuspendiert. Nach Zugabe von 400 ul 50 %-Glyerol und
griindlichem Vermengen wurden die Stocks bei -80°C gelagert.
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2.3.2 Detektion von Interaktionspartnern im Yeast Two-Hybrid System

Das MATCHMAKER Two-Hybrid System von Clontech erlaubt die Isolierung von cDNAs, die
potentielle Interaktionspartner eines speziellen Proteins codieren. Die Detektion nach potentiellen
Interaktionspartner erfolgte dabei durch Mating des Mat a-Hefestamms AH109 welcher das Bait-
Protein mit der Gal4-DNA-BD enthielt, mit dem vortransformierten Mato-Hefestamm Y187,
welcher Prey-Proteine aus einer cDNA-Bibliothek als Fusion mit der Gal4-AD enthielt. Die beiden
Hefestimme mit unterschiedlichen Mating-Typen (MATa,MATa) verschmelzen zu einem
diploiden Hefestamm mit den Eigenschaften beider Stimme. Interagieren Bait und Prey in der
diploiden Zelle, so kommt es zur Rekonstitution eines funktionellen Gal4-Transkriptionsfaktors
und zur Expression der Reportergene.

2.3.2.1 Konstruktion der Bait-Plasmide

Um dasY2H-System zur Suche nach potentiellen Interaktionspartnern des HE6-Rezeptors, Profilin
III und Profilin IV zu nutzen, mussten die zu untersuchenden Proteine als Fusionsproteine mit der
Gal4-DNA-BD (Baits) im Hefestamm AH109 exprimiert werden. Fiir die Konstruktion der Bait-
Plasmide wurden die gewiinschten Sequenzen mit EcoRI und BamHI-Schnittstellen mittels PCR
amplifiziert, die PCR-Produkte mit EcoRI und BamHI geschnitten und anschlieBend gerichtet in
den Vektor pGBKT7 ligiert. Die Plasmid-Konstrukte wurden in E.coli amplifiziert und
aufgereinigt. Die Analyse der Plasmid-Konstrukte erfolgte mittels Sequenzierung. Die
rekombinanten Bair-Plasmide wurden anschlieBend fiir das Y2H-Screening in den Mat a-
Hefestamm AH109 transformiert. Die Selektion nach positiven Transformanten erfolgte auf SD/-T
Medium.

HEG6-Bait: Zur Detektion potentieller HE6-Bindungspartner wurde zum einen der ntrazellulidre
HE6-C-Terminus (bp 2804 bis 3214 von AF538954, 137aa) als Bait-Protein gewihlt, zum anderen
der dritte intrazelluldre Loop (bp 2587 bis 2665 von AF538954, 26aa) (Abbildung 1.8). Die PCR
erfolgte mit den Primern HE6-s7 und HE6-as1 fiir den C-Terminus sowie He6-s6 und He6-as3 fiir
den dritten intrazelluldren Loop auf humaner Nebenhoden-cDNA (siehe Primertabelle 2.3).

PFN III-Bait: Als PFN IlI-Bait wurde der ORF des Maus Profilin III (bp 59 bis 524 von
NM_029303) gewihlt. Die PCR erfolgte aus adulter Maus-Testis cDNA mit den Primern Eco-
mProf3-s und Bam-mProf3-as (siche Primertabelle 2.3).

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

2.3.2.2 Transformation von S. cerevisiae nach der Lithiumacetat-Methode

Zur Hefetransformationen wurde das Quick and Easy Transformation Protocol nach Gietz &
Woods (2002) verwendet. Mit Hilfe der Lithiumacetat-Methode [Ito et al., 1983; Rothstein, 1993]
konnen Hefezellen schnell und effizient transformiert werden, da ihre Zellmembran durch
Alkalimetallionen  kurzfristig fiir ringformige Plasmid-DNA permeabel wird. Die
Transformationseffizienz betriigt 10° bis 10° Transformanten pro pg Plasmid-DNA.

Von den Hefestimmen AH109 oder Y187 wurde je eine Kolonie pro Transformation mit einer
sterilen Impfose in 1 ml ddH,O iiberfiihrt und durch kréftiges Vortexen resuspendiert. Die Zellen
wurden durch Zentrifugation (10 sek, 2000 rpm) pelletiert und anschlieBend in 1 ml 100 mM LiAc
resuspendiert. Nach erneutem Pelletieren der Zellen erfolgte die Transformation mit Plasmid-DNA.
Hierzu wurden 240 ul 50 % (w/v) PEG, 36 ul 1 M LiAc, 50 pl denaturierte 2 mg/ml Lachssperma-
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DNA, 5 pl (100 ng-5 pg) Plasmid-DNA (pGBKT7 oder pGADT7) und 20 pl ddH,O ziigig in
genannter Reihenfolge auf die Zellen pipettiert und der Ansatz durch Vortexen gut gemischt. Es
erfolgte ein Hitzeschock fiir 120 min bei 42°C. Nach Abkiihlen auf Eis wurden die Zellen pelletiert
(10 sek, 13000 rpm 4°C), der Uberstand verworfen und das Pellet in 400 ul ddH,O resuspendiert.
Um transformierte Hefeklone zu selektieren wurde 400 pl einer 1:5-Verdiinnung des
Transformationsansatzes auf Selektivmedium ausplattiert. Hefezellen, die mit dem Vektor
pGBKT?7 transformiert wurden, wurden auf SD-Medium ohne Tryptophan (SD/-T) plattiert,
Transformanten mit dem pGADT7-Vektor auf SD-Medium ohne Leucin (SD/-L). Nur Klone, die
erfolgreich transformiert worden waren, konnten ihren Auxotrophiemangel kompensieren und auf
den SD-Selektionsplatten wachsen. Als Kontrolle wurde der restliche Transformationsansatz der
pGBKT7-Transformationen auf SD/-L bzw. die pGADT?7-Trasnformationsansitze 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 Phiinotyp-Test der Hefestiimme

Bevor die Bait-Konstrukte in den Mat a-Hefestamm AHI109 eingebracht wurden, war es
notwendig, dessen Phidnotyp zu kontrollieren, um in spiteren Y2H-Screens ein unspezifisches
Wachstum auszuschlieen. Auerdem wurden die beiden Kontrollstimme AH109[pGBKT7-53]
und Y187[pGADT?7-T] sowie diploide Zellen aus den entsprechenden Matings iiberpriift. Fiir den
Phinotyptest wurden die verwendeten Hefestimme auf verschiedene SD-Dropout-Medien
ausgestrichen und ihr Wachstum nach fiinf Tagen Inkubation bei 30°C protokolliert.

2.3.2.3.2 Test auf Toxizitiit der Baits

Um eine eventuelle Toxizitédt der exprimierten Bait-Proteine auf den Hefestamm zu testen, wurde
die Wachstumsrate zwischen Hefezellen, die mit dem Bait-Plasmid transformiert worden waren
und solchen, die den leeren Bait-Vektor pGBKT?7 trugen, in Fliissigkulturen verglichen. Ein
deutlich langsameres Wachstum des transfomierten Bait-Stammes wire ein Zeichen fiir eine
toxische Wirkung. Fiir den Wachstumsvergleich wurden je 5 ml SD/-T-Medium (Selektion auf den
Vektor pGBKT7) in 15 ml ReaktionsgefdBen mit je drei kleinen frischen Hefekolonien angeimpft,
die Zellen durch starkes Vortexen (1 min) resuspendiert und die Kulturen bei 30°C und 200 rpm
inkubiert. Die Kontrolle des Wachstums erfolgte zu unterschiedlichen Zeitpunkten (nach 6 h und
nach 24 h) durch Absorptionsmessung bei 600 nm gegen den Medium-Blindwert.

2.3.2.3.3 Kontrolle der Transkriptionsaktivitit durch die Baits

Eine Transkription der Reportergene (HIS3, ADE2, lacZ) darf erst im Fall einer Interaktion
zwischen Bait und Prey erfolgen und nicht autonom durch das Bait-Protein. Bevor die Bait-
Plasmide fiir ein cDNA-Bibliothek-Screening verwendet werden konnten, musste deshalb die
Transkriptionsaktivitit der Bait-Proteine iiberpriift werden. Daher wurden die Bait-Stimme
AHI109[pGBKT7-BaitX] auf den Selektionsplatten SD/-TH und SD/-TA ausgestrichen. Auf diesen
Medien konnen nur Kolonien wachsen, die die Tryptophan-Auxotropphie durch den Bait-Vektor
pGBKT7 kompensieren und autonom die Transkription der Reportergene HIS3 und ADE?2
aktivieren. Nach Inkubation fiir 5 Tage bei 30°C wurde das Wachstum kontrolliert. Bei diesen
Versuchen wurden stets Positiv- und Negativkontrollen mitgefiihrt.
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2.3.2.3.4 Untersuchung der Baits auf Interaktion mit der Gal4-AD

Bevor ein Screening mit einem Bait durchgefiihrt werden konnte, musste iiberpriift werden, ob das
Bait-Protein an die Gal4-AD bindet und so eine Aktivierung der Reportergene und Wachstum auf
den Selektionsmedien hervorruft. Hierzu wurde wie unter 2.4.1 beschrieben, ein Minimating
zwischen dem Bait-Hefestamm AH109 und dem mit dem leeren pGADT7-Vektor transformierten
Hefestamm Y187, welcher nur die Gal4-AD exprimiert, durchgefiihrt. Die Ansétze wurden auf SD-
Dropout-Medien ausplattiert und das Wachstum nach 5 Tagen Inkubation bei 30°C dokumentiert.
Um eine Bindung an die Gal4-AD auszuschlieBen, durfte lediglich Wachstum auf SD/-L, /-T und /-
LT stattfinden.

2.3.2.3.5 Test auf Beeinflussung der Mating-Effizienz

Um zu kontrollieren, ob das Bait-Protein einen negativen Einfluss auf die Mating-Effizienz besitzt,
wurde ein Kontrollmating mit dem transformierten Bait-Stamm und Kontrollstimmen
durchgefiihrt. Die Mating-Effizienzen sollten ungefdhr gleich sein und >2 % betragen. Fiir das
Kontrollmating wurde wie unter 2.4.1 beschrieben ein Minimating mit dem entsprechenden Bait-
Hefestamm AH109[pGBKT7-BaitX] und einem Prey-Hefestamm Y 187[pGADT7-T] durchgefiihrt.
Als Kontrolle dienten AH109[pGBKT7-53] und Y187[pGADT7-T]. Von den Matingansitzen
wurden nach Inkubation iiber Nacht bei 30°C mit 200 rpm 100 pl-Aliquots einer 1:100 und 1:1000-
Verdiinnung in 0,5x YPDA auf SD/-T, SD/-L- und SD/-LT-Selektionsplatten aufgebracht. Nach
Inkubation fiir 5 Tage bei 30°C wurden die haploiden Kolonien auf den Selektionsmedien SD/-T
und SD/-L, sowie die diploiden Kolonien auf SD/-LT gezéhlt und die Mating-Effizienz berechnet.

2.3.2.3.6 3AT-Test

Hefen des Stammes AH109 zeigen eine grundlegende schwache HIS3-Expression [Clontech,
1999]. Durch intrinsische DNA-Bindungseigenschaften des Bait-Proteins konnen die Bair-AH109-
Hefestamme eine leicht erhohte Expression des HIS3-Proteins (His3p) zeigen. Durch die Zugabe
von 3-AT (3-Amino-1,2,4-triazol), einem kompetetiven Inhibitor des HIS3-Proteins in Hefen, zum
Medium lassen sich geringe Konzentrationen von His3p inhibieren und ein Hintergrundwachstum
auf SD-Medium ohne Histidin (SD/-H) unterbinden [Fields, 1994, Durfee et al., 1993]. Da 3-AT
frisch transformierte Hefezellen abtoten kann, sollte stets die geringste Konzentration verwendet
werden, die notwendig ist, um das Hintergrundwachstum zu unterbinden. Um die optimale 3-AT-
Konzentration zu ermitteln, wurden die mit Bait-Plasmid transformierten AH109 Stamme auf SD/-
TH Platten mit unterschiedlichen 3-AT-Konzentrationen (0, 2, 6 und 10 mM) plattiert und fiir 7
Tage bei 30°C inkubiert. Es wurde fiir die Y2H-Versuche fiir die SD-Medien ohne Histidin die
3AT-Konzentration gewihlt, bei der nach einer Woche Inkubation bei 30°C gerade kein

Hintergrundwachstum zu erkennen war.

2.3.2.3.7 Test auf Expression der Bait-Proteine in S.cerevisiae

Um zu iiberpriifen, ob die Bait-Konstrukte auch tatséchlich in S. cerevisiae exprimiert werden,
erfolgte eine Proteinextraktion aus transformierten Baif-Kulturen mit anschlieBender Analyse der
Proteinextrakte auf die Bait-Proteine im Western-Blot. Die Lyse der Hefezellwand erfolgte mit
dem Detergenz-haltigen Yeast Protein Extraction Reagent (Y-PER®, Pierce) nach
Herstellerangaben bei Raumtemperatur, so dass eine aufwindige Urea/SDS-Zelllyse durch
mechanische Zerkleinerung mit Glasbeads bei 4°C vermieden werden konnte.

Die Proteinextraktion aus Fliissig-Hefekulturen erfolgte aus der spiten log-Phase. Hierzu wurden
zundchst in 5 ml SD/-T-Medium mit einer Bait-Kolonie (AH109/pGBKT7-Protein X)
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Starterkulturen angesetzt und diese 16-18 h bei 30°C und 250 rpm inkubiert, so dass die Kulturen
die stationire Phase erreichten (ODgyonm groBer 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 spite log-Phase
erreicht hatten (ODggoum bei 0,4 bis 0,6, Inkubationsdauer ca. 4-8 h). Nach Inkubation wurden die
Kulturen schnell herabgekiihlt und die Zellen durch fiinfminiitige Zentrifugation bei 4°C und 1000
x g pelletiert. Der Uberstand wurde verworfen, das Nassgewicht der Zell-Pellets ermittelt und diese
anschliefend in einem addquaten Volumen Y-PER (250 pl pro 50 mg) durch vorsichtiges auf und
ab Pipettieren gelost. Nach 20 Minuten Lyse bei RT unter leichtem Schwenken wurden
Zelltriimmer durch Zentrifugation (14000 x g, 10 min) sedimentiert. Aliquots der Uberstinde mit
den 16slich exprimierten Proteinen wurden in eine SDS-PAGE und anschlieBende Western-Blot
Analyse eingesetzt. Die Detektion der Bait-Proteine (Fusionsproteine aus Gal4-DNA-BD, c-myc-

tag und Protein X) erfolgte mit einem monoklonalem c-myc-Antikorper (BD Biosciences).

2.3.2.4 Y2H-Screening einer pri-transformierten cDNA-Bibliothek mittels Hefe-Mating

Die Suche nach potentiellen Bindungspartnern fiir die Baits HE6, Profilin III und Profilin IV in
AHI109 erfolgte entsprechend den Angaben im Matchmaker Gal4 Two-Hybrid System 3 &
Libraries User Manual [BD-Biosciences, 1999] durch Screening einer in Y187 vortransformierten
Testis cDNA-Bibliothek durch Mating. Die durchgefiihrten Library-Screens sowie die eingesetzten
Baits und Testis cDNA-Bibliotheken sind in Tabelle 2.34 aufgelistet. Im Folgenden ist die
standardisierte Durchfithrung eines Y2H-Library Screens beschrieben.

Eine groBle, frische Kolonie des Bait-Stammes AHI109[pGBKT7-X] wurde in 1 ml SD/-T
Fliissigmedium resuspendiert und in einen 500 ml-Erlenmeyerkolben mit 50 ml SD/-T {iberfiihrt.
Die Kultur wurde fiir 16-24 h bei 30°C und 250 rpm inkubiert. Am nichsten Tag wurde die ODgq
ermittelt. Lag diese iiber 0,8, wurden die Zellen fiir 5 min bei 1000 g in einem 50 ml
Reaktionsgefil pelletiert. Der Uberstand wurde abgegossen und das Zellpellet in 5 ml des
Uberstandes durch Vortexen resuspendiert. Ein 1 ml-Aliquot der Y187-Library-Kultur wurde im
Wasserbad bei Raumtemperatur aufgetaut und vorsichtig gemixt. 10 pl der Library-Kultur wurden
zur spéteren Titerbestimmung in ein separates Reaktionsgefif3 tiberfiihrt und auf Eis gelagert. Fiir
die Mating-Kultur wurden AH109/Bait und Y187/Prey in einem sterilen 2 I-Erlenmeyerkolben
vereint, 44 ml 2x YPDA/Kan hinzugefiigt und alles durch vorsichtiges Schwenken des Kolbens
vermengt. Der Mating-Ansatz wurde fiir 20-24 h bei 30°C und max. 50 rpm inkubiert. Hohere
Geschwindigkeiten hitten die Mating-Effizienz drastisch reduziert [BD-Biosciences, 1999]. Nach
22 h Inkubation erfolgte optional eine mikroskopische Kontrolle. Falls noch Zygoten (3fach-
gelappte Zellform aus den 2 haploiden, parentalen Zellen und der knospenden diploiden Zelle) zu
sehen waren, wurde die Kultur fiir weitere 4 Stunden inkubiert. Waren nur Einzelzellen zu
erkennen, erfolgte die Abzentrifugation mit 1000g fiir 10 Minuten bei 4°C. Der Kulturkolben
wurde 2-mal mit je 25 ml 2xYPDA/Kan ausgespiilt und das Medium zum Resuspendieren des
Hefepellets verwendet. Die Zellen wurden erneut zentrifugiert (1000g, 10 min, 4°C) und
anschliefend in 10 ml 0,5 x YPDA/Kan resuspendiert. Das Endvolumen wurde ermittelt und
notiert (Resuspensionsvolumen). AnschlieBend wurde der Mating-Ansatz wie folgt plattiert: Zur
Bestimmung der Matingeffizienz wurden je 100 pl einer 1:10, 1:100, 1:1000 und 1:10000
Verdiinnung auf SD/-L, SD/-T und SD/-LT-Agarplatten plattiert. Der verbleibende Mating-Ansatz
wurde zur Detektion nach Protein-Protein-Interaktionen in 200 pl-Aliquots auf 150 mm-Platten mit
entsprechendem Triple-Dropout (LTH oder LTA) oder Quadruple-Dropout (LTHA) SD-
Selektionsmedium ausplattiert. Die Platten wurden 8-21 Tage bei 30°C inkubiert und das Auftreten
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von Kolonien dokumentiert. Die Inkubation der Platten erfolgte iiber einen so langen Zeitraum, um
auch langsam wachsende Kolonien, die auf schwache Protein-Interaktionen hindeuten, die Chance
zum Wachsen zu geben.

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

Bait-Protein Library Selektionsmedium
HE6-C-Terminus BD-Matchmaker huTestis (in S.cerevisiae Y187, Mata.), SD/-LTH
HY4035AH, Lot #1030440
HESG6 dritter intrazelluldrer BD-Matchmaker huTestis (in S.cerevisiae Y187, Mata,), SD/-LTH/-LTHA
Loop HY4035AH, Lot #1030440
mProfilin II1 BD-Matchmaker mTestis (in S.cerevisiae Y187, Mata,), SD/-LTA
S3467, Lot#3090490
mProfilin IV BD-Matchmaker mTestis (in S.cerevisiae Y187, Mata,), 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 wurde ein 10 upl-Aliquot der
cDNA-Bibliothek in 1 ml YPDA/Kan aufgenommen (Verdiinnung A mit Verdiinnungsfaktor 107%)
und zusitzlich in 1 ml YPDA/Kan eine Verdiinnung B mit Verdiinnungsfaktor 10 angelegt.
Anschliefend wurden 50 ul und 100 pl der Verdiinnung B, sowie 10 ul der Verdiinnung A, welche
aufgrund des geringen Volumens zuvor mit 50 ul YPDA/Kan vermengt wurde, auf SD/-L
ausplattiert. Nach Inkubation der Platten fiir 3-5 Tage bei 30°C wurden die gewachsenen Kolonien
gezihlt und der Titer in cfu/ml (colony foming units/ml) mit Hilfe folgender Formel ermittelt:
Anzahl der Kolonien x 1000 ud / ml

cfulml =
ausplattiertes Volumen (ul) x Verdiinnungsfaktor

2.3.4.2 Berechnung der Mating-Effizienz und der Anzahl der Klone

Durch das Auszihlen der Kolonien auf den SD/-L, SD/-T und SD/-LT Platten konnte die Mating-
Effizienz und die Anzahl der getesteten Klone in einem Y2H-Library-Screen berechnet werden.
Dafiir wurden Platten verwendet, auf denen zwischen 30 und 300 Kolonien wuchsen. Die
Berechnungen erfolgten nach den Angaben des MATCHMAKER Manuals der Firma Clontech
[Clontech, 1999] mit folgender Gleichung:

cfu !/ ml diploide Klone auf SD/— LT

Mating — Effizienz % = -
cfu/ml limitierender haploider Partner auf SD/— L oder SD/—T

Die Anzahl der gescreenten Klone ergibt sich durch Multiplikation der 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 Klone wurden zur Kontrolle auf
ihre Echtheit, d.h. Transkription der beiden Reportergene HIS3 und ADE?2, sowie zur Etablierung
des korrekten Phénotyps auf niedrig stringente (SD/-LTH, SD/-LTA) und hoch stringente
Selektionsmedien (SD/-LTHA) passagiert. Dazu wurden die Kolonien mit einer sterilen Impfose
von der Original-Platte abgenommen und in je 200 ul SD/-LT resuspendiert. Von dieser
Zellsuspension wurden Ausstriche auf niedrig stringentem SD/-LTA oder SD/-LTH Medium
gemacht. Aus der restlichen Zellsuspension wurden Glycerol-Stocks angelegt und bei -80°C
gelagert. Nach Inkubation fiir 4-8 Tage bei 30°C wurden die Klone vom niedrig stringenten
Medium auf hoch stringentes SD/-LTHA-Medium passagiert. Es wurden nur diejenigen Klone

weiter analysiert, die sowohl die Histidin- als auch Adenin-Auxotrophie kompensieren konnten.
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2.3.3.2 p-Galaktosidase-Test

Zur Verifizierung wurde zusitzlich die Transkription des dritten Reportergens, lacZ, iiberpriift.
Hierfiir wurde das Yeast f-Galaktosidase-Assay Kit genutzt, dass die quantitative Bestimmung der
lacZ-Reportergenaktivitit und somit eine Aussage iiber das Maf} der Interaktion zwischen Bait und
Prey erlaubt. Grundlage des Assays ist die Messung der Enzymaktivitit der exprimierten B-
Galaktosidase im Hefezellextrakt iiber die Spaltung des chromogenen Substrates ONPG (o-
Nitrophenyl-p-D-Galactosid) [Guarente, 1983]. Die Spaltung von ONPG durch B-Galaktosidase
liefert auBer Galaktose das gelbe o-Nitrophenol als Produkt, dessen Absorption bei 420 nm
gemessen werden kann. Da das ONPG-Substrat in hohem Uberschuss angeboten wird, verhilt sich
die Menge von produziertem o-Nitrophenol proportional zur B-Galaktosidase-Aktivitdt [Miller,
1972]. Das Detektionslimit liegt bei ~ 3x10® Molekiilen [Serebriiskii & Golemis, 2000].

Aus 1-2 frischen Hefekolonien und 1 ml Y-PER wurde eine Zellsuspension hergestellt und die
ODggo ermittelt. Je 300 pl der Hefesuspension (3 Parallelen) wurden in ein klares Reaktionsgefa3
iiberfiihrt, mit 300 ul Assay-Puffer (enthdlt ONPG-Substrat) versetzt, durch Vortexen vermengt
und die Zeitmessung gestartet. Der Ansatz wurde bei 37°C im Wasserbad inkubiert und in 15-
miniitigen Intervallen auf eine sichtbare Gelbfiarbung iiberpriift. Trat in einem Zeitraum von 15
Minuten bis 6 Stunden eine sichtbare Gelbfirbung auf, so wurde die Reaktion durch Zugabe von
jeweils 240 ul Stopp-Puffer gestoppt und die Inkubationsdauer dokumentiert. Proben, die sich in
diesem Zeitraum nicht firbten wurden iiber Nacht inkubiert. Die Proben wurden zur Sedimentation
unloslicher Bestandteile abzentrifugiert (13000 rpm, 1 min) und die ODg,y des Uberstandes
spektralphotometrisch gemessen. Als Positivkontrolle dienten diploide Klone mit [pGBKT7-53]
und [pGADT7-T]. p53 und SV40 large T-Antigen zeigen sehr starke Interaktion. Als
Negativreferenz wurden diploide Klone mit SV40 T-Antigen [pGADT7-T] und dem HE6 C-
Terminus [pGBKT7-H21-21-1] mitgefiihrt, die keine Interaktion zeigten.

Die Berechnung der relativen B-Galaktosidase-Aktivitit erfolgte nach folgender Formel, die die
Zelldichte (ODg) und das eingesetzte Volumen der Kultur (V) zu Beginn des Versuchs sowie die
Absorption des Reaktionsproduktes o-Nitrophenol (ODg) und die Reaktionsdauer (t)
einkalkuliert:

OD420 y 1000

ODsoo tmin] X V [mi]

B —Gal Units =

2.3.3.3 Isolierung von Plasmid-DNA aus S. cerevisiae mit Lyticase

Die Plasmidisolierung aus Hefen erfolgte nach Lyticase-Behandlung durch alkalische Lyse,
Proteinfillung und anschlieBende Aufreinigung der DNA. Hierzu wurde das NucleoSpin Plasmid-
Isolierungs-Kit (MacheryNagel) in Kombination mit rekombinanter Lyticase genutzt. Eine
Hefekolonie wurde mit einer sterilen Impfése von einer SD-Platte entnommen, in 5 ml SD-
Selektionsmedium resuspendiert und iiber Nacht bei 30°C und 250 rpm inkubiert. Die Zellen der
Ubernacht-Kultur wurden durch Zentrifugation (5 min, 13000 rpm, 4°C) pelletiert und in 100 pl
Puffer A1 (50 mM Tris-Cl, pH 8, 10 mM EDTA, 100 pg/ml RNaseA) durch Vortexen
resuspendiert. Der Ansatz wurde mit 10 pl rekombinanter Lyticase (25 U/ul in TE, SIGMA)
versetzt, durch Pipettieren vermischt und 1 Stunde bei 37°C inkubiert. Lyticase spaltet $-1,3-
Glucan-Verbindungen der fungalen Zellwdnde und bewirkt die Ausbildung so genannter
,Sphaeroblasten®, also runder, angeschwollener Pilzzellen. Es wird in rekombinanter Form
eingesetzt, um Kontaminationen mit DNA anderer Pilzspezies auszuschlieBen [Loeffler et al.,
1999]. Nach Inkubation wurde das Volumen des Ansatzes mit 150 pl Puffer Al auf 250 pl
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eingestellt und mit der Lyse sowie der DNA-Extraktion fortgefahren. Die alkalische Lyse erfolgte
durch Zugabe von 250 ul Puffer A2 (0.2 M NaOH, 1% SDS) und 5 min Inkubation bei RT. Durch
Zugabe von 300 ul Puffer A3 (3 M Kalium-Acetat, pH 5,5) und Zentrifugation (20 min, 13000
rpm) wurden Proteine und Zelltriimmer prizipitiert. Der DNA-haltige Uberstand wurde dann wie
in Kapitel 2.1.4.3 beschrieben iiber eine NucleoSpin-Sédulen aufgereinigt. Zur Elution der DNA
wurden 50 pl auf 70°C vorgewédrmter AE-Puffer (20 mM Tris/HCI pH 8, 20 mM Na-EDTA pH 8)
5 min auf der Sdule inkubiert und dann 1 min bei 13000 rpm zentrifugiert. Die isolierte Plasmid-
DNA ist wegen der hohen Verunreinigung durch genomische DNA nicht fiir Sequenzierungen oder
Restriktionsanalysen geeignet. Daher wurden 5 pl der Plasmid-DNA in E.coli transformiert, in
diesen vermehrt und anschlieBend durch Mini-Priparation isoliert. Die aus E.coli gewonnene

Plasmid-DNA ist rein genug, um sie fiir oben genannte Analysen zu verwenden.

2.3.3.4 PCR und Alul-Restriktionsanalyse der Inserts

Fiir eine erste Analyse der potentiellen Interaktionspartner wurden die pGADT7-Inserts per PCR
amplifiziert und einem analytischen Alul-Restriktionsdau unterzogen. Die PCR-Reaktion erfolgte
mit dem BD Advantage 2 PCR Enzym System mit den pGADT7-spezifischen Primern pACT2s
und pACT2as (siche Tabelle 2.3). 5 ul des PCR-Ansatzes wurden auf einem 1%igen Agarosegel
aufgetrennt und die GroB3e der PCR-Produkte ermittelt. Weitere 5 ul der PCR-Produkte wurden in
einen analytischen Alul-Restriktionsverdau eingesetzt. Alul erkennt eine palindromische Sequenz
aus vier Basenpaaren (AG'CT) und schneidet daher hiufig (statistisch alle 256 bp). Die PCR-
Fragmente wurden auf ein 1%iges Agarosegel aufgetragen und elektrophoretisch der Groe nach
aufgetrennt. So konnten die Sequenz-spezifischen Muster der einzelnen Inserts miteinander
verglichen und identische Library-Inserts identifiziert werden. Mehrfach vorhandene Klone wurden

aussortiert und jeweils nur ein Vertreter analysiert.

2.3.3.5 Identifizierung potentieller Interaktionspartner durch Sequenzierung

Die Identifizierung der potentiellen Interaktionspartner aus einem Y2H-Screen erfolgte durch
Sequenzierung der isolierten pGADT7-Inserts durch die Firma MWG Biotech AG und
anschlieender Analyse der Sequenzen mit der ,nucleotid-nucleotid BLAST*- Funktion (blastn)
oder der ,,megablast” Funktion der NCBI-Datenbank (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/).

2.4 Protein-Protein-Interaktionsstudien

Das Y2H-System ist dafiir bekannt, dass es zu falsch-positiven Ergebnissen fithren kann
[Serebriiskii et al., 2000], so dass potentielle Interaktionspartner aus einem Y2H-Screen zusétzlich
mit weiteren unabhingigen Methoden auf ihre Wechselwirkung mit dem Bait-Protein iiberpriift

werden miissen.
2.4.1 Einzelmating

Die Bestitigung moglicher Interaktionen zwischen Bait und Prey erfolgte zunéchst auf Y2H-Ebene
durch Einzelmatings. Diese Methode dient gezielt zum Nachweis von Interaktionen zwischen zwei
Proteinen sowie zur Kartierung interagierender Dominen in den Proteinen. Zur Durchfiihrung des
Matings wurde je eine Kolonie des Bait-Hefestammes zusammen mit einer Kolonie des Prey-
Hefestammes in einem 1 ml Reaktionsgefdl in 0,5 ml 2xYPDA durch Vortexen resuspendiert. Als
Kontrollen auf autonome Transkriptionsaktivierung wurden Ansitze mit jeweils nur dem Bait-

Hefestamm und nur dem Prey-Hefestamm angesetzt. Zur Beliiftung wurden mit einer Kaniile
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Locher in den Deckel der Reaktionsgefifle gestochen und die Ansitze 20-24 h bei 30°C und 200
rpm inkubiert. In dieser Zeit kommt es zum Verschmelzen der beiden haploiden Hefestimme
unterschiedlichen Mat-Types zu einer diploiden Zelle. Am nichsten Morgen wurden die Ansétze 1
min lang stark gevortext. Von den Kontrollen wurde in 0,5xYPDA 1:100-Verdiinnungen
hergestellt, von den Matingansitzen 1:10- und 1:100-Verdiinnungen. Jeweils 100 pl der
Verdiinnungen wurden auf folgende Selektionsmedien ausplattiert: SD/-L, SD/-T, SD/-LT, SD/-
LTH, SD/-LTA und SD/-LTHA. Auf SD/-L kénnen nur Klone mit dem Prey wachsen, auf SD/-T
nur Klone mit dem Bait und auf SD/-LT diploide Klone mit Bait und Prey. Diploide Klone, bei
denen Bait und Prey interagieren, zeichnen sich durch Wachstum auf den Dreifach- und Vierfach-
Selektionsmedien (SD/-L'TH, SD/-LTA und SD/-LTHA) aus. Nach 3-5 Tagen Inkubation bei 30°C

wurde das Wachstum durch Zihlen der Kolonien kontrolliert und die Mating-Effizienz berechnet.

2.4.2 Protein-Protein-Co-Immunoprizipitation

Die Co-Immunoprizipitation (Co-IP) wurde als alternativer Nachweis fiir Protein-Interaktionen
eingesetzt. Die Methode beruht auf der Immunoprizipitation eines Proteins mit einem spezifischen
Antikorper iiber die Bindung an Protein A-Agarose. Proteine, die mit dem prizipitierten Protein
interagieren, werden co-prizipitiert und konnen anschlieBend in einem Western-Blot
immunologisch detektiert werden. Abbildung 2.3 veranschaulicht das Prinzip der Co-

Immunoprizipitation.

1. Co-Immunopriéizipitation
Abbildung 2.3: Prinzip der Co-Immunoprizipitation

Protein A- e
Agarose Antikorper 1 otein
2, SDS-Page 1. Im ersten Schritt werden interagierende Proteine tiber den
— " . £ Antikorper 1, der spezifisch gegen das Epitop von Protein 1 gerichtet
Agarose - ist, an Protein A Agarose gebunden und co-immunoprizipitiert. 2.
Protein 1

Durch Denaturieren werden die Proteine anschlieBend wieder von der
Agarose-A getrennt, elektrophoretisch aufgetrennt und auf eine
Membran iibertragen. 3. Im Western-Blot werden interagierende
Proteine dann mittels eines Antikorpers 2, der spezifisch gegen das
co-immunoprézipitierte Protein 2 ist, immunologisch

identifiziert/analysiert.

3. Western-Blot

Fiir die Co-IP wurden Reticulozytenlysate mit in vitro translatierten Proteinen mit c-myc-Tag (Bait-
Protein) und HA-Tag (Prey-Protein) verwendet. Um eine Proteininteraktion zu erméglichen wurden
25 wl in vitro translatiertes Bait-Protein und 25 pl Prey-Protein zusammengefiigt, vorsichtig
vermengt und eine Stunde bei Raumtemperatur inkubiert. Anschlieend wurden 3 pl eines gegen
das Bait-Protein gerichteten c-myc-Antikorpers (BD Biosciences) zugegeben. Nach einstiindiger
Inkubation bei Raumtemperatur auf einer Schwenkplatte wurde 200 ul Protein A-Agarose in PBS
zugegeben und der Ansatz iiber Nacht bei 4°C auf einem Rotarimischer inkubiert. Der Antikorper
bindet sowohl an sein spezifisches Epitop als auch an die Protein A-Agarose und bildet so einen
Komplex, der am nidchsten Tag durch 10 sek Zentrifugation bei 4°C und 7000 rpm sedimentiert
werden konnte. Der Uberstand wurde verworfen und das Agarose-Prizipitat dreimal mit je 500 ul
Co-IP-Puffer gewaschen. Das Prézipitat wurde bei jedem Waschgang 5 min bei Raumtemperatur in
Co-IP-Puffer geschwenkt und anschlieBend durch Zentrifugation (10 sek, 4°C, 7000 rpm)
pelletiert. Nach dem letzten Waschschritt wurde das Agarose-Prizipitat in 100 pl 1x Crash-DTT-
Puffer resuspendiert, 5 min bei 90°C denaturiert und zentrifugiert. Der Uberstand wurde verwahrt
und diente in einem anschlieBenden Western Blot mit HA-Antikorper, der gegen das Prey-Protein
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gerichtet ist, dem Nachweis einer Interaktion. Dabei wurde eine immunologisch detektierbare
Bande des Prey-Proteins im Uberstand als positives Ergebnis fiir Protein-Protein-Interaktion

gewertet. Dazu wurden jeweils 25 ul des Uberstandes zur Analyse eingesetzt.

Tabelle 2.35: Co-IP-Puffer Tabelle 2.36: 1xCrash-DTT-Puffer
Reagenz Menge f.c. Reagenz f.c.
Tris-HCL 1M, pH 8.0 5ml 50 mM Tris-HCI, pH 6,8 40 mM
NaCl, IM 10 ml 100 mM SDS 2%
EDTA, 0,5M 200 ul 1 mM DTT 100 mM
NP-40, 10% 5 ml 0,5 % EDTA 1 mM
ddH,0 ad 100 ml - Glycerol 8 %
Direkt vor Gebrauch wurde pro 10 ml eine Tablette Protease-
Inhibitoren (Complete EDTA-free) zugegeben

2.4.3 Poly-L-Prolin-Affinititschromatographie

Die Wechselwirkung von Profilin mit Poly-L-Prolin (PLP) wird standardmidBig fiir die
Aufreinigung von Profilinen mittels Affinititschromatographie genutzt [Lindberg et al., 1988;
Tanaka & Shibata, 1985]. Hier wurde die Poly-L-Prolin-Affinititschromatographie zur
Charakterisierung der Profilin-Interaktion mit Poly-L-Prolin verwendet. In E.coli rekombinant
exprimiertes Profilin wurde dazu auf eine Poly-L-Prolin-Sidule aufgetragen und das
Bindungsverhalten durch Harnstoff-Elution und anschlieBende Western-Blot-Analyse der Eluate
analysiert.

Die Charakterisierung der Profiline hinsichtlich ihrer Polyprolinbindung iiber eine Poly-L-Prolin-
Sédule erfolgte am Zoologischen Institut in der Abteilung Zellbiologie bei Dr. Martin Rothkegel an
der Technischen Universitit Braunschweig Carolo Wilhelmina. Die Poly-L-Prolin-Séule,
Cyanbromid-aktivierte Sepharose CL-4B (Pharmacia) an die kovalent 250 mg Poly-L-Prolin
(Sigma) gekoppelt war, wurde freundlicherweise von der Arbeitsgruppe zur Verfiigung gestellt.
Fiir das Experiment wurden die Profiline III und IV zunéchst in den Expressionsvektor pET28a(+)

kloniert, in E.coli rekombinant exprimiert.

2.4.3.1 Expression von rekombinantem Profilin III und IV

Die rekombinante Expression der Maus Profiline III und IV erfolgte im pET-Expressionssystems
durch IPTG-Induktion in BL21(DE3)pLys-Zellen. Die ORFs von Profilin 3 (NM_029303) und
PFN IV (NM_028376) wurden durch Restriktionsverdau mit Ndel und Xhol aus den Hefevektoren
pGBKT7 ausgeschnitten und in den Expressionsvektor pET28a(+) kloniert (pET28a-mPFN4,
pET28a-mPFN3). Die Klonierung der Sequenzen erfolgte mit dem Stopp-Codon in die MCS, so
dass der vom Vektor codierte C-terminale His-tag nicht als Fusionsprotein exprimiert wurde. Die
Plasmidkonstrukte wurden in BL21(De3)pLys-Zellen transformiert.

Fiir die Expression wurden 50 ml 2x YT/Kanamycin mit einer Einzelkolonie angeimpft und iiber
Nacht bei 37°C und 220 rpm inkubiert. Diese Vorkultur wurde 1:50 in 2x YT/Kan verdiinnt (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 (Endkonzentration) wurde die
Expression induziert und fiir 4 h bei 42°C fortgefiihrt. Zur Analyse der Proteinexpression wurden
jeweils vor und 4 h nach IPTG-Induktion 50 ul der Kulturen entnommen und je 10 pl in eine SDS-
PAGE- und Western-Blot-Analyse eingesetzt. Die Expressionskulturen wurden in 500 ml-Aliquots
bei 6000 rpm und 4°C fiir 15 min zentrifugiert und jedes Zellpellet in 25 ml kaltem (4°C)
Lysispuffer aufgenommen (siehe Tabelle 2.37). Nach Zugabe einer Spatelspitze Lysozym und

Inkubation fiir 20 min auf Eis wurden die Zellsuspensionen bei -80°C eingefroren. Am néchsten
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Morgen wurden die Zellsuspensionen bei 37°C im Wasserbad aufgetaut und anschliefend auf Eis
tiberfiihrt. Durch Ultraschall-Behandlung (10 x 30 sek 80W mit je 30 sek Pause im Eiswasserbad)
erfolgte der Aufschluss der Bakterien und die Freisetzung exprimierter Proteine. GroBere
Zellbestandteile wurden durch Zentrifugation fiir 50 min bei 14000 rpm und 4°C sedimentiert und

der Uberstand in ein neues ReaktionsgefiB iiberfiihrt.

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

Vor dem Aufbringen auf die Sdule wurde dem Lysat eine Probe fiir spitere SDS-PAGE-Analyse
entnommen. Die Poly-L-Prolin-Affinitdtssdule wurde mit 5-10 Sidulenvolumen Waschpuffer (20
mM Tris-HCI1 pH 7,6, 150 mM NaCl) dquibriliert (Peristaltikpumpe, Flussrate ca. 1 ml/Minute).
Das Profilin-Lysat wurde mit einer FlieBgeschwindigkeit von 40 ml/h auf eine Poly-L-Prolin-
Sepharose-Séule aufgetragen und der Durchfluss aufgefangen. Im Anschluss wurde die Sdule mit
Waschpuffer mit einer FlieBgeschwindigkeit von 50 ml/h gewaschen, bis die Uberpriifung der
Fraktionen durch Messung der OD bei 280 nm ergab, dass kein Protein mehr abgeldst wurde
(ODs2gonm = 0,01). Unspezifisch gebundene Proteine wurden 1 h (50 ml/h) mit 2 M Harnstoff in
Waschpuffer von der Sdule entfernt. Der Durchfluss wurde in Fraktionen von 2 ml aufgefangen.
Zur Analyse der Bindungseigenschaften erfolgte die Elution evtl. gebundener Profiline zunéchst
mit 4 M Harnstoff (Elutionspuffer I) und anschlieBend mit 8 M Harnstoff (Elutionspuffer II) fiir je
2 Stunden mit einer FlieBgeschwindigkeit von 40 ml/h. Das Eluat wurde ebenfalls fraktioniert
aufgefangen. Die Poly-L-Prolin-Sédule wurde nach der Elution zur Reinigung griindlich mit 8 M
Harnstoff gewaschen. Die Zusammensetzungen der Wasch- und Elutionspuffer sind in Tabelle 2.37
aufgelistet.

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

Lysispuffer Waschpuffer Elutionspuffer I Elutionspuffer IT
50 mM Tris-HCI 20 mM Tris-HCI 20 mM Tris-HCI 20 mM Tris-HCI
10 mM EDTA 150 mM NaCl 150 mM NaCl 150 mM NaCl

10 mM NaCl - 4 M Urea 8 M Urea

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

Die Analyse des Profilin-Bindungsverhaltens an Poly-L-Prolin erfolgte mittels SDS-PAGE-
Analyse und Western Blot. Eingesetzt wurden jeweils 30 ul des Lysats vor und nach der Siule, der

Waschfraktionen sowie der Eluatfraktionen.
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2.5 Material und Reagenzien

2.5.1 Puffer und Losungen
Alle Reagenzien fiir Puffer und Losungen wurden den Erfordernissen entsprechend in bidestilliertem Wasser
gelost und nach Bedarf autoklaviert oder sterilfiltriert.

PBS:

PBS + Ca*"/Mg*" :
TBS:

TBS-T:

1 x TAE:
TE-Puffer:

20 x SSC:
DNA-Ladepuffer:
SDS-Laufpuffer:

Protein-Probenpuffer:
Semi-Dry-Blotpuffer:

137 mM NacCl, 2,7 mM KCl, 10 mM Na,HPO,, 2 mM K,HPO, pH 7,4
PBS + 1 mM CaCl, und 0,5 mM MgCl,

10 mM Tris-HCI pH 7,5, 137 mM NaCl

10 mM Tris-HCI pH 7,5, 137 mM NaCl, 0,1 % (v/v) Tween20

40 mM Tris-HCI, 0,1 % (v/v) Essigsdure, 10 mM EDTA

20 mM Tris/HCIl pH 8, 20 mM Na-EDTA pH 8

0,3 M Natriumcitrat, 3M NaCl, pH 7

10 % (v/v) Glycerin, 250 ug/ml Bromphenolblau, 250 pg/ml Xylencyanol
25 mM Tris-Base, 190 mM Glycin, 0,1 % w/v SDS

1M Tris-HCI, 20 % SDS. 1 M DTT, 0,5 M EDTA, 87% Glycerol, Bromphenolblau
48 mM Tris-HCl, 39 mM Glycin, 20 % (v/v) MeOH

2.5.2 Reaktions-Kits

Alkalin Phosphatase Substrate Kit IV, BCIP/NBT
pB-Galactosidase Assay Kit

ECL Plus Western Blotting Detection Reagent
High Pure PCR-Product Purification Kit
JETstar2.0 Plasmid Miniprep Kit

Nucleospin Plasmid Purification Kit
pGEM-TEasy Vector System Kit I

QIAquick™ Gel Extraction Kit (50)

TaKaRa Ex-Taq Hot Start Version

Vector Laboratories, Barlingame, USA
Pierce Biotechnology, Rockford, USA
Amersham, Miinchen, Deutschland

Roche Diagnostics, Mannheim, Deutschland
GENOMED GmbH, Lohne, Deutschland
Macherey-Nagel, Diiren, Deutschland
Promega GmbH, Mannheim, Deutschland
QIAgen GmbH, Hilden, Deutschland
TaKaRa Biomedicals, USA

TnT®Quick Coupled Transcription/Translation System, Promega GmbH, Mannheim, Deutschland

2.5.3 Enzyme

Advantage™ 2 Polymerase Mix,
Alkalische Phosphatase, Calf Intestinal
Biotherm Tag-DNA Polymerase
Pfu-DNA-Polymerase

RedTaq DNA-Polymeras,
Restriktionsenzyme

SYBR Premix Ex-Taq

T4-DNA Ligase

ExTaq Hot Start Polymerase

2.5.4 Molekulargewichtsmarker

2.5.4.1 Protein-Marker

Benchmark Prestained Protein Ladder, 6-180 kDa
Rainbow™coloured protein marker, 2,3-46 kDa,
SeeBlue Plus2 Pre-Stained Standard (3-188 kDa)
2.5.4.2 DNA-Marker

1kb DNA ladder,

GeneRuler™ 1 kb DNA Ladder

100bp DNA ladder

GeneRuler™ 100 bp DNA Ladder,

2.5.5 Software

Clontech/TAKARA Bio company, USA

New England Biolabs, USA

GeneCraft, Liidinghausen Germany

Promega, Madison, USA

Sigma-Aldrich GmbH, Steinheim, Deutschland
New England Biolabs, USA

TaKaRA Biomedicals, Japan

Molecular Probes, Karlsruhe, Deutschland
TaKaRa Biomedicals, Japan

Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland
GE Healthcare, Deutschland
Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland

GeneCraft, Lidinghausen, Germany
MBI Fermentas, St.Leon-Rot, Deutschland
GeneCraft, Lidinghausen, Germany
MBI Fermentas, St.Leon-Rot, Deutschland

Leica Confocal Software (LCS), Leica Microsystems GmbH, Wetzlar, Deutschland
LightCycler™ Quantifizierungs-Software (https://www.roche-applied-science.com)

Primer 3 (Rozen & Skaletsky, 2000, http://frodo.wi.mit.edu/cgi-bin/primer3/primer3-www.cgi_)
REST-Softtware (Pfaffl ef al., 2002, http://www.gene-quantification.de/rest.html)
STORM™S860-Steuerungs-Software: Scanner Control, Version 5.0 (Molecular Dynamics)
STORM™S860-Bildbearbeitungs-Software: Image Quant, Version 5.0 (Molecular Dynamics)
DNAstarSoftware 4.00 (DNASTAR Inc., Madison, USA)
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2.5.6 Chemikalienliste

Alle im Folgenden nicht gesondert aufgefiihrten Reagenzien wurden im hochstmoglichen Reinheitsgrad bzw. als
fiir die Molekularbiologie geeignet von den Firmen Applichem (Darmstadt), Fluka (Buchs, CH), Merck
(Darmstadt), Roche Diagnostics (Mannheim), Sigma (Deisenhofen) und Serva (Heidelberg) bezogen. Fiir die
Herstellung von Losungen wurde Wasser von einer Reinstwasseranlge von Seradest bezogen.

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

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

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

Acrylamidlésung (30% Acrylamid, 0,8% Bisacrylamid, 37,5:1) rotiphorese® Gel 30,

Carl Roth GmbH, Karlsruhe, Deutschland

Agar-Agar, Difco, USA

Agarose Electrophoresis Grade, Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim, Deutschland
Ampicillin (D[-]-a-aminobenzylpenicillin), Sigma Chemicals Co., St.Louis, USA

APS, National Diagnostics, Hessle Hull, Grof3britannien

Brilliant Blue fiir Coomassie-Farbung, Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim, Deutschland
Bromphenolblau, Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim, Deutschland

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

Citronensdure, Janssen Chemica Geel, Belgien

Complete Mini Protease Inhibitor Cocktail, EDT A-free, Roche Diagnostics GmbH, Mannheim, Deutschland
D(+)-Glucose, Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim, Deutschland

Dalton Mark VII-L, Molekulargewichtsmarker, Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim, Deutschland
Deoxyribonucleiacid sodium salt Typ III from Salmon Testes (Carrier-DNA), Sigma-Aldrich Chemie GmbH,
Steinheim, Deutschland

Deoxyribonucleotid-Mix, Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim, Deutschland
Digoxigenin-11-dUTP, Roche Diagnostics GmbH, Mannheim, Deutschland

Dithiothreitol, Serva Feinbiochemika GmbH & Co, Heidelberg, Deutschland

DMSO, Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim, Deutschland

dNTP Mix (10 mM solution, PCR Reagent), Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim, Deutschland
Dropout-Supplements (fiir Hefemedien), BD Bioscience/Clontech, USA

ECL plus Western Blotting Reagenz, GE Healthcare Miinchen, Deutschland

ECL Blocking Agent (dried milk powder), GE Healthcare, Miinchen, Deutschland

EDTA, Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim, Deutschland

Essigsdure, Carl Roth GmbH, Karlsruhe, Deutschland

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

Ethanol vergillt, Th. Geyer, Hamburg, Germany

Ethidiumbromid, Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim, Deutschland

Fluoromount G, Southern Biotech, Birmingham, USA

Formamid, Roche Diagnostics GmbH, Mannheim, Deutschland

Glycerin, Merck, Darmstadt, Deutschland

Glycin, Merck, Darmstadt, Deutschland

HCI, Merck, Darmstadt, Deutschland

Isopropanol, Carl Roth GmbH, Karlsruhe, Deutschland

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

Kanamycin, Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim, Deutschland

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

LB Komplexmedium LB Broth, Lennox, Invitrogen, Karslruhe, Deutschland

Lektin PNA AlexaFluor®568 Konjugat, Molecular Probes/Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland
Lithium-Acetat, Dihydrate, Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim, Deutschland

Lyticase, Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim, Deutschland

Magermilchpulver, Oxoid, Basingstoke, England

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

Na-EDTA, Serva, Boehringer Ingelheim Bioproducts Partnership, 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 Serum, Vector Laboratories, Burlingame, USA
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NuPage® Novex Bis-Tris Gele, Invitrogen, Karslruhe, Deutschland

NuPAGE MES SDS-running Buffer (20x), Invitrogen, Karsruhe, Deutschland

NuPAGE Transfer Buffer (20x), Invitrogen, Karsruhe, Deutschland

Paraformaldehyd, Merck, Darmstadt, Deutschland

Polyacrylamid, Serva, Boehringer Ingelheim Bioproducts Partnership, Heidelberg, Deutschland
Pioyethylenglycol (PEG), Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim, Deutschland

Protein A-Agarose, Roche Diagnostics GmbH, Mannheim, Deutschland

Protein G-Agarose, Roche Diagnostics GmbH, Mannheim, Deutschland

Protein-Assay Farbstoff-Konzentrat, BioRad, Deutschland

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

RNAPure, PeqLab Biotechnologie GmbH, Erlangen, Deutschland

RNALater, Ambion, USA

RNase A, Roche Diagnostics GmbH, Mannheim, Deutschland

Roti solv HPLC Grade Wasser, Carl Roth GmbH & Co, Karlsruhe, Deutschland

SDS, Serva Electrophoresis GmbH, Heidelberg, Deutschland

Sucrose, Merck, Darmstadt, Deutschland

SYBR Green I (nucleic acid gel stain 10 000 x DMSO), Molecular Probes, Karlsruhe, Deutschland
TEMED, Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim, Deutschland

TO—PRO®—3—Iodid, Molecular Probes/Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland
Tri-Chloressigsdure, Fluka chemie AG, Buchs, Schweiz

Tricine, Serva, Boehringer Ingelheim Bioproducts Partnership, Heidelberg, Deutschland

Tris, Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim, Deutschland

Tris-HCI, Promega GmbH, Mannheim, Deutschland

TritonX-100, Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim, Deu

Tween 20, Calbiochem, Darmstadt, Deutschland

Wasser, Molecular Biology Grade, Eppendorf, Hamburg, Deutschland

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

Western Blocking-Reagent (Casein), Boehringer Mannheim,/Roche, Mannheim, Deutschland
Yeast Nitrogen Base (without amino acids), Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim, Deutschland
YPD-Medium, Clontech / BD Biosciences, USA

Y-PER® Yeast Protein Extraction Reagent, Pierce Biotechnology, Rockford, USA

2.5.7 Verbrauchsmaterial

Nicht gesondert aufgefiihrte Verbrauchsmaterialien, wurden von den Firmen Biozym (Hess. Oldendorf), Nunc
(Kamstrup, Danemark), Greiner (Niirtingen) und Sarstedt (Niimbrecht) bezogen.

Cytofunnel-Kammern, Shandon/Thermo Electron Corporation, Waltham, USA
Deckgléser, Menzel-Gliser, Deutschland

Einmal-Impf6sen, steril, Carl Roth GmbH, Karlsruhe, Deutschland
Einmal-Kiivetten, Sarstedt, Niimbrecht, Deutschland

Einmal-Pipetten, Becton Dickinson

Falcon-Rohrchen, Sarstedt, Niimbrecht, Deutschland
Filterpapier/Chromatogrphie-Papier 3mm, Whatman, Maidstone, England
Kimwipes® Lite, Kimberly-Clark

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

Petrischalen, VWR, Darmstadt, Deutschland

Pipettenspitzen, Biozym, Hess. Oldendorf, Deutschland

Protan nitrocellulose Transfer Membran, Schleicher & Schuell GmbH, Dassel, Deutschland
PVDF Western Blotting Membran, Boehringer Mannheim, Mannheim, Deutschland
Objekttrager, Menzel-Gliser, Deutschland

Reaktionsgefie, Sarstedt, Niimbrecht, Deutschland

Spitzenaufsatzfilter Minisart 0,2 um /0,45 um, Sartorius
Vakuumfilter-System, 0,2 pm Filter, Corning Inc.

2.5.7 Geriite

Dampfsterilisator Varioklav, H&P Labortechnik, OberschlieBheim, Deutschland
Feinwaage 1615 MP, Sartorius AG, Gottingen, Deutschland

Fluroimager-Scanner STORM™ 860, Molecular Diagnostics
Gel-Dokumentationsanlage Imago Compact Imaging System, B&L Systems
Heizriihrer Tkamag®RH, Janke&Kunke, IKA®-Werke GmbH, Staufen, Deutschland
Heizrithrer MR3001, Heidolph, Schwabach, Deutschland
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Hellfeld-Mikroskop, Nikon, Diisseldorf, Deutschland

Homogenisator Art-Micra D8 (UltraTurrax), Art Labortechnik, Miithlheim

Horizontale DNA-Gelkammern Easy-Cast Electrophoresis System, Peqlab

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

Inkubator fiir Hefen (30°C), Hereaus Instruments GmbH, Hanau, Deutschland

Konfokales Lasermikroskop TCS SL, Leica Microsystems GmbH, Wetzlar, Deutschland
Kiihlzentrifuge Centrifuge 5415 R, Eppendorf, Hamburg, Deutschland

Kiihlzentrifuge Megafuge 2.0 R, Hereaus Instruments GmbH, Hanau, Deutschland

Leica DC 300 Digitalkamer, Leitz, Bensheim, Deutschland

Light Cycler™ 3, Roche Diagnostics GmbH, Mannheim, Deutschland

Mikro-Dismembrator U, B. Braun Biotech International, Deutschland

Mixer VF2 Ultra Turrax™, Janke&Kunke, IKA®-Werke GmbH, Staufen, Deutschland
Netzteil Standard Power Pack P25, Biometra biomedizinische Analytik GmbH, Gottingen, Deutschland
Netzteil Electrophoresis Power Supply EPS 600, Pharmacia Biotech, Wien, Osterreich
PCR-Gerit PTC-200 Peltier Thermal Cycler, MJ Research, Waltham, USA

pH-Meter pH526, WTW Wissenschaftlich-Technische Werkstitten GmbH, Weilheim, Deutschland
Photometer Ultrospec 3000 (UV/Visible Spectrophotometer), Pharmacia Biotech
Protein-Gelkammer XCell Sure Lock™ Mini Cell, Invitrogen, Karslruhe, Deuschland

Reine Werkbank Hera Safe, Hereaus Instruments GmbH, Hanau, Deutschland
Rotarimischer, Rotberg Laborbedarf, Gottingen, Deutschland

Schiittelwasserbad, GFL-Gesellschaft fiir Labortechnik mbH, Burgwedel, Deutschland
Semi-Dry-Blotter Pegasus Modell S, Phase GmbH, Liibeck, Deutschland

Standard Power Pack P25, Biometra

Thermoblock Thermostat plus, Eppendorf, Hamburg, Deutschland

Thermodrucker DPU-411 fiir Photometer, GE Healthcare, Miinchen, Deutschland
Thermomixer Thermomoxer compact, Eppendorf, Hamburg, Deutschland

Tischautoklav Tuttnauer 2540EL, Systec GmbH, Wettenberg, Deutschland

Tischzentrifuge 5415R, Eppendorf, Hamburg, Deutschland

Tischzentrifuge Biofuge pico, Hereaus Instruments GmbH, Hanau, Deutschland
Ultraschallgerit/Sonifier Cell Disrupter B-12, Branson Sonic Power Company
UV-Durchlichttisch Transilluminator, UVP-Ultra-Violet_Products Ltd, Cambridge, England
Wipptisch Rocking Platform, Biometra biomedizinische Analytik GmbH, Géttingen, Deutschland
XCell II Blot-Module, Invitrogen, Karslruhe, Deuschland

Zentrifuge Megafuge 2.0R, Haraeus Instruments GmbH, Hanau, Deutschland
Zytozentrifuge Cytospin3, Shandon/Thermo Electron Corporation, Waltham, USA



Ergebnisse 59

III Ergebnisse

3.1 Molekulare Untersuchungen zur Funktion des HEG6-Rezeptors im
Nebenhoden der Siuger

Um Hinweise auf die molekulare Funktion des HE6-Rezeptors sowie auf den beteiligten
Signaltransduktionsweg zu erhalten, wurden die Genexpressionsmuster des Nebenhodenkopfes von
Wildtyp- und HE6-KO-Miusen mittels Mikroarray-Technik und differentiellem Screening
miteinander verglichen [Davies et al., 2007]. Die Ergebnisse zeigten, dass der konstitutive
Knockout des HE6-Endoproteins, durch den eine mogliche Signaltransduktion des HE6-Rezeptors
unterbunden wird, ein deutlich verdndertes Genexpressionsmuster im proximalen Nebenhoden,
dem Hauptexpressionsort des HE6-Rezeptors, zur Folge hat. Wihrend die Mehrheit der Gene in
ihrer Expression nicht verdndert war, konnte fiir 26 Nebenhoden-exprimierte Transkripte ein
drastischer Riickgang und fiir zehn Gene eine signifikante Erhohung der mRNA-Menge im HE6-
KO-Nebenhoden beobachtet werden. Die Liste der vermindert exprimierten Gene umfasst sowohl
bekannte als auch neue uncharakterisierte Nebenhodenkopf-spezifisch exprimierte Gene wie
Adam28, Vkorlll, Claudin-10, Cystatin 8 + 12, B-Defensin Defb42, Lipocalin 8 + 9, das
Transportportein EAACI sowie ME9, ein neuartiges Membranprotein des Nebenhodens. Zu den
verstirkt exprimierten Genen zdhlen unter anderem Clusterin/ApoJ und Osteopontin/Sppl.

Im Rahmen dieser Arbeit erfolgte eine Validierung funktionell interessanter Gene im Vergleich
zwischen HE6-KO und WT durch quantitative RT-PCR. Weiterhin erfolgte die Analyse der
Lokalisation der durch HE6-KO beeinflussten Me9-mRNA durch in sifu-Hybridisierung. Die

erzielten Ergebnisse wurden bereits in Davies et al. (2007) veroffentlicht.

3.1.1 Validierung ausgewiihlter Gene in der HE6-KO-Maus durch quantitative RT-PCR

Zur Validierung wurden Gene ausgewdhlt, die durch den HEG6-KO-Nebenhoden signifikant
beeinflusst wurden und wie HE6 iiberwiegend bzw. spezifisch im Nebenhodenkopf exprimiert
werden. Dies waren Adam28, Claudin-10, Vkorlll, Clusterin/ApoJ und Osteopontin/Sppl. Die
Validierung der Mikroarray-Ergebnisse erfolgte durch quantitative RT-PCR. Fiir die Reaktionen
wurden spezifische, moglichst Intron-iiberspannende Primer verwendet (siehe Tabelle 2.8), wobei
anzumerken ist, dass mit den Claudin-10-Primern nicht zwischen den beiden Isoformen a und b
diskriminiert wurde. Die relative Quantifizierung wurde anhand von WT- und HE6-KO-
Nebenhoden cDNAs unter standardisierten Bedingungen durchgefiihrt. Fiir eine Normalisierung
der mRNA-Expression wurde das ribosomale Gen RPS27a herangezogen. Zur Berechnung der
Expressionsunterschiede zwischen Wildtyp und HE6-KO wurde die RESTO-Software [Pfaffl et
al., 2002] verwendet. In Abbildung 3.1 sind die ausgewihlten Gene sowie ihre n-fache Anderung
der Genexpression im HE6-KO-Nebenhoden als Verhiltnis zum WT-Nebenhoden gezeigt. Dabei
wurden die Ergebnisse aus der Mikroarray- und der RT-PCR-Analyse graphisch und tabellarisch
nebeneinander dargestellt. Mit Ausnahme von Vkorclll zeigten alle Gene in der RT-PCR eine
Expressionsidnderung, die gut mit den Ergebnissen aus der Mikroarray-Analyse korrelierte. Fiir
ADAM28 und Claudin-10 konnte analog zur Mikroarray-Analyse eine signifikante Minderung der
mRNA-Mengen im HE6-KO-Nebenhoden ermittelt werden. Die qRT-PCR-Ergebnisse fielen mit
einer n-fachen Expressionsidnderung von -10,34 fiir ADAM?28 und -7,68 fiir Claudin-10 sogar noch
drastischer aus als die Mikroarray-Daten (-7,4 bzw. -5,7). Fiir Vkorclll, das den Mikroarray-
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Ergebnissen zufolge am stédrksten herabreguliert sein sollte (-11,6-fach), konnte in der gqRT-PCR
dagegen keine signifikante Expressionsidnderung zwischen WT und HE6-KO detektiert werden.
Eine Beeinflussung durch den HEG6-KO lie sich also nicht bestitigen. Fiir die verstirkt
exprimierten Gene Clusterin und Osteopontin/Sppl zeigte sich wiederum eine recht gute
Ubereinstimmung zwischen Mikroarray-Daten und RT-PCR-Analyse. Beide Gene wiesen mit einer
signifikanten Zunahme von 3,2 fiir Clusterin und 19,59 fiir Sppl zwischen WT und HE6-KO
anndhernd  gleiche  Expressionsunterschiede wie in der Mikroarray-Analyse  auf.
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n-fache Anderung der Genexpression im HE6-KO-NH im Vergleich zu WT-NH
Methode Adam 28 Claudin-10 Vkorclll Clusterin Osteopontin/Sppl
(NM_010082) | (NM_021386) | (NM_027121 | (NM_013492) (NM_009263)
Mikroarray -74 -5,7 -11,6 +23 + 20,3
qRT-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: qRT-PCR-Validierung ausgewiihlter Gene, die in HE6-KO-Nebenhoden vermindert- bzw. verstirkt
exprimiert sind. Dargestellt sind die n-fachen Expressionsdnderungen der Gene in HE6-KO-Nebenhoden im Vergleich zu
WT-Nebenhoden ,die aus dem Mikroarray-Experiment aus Davies et al. (2007) und den qRT-PCRs erhalten wurden. *
markieren signifikante Expressionsunterschiede, NH: Nebenhoden.

3.1.2 In situ Transkript-Hybridisierung zur zelluliren Lokalisation der Me9-mRNA im
Nebenhoden

Die Beeinflussung der Me9-mRNA durch die gezielte Mutation des HE6-Rezeptors [Davies et al.,
2007] legt eine direkte Beziehung der Genprodukte nahe, weshalb eine mogliche Co-Expression im
Nebenhoden untersucht werden sollte. Durch RNA-in situ-Hybridisierung wurde das rdumliche
Expressionsmuster sowie die zellulidre Lokalisation der Me9-Transkripte im Nebenhoden der Maus
analysiert. Zur spezifischen Detektion des epididymalen Gentranskipts Me9 (NM_178243) wurden
DIG-markierte antisense- und sense-Sonden verwendet, die aus der gleichen ORF-Sequenz des
Transkripts synthetisiert wurden. In Abbildung 3.2 sind die Ergebnisse der Me9-RNA-in situ-
Hybridisierungen im Maus Nebenhoden dargestellt. Sie zeigten ein rdumliches Expressionsmuster,
das mit dem von HE6 [Osterhoff et al., 1997] identisch ist. Die antisense-Sonde hybridisierte stark
im proximalen Bereich des Nebenhodenkopfes, dem so genannten Initialsegment (sieche Abb. 3.2
Al und B1). Distale Bereiche des Nebenhodens (Corpus und Cauda epididymidis) hingegen
zeigten keine Hybridisierungssignale. Bei ndherer Betrachtung der markierten Ductuli (Abb. 3.2
A2 + B2) war zu erkennen, dass das Me9-Transkript im basalen Bereich des Nebenhodenepithels
unterhalb der Zellkerne lokalisiert ist. Hier liegt die Hauptmasse des rauen ER, an dem die
Proteinsynthese stattfindet. Auch die HE6-mRNA ist hier lokalisiert, wihrend das Proteinprodukt
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in apikalen Bereichen des Epithels liegt. Hybridisierungen mit der Me9-sense-Sonde
(Negativkontrolle, Abb. 3.2 C1 + C2) zeigten keine Markierungen im Nebenhoden der Maus.

Die Co-Lokalisation von ME9 und HE6 im proximalen Nebenhoden konnte bedeuten, dass
Mitglieder der Me9-Proteinfamilie mit HE6 assoziiert sind und eventuell co-reguliert sind oder

sogar mit dem Rezeptor interagieren.

Abb. 3.2: RNA-in situ-Hybridisierung mit DIG-markierten antisense (A1/A2 + B1/B2)- und sense (C1/C2)-Me9-Sonden
zur Lokalisation des Me9-Transkriptes im proximalen Caput epididymis der Maus. (A1 + B1): antisense-Hybridisierung
zeigt eine Lokalisation des Me9-Transkriptes im proximalen Caput epididymis, jedoch nicht in distalen Bereichen des
Nebenhodens; (A2 + B2): die vergroBerte Darstellung der in Al und B1 markierten Bereiche zeigt eine Lokalisation vor allem
im basalen Bereich des Epithels (C1 + C2): Kontrollen mit der sense-Sonde zeigten keine Markierung dieser Bereiche.

3.2 Screening einer Yeast Two-Hybrid-Bibliothek zur Detektion von
intrazelluliiren HE6/GPR64-Interaktionspartnern

Auf Proteinebene sind bisher keine Wechselwirkungen des HE6-Rezeptors mit anderen Proteinen
(G-Proteine oder Agonisten/Antagonisten) bekannt. Auch werden keine Dominen fiir HE6
vorhergesagt, die Riickschliisse auf mogliche Interaktionen mit einer bestimmten Proteingruppe
erlauben. Lediglich die subzelluldre Lokalisation des Rezeptors im apikalen Bereich der
Epithelzellen und die Co-Lokalisation mit F-Aktin-haltigen Stereozilien/Mikrovilli und dem
subapikalen Aktin-Zytoskelett, legen die Vermutung nahe, dass HE6 mit Komponenten des
epithelialen Zytoskeletts interagieren konnte. In vielen Geweben modulieren G-Protein-gekoppelte
Rezeptoren die Organisation des Aktin-Zytoskeletts auf bisher noch nicht verstandene Art und
Weise [Li et al., 2000, Laroche et al., 2005; Burgueno et al., 2003].

Zur Identifizierung moglicher intrazelluldrer Protein-Bindungspartner des HE6-Rezeptors, wurde
das Yeast Two-Hybrid System gewihlt. Eine Co-Immunoprizipitation des schwer 16slichen und zur
Multimerisierung neigenden Rezeptorproteins kam dagegen nicht in Frage. Verwendet wurde das
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Gal4 Matchmaker Two-Hybrid System 3 von Clontech, das die DNA-bindende-Domine (DNA-
BD) und die transkriptionsaktivierende Doméne (AD) des Gal4-Transkriptionsfaktors aus der Hefe
Saccharomyces cerevisiae nutzt. Als Bait-Proteine (Fusion an Gal4-DNA-BD) wurde zum einen
der intrazelluldire HE6-C-Terminus, zum anderen der dritte intrazelluldre Loop des heptahelikalen
Rezeptors gewihlt. Mit diesen wurden Screens gegen eine vortransformierte humane Testis-cDNA
Bank, in der die Proteine als Fusion an die Gal4-AD als Prey exprimiert werden, durchgefiihrt.
Diese cDNA-Bank enthielt neben Testis-cDNAs zusitzlich Ductuli efferentes- und Nebenhoden-
spezifische Transkripte und wurde ausgewdhlt, da die Moglichkeit besteht, dass nicht alle HE6-
Bindungsparter auf die Ductuli efferentes und/oder den Nebenhoden beschrinkt sind, sondern auch
im Hoden exprimiert werden, von wo aus sie mit der Luminalfliissigkeit oder auf der Oberfldche

der Spermien in den Nebenhoden gelangen.

3.2.1 Konstruktion der HE6-Baits

Ein Screening mit dem HE6-Rezeptor in voller Linge als Bait war im Y2H-System aus zwei
Griinden nicht moglich: Zum einen erfolgt die Transkriptionskontrolle der Reportergene im
Zellkern der Hefen und ist somit fiir Transmembrandominen nicht geeignet und zum anderen
werden lange Aminosdure-Sequenzen (ab 60 kDa / 550 aa) im Hefesystem oft nur schwach
exprimiert oder von Hefe-eigenen Proteasen gespalten [Fashena et al., 2000]. Fiir die Suche nach
intrazelluldren HE6-Bindungspartnern wurden daher zwei kurze Baits ausgewdhlt: zum einen der
gesamte intrazelluldire HE6-C-Terminus (137 aa) und zum anderen der dritte intrazellulidre Loop
(26 aa). Diese beiden Bereichen sind klassischerweise an intrazelluldrer Protein-Interaktion
beteiligt und es wurden bereits fiir andere GPCRs erfolgreich Y2H-Screens durchgefiihrt [Tobaben
et al., 2000; Kreienkamp et al., 2000; Li et al, 2000; Saunders & Limbird, 2000]. Zudem sagte eine
Motiv-Suche im C-Terminus eine Serin-reiche Region von 29 aa, an die beispielsweise 14-3-3-
Proteine binden konnen, und am absoluten C-Terminus (IEQM-COOH) eine Konsensus-Sequenz
(X-y-X-®-COOH; X = beliebige Aminosdure, y: saure Aminosidure (D/E); @ = hydrophobe
Aminosédure) fiir die Bindung von Proteinen mit PDZ-Doménen (siehe Abb. 3.3).

Fiir die Konstruktion der Bait-Vektoren wurden die gewiinschten Sequenzen durch Sequenz-
spezifische PCR aus humaner Nebenhoden cDNA amplifiziert und so in den Bait-Vektor pPGBKT7
kloniert, dass ein Fusionsprotein aus HE6-Protein und N-terminal angefiigter Gal4-DNA-BD mit c-
myc-tag entstehen konnte. Die ausgewihlten Bait-Bereiche sind in der schematischen Darstellung
des HE6-Rezeptors (Abb. 1.8) hervorgehoben. In Abbildung 3.3 sind die HE6-Bait-Sequenzen
sowie die HE6-Bait-Konstrukte dargestellt. Die Analyse der Plasmid-Konstrukte erfolgte durch
EcoRI- und BamHI-Restriktionsverdau sowie Sequenzierung. Bait-Konstrukte mit korrekter

Sequenz und ohne Leserasterverschiebung wurden in den Mat a-Hefestamm AH109 transformiert.

HE6-Bait Proteinsequenz aus HE6
HE6-C-Terminus VAKENVRKQWRRYLCCGKLRLAENSDWSKTATNGLKKQT
C A ,  VNQGVSSSSNSLQSSSNSTNSTTLLVNNDCSVHASGNGNAS
Gala-DNA-BD c-Myc HE6-C-Terminus TERNGVSFSVQNGDVCLHDFTGKQHMFNEKEDSCNGKGRM
ALRRTSKRGSLHFIEQM
HES6 dritter intrazellulirer Loop
. A LVQLCRIKKKKQLGAQRKTSIQDLRS
Gal4-DNA-BD c-Myc HEG6 3rd Loop

Abb. 3.3: Ausgewihlte HE6-Baits fiir das Yeast Two-Hybrid System; SMART-Sequenz-Motiv-Analysen sagen zwei Motive
im HE6-C-Terminus voraus. 1) eine Serin-reiche Region (blau) und 2) ein Konsensussequenz (X-D/E-X-®-COOH; X =
beliebige Aminosdure, y: saure Aminosiure (D/E), @ = hydrophobe Aminosdure) fiir die Bindung von PDZ3-Dominen (rot).
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3.2.2 Vorbereitende Untersuchungen

Bevor die HE6-Bait-Konstrukte in ein Bibliothek-Screening eingesetzt wurden, war es notwendig
die unter 2.3.2.3 beschriebenen vorbereitenden Untersuchungen durchzufiihren. Durch diese Tests
wurden die HE6-Baits auf eine mogliche toxische Wirkung auf die Hefezellen, eine Beeinflussung
der Mating-Effizienz, eine autonome Transkriptionsaktivitit sowie auf unspezifische Reaktion mit
der Gal4-AD hin untersucht. Zudem wurde die optimale 3-AT-Konzentration ermittelt. Durch diese
Untersuchungen sollte unspezifisches / falsch-positives Wachstum ausgeschlossen und optimale
Bedingungen fiir den Screen ermittelt werden.

Vor Transformation der Baits wurde der Phinotyp- der Hefestimme kontrolliert. Dieser entsprach
sowohl fiir AH109 als auch Y187 den Angaben des Herstellers. Beide Bait-Konstrukte konnten
anschlieBend erfolgreich in den Mat a-Hefestamm AHI109 transformiert werden. Ein
Wachstumsvergleich iiber die ODgy zeigte keine signifikanten Unterschiede im Wachstum
zwischen Transformanten mit leerem pGBKT7-Vektor und denen mit HE6-Bait-Vektor, so dass
davon ausgegangen werden konnte, dass beide Bait-Proteine keine toxische Wirkung auf die
Hefezellen haben. Weiterhin konnte fiir beide Baits weder eine autonome Transkriptionsaktivitit
fir die Reportergene HIS3 und ADE2 noch eine unspezifische Reaktion mit der Gal4-AD
festgestellt werden, so dass falsch positives Wachstum ausgeschlossen werden konnte. In einem
Testmating mit Kontrollstimmen und den HE6-Bait-Hefestimmen zeigte sich, dass die Baits einen
leicht negativen Einfluss auf die Mating-Effizienzen haben. Im Mating mit den beiden
Kontrollstimmen waren 3 % der Zellen diploid, wihrend mit dem HE6-C-Terminus
durchschnittliche Mating-Effizienzen von 1,6% bzw. mit dem dritten intrazelluldren Loop als Bait
von 1,5 % erreicht wurden. Gefordert werden laut Herstellerangaben Mating-Effizienzen von >
2%. 3-AT zur Unterdriickung einer leicht erhohten Expression des HIS3-Proteins, die durch
intrinsische DNA-Bindungseigenschaften des Bait-Proteins hervorgerufen werden konnten,
brauchte nicht eingesetzt werden, da beide Bait-Hefestimme sowohl auf den Platten ohne 3-AT als
auch auf den Platten mit 2-10 mM 3-AT kein Hintergrundwachstum zeigten. In Abbildung 3.4 ist
die Western-Blot-Analyse zur Expression des HE6-Bait-Proteins sowie zweier Kontrolle-Protein
(Gal4-DNA-BD und Gal4-DNA-BD mit p53) im Hefestamm AHI09 dargestellt. Das
Fusionsprotein p53-Gal4-DNA-BD zeigte wie erwartet eine Bande bei ca. 65 kDa. Die zusétzliche
Bande bei ca. 25 kDa ist auf das p53-Protein ohne Gal4-DNA-BD zuriickzufiihren. Die Gal4-
DNA-BD ohne ein fusioniertes Bait-Protein lief erwartungsgemifl bei ca. 20 kDa. Fiir das
Fusionsprodukt aus HE6-C-Terminus und Gal4-DNA-BD konnte eine Proteinbande bei ca. 40 kDa
detektiert werden. Dies entspricht in etwa der erwarteten GroBe von 36 kDa, so dass davon

ausgegangen wurde, dass der HE6-Bait im Hefestamm AH109 exprimiert wird.

Konstrukt Nr. Fusionsprotein GroBe 1 2 3 KDa
1:Gal4-DNA-.BD . A i j
HE6-C-Terminus Gala-DNA-BD  c-Myc HE6-C-Terminus 36 kDa - ~ | P -
2: Gal4-DNA-BD - 1-35
ﬁ

(leerer Vektor) Gal4-DNA-BD c-Myc 21 kDa -' T2 ha
3: Gal4-DNA-BD- . A - ——
p53 Gal4DNA-BD  cMyc ps3 63 kDa

1 15

Abb. 3.4: Western-Blot-Analyse zur Expression des HE6-Bait-Proteins in S.cerevisiae AH109. Primir-AK: c-myc-AK,
Sekundér-AK: POD-konjugierter AK; 1: HE6-C-Terminus-Gal4-DNA-BD, 2: Gal4-DNA-BD, 3: p53-Gal4-DNA-BD
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3.2.3 Y2H-Library-Screening einer pri-transformierten cDNA-Bibliothek

Nach Abschluss aller notwendigen Tests wurden die HE6-Bait-Konstrukte im Mat a-Hefestamm
AHI109 in Yeast Two-Hybrid-Library-Screenings eingesetzt. Die Screens wurden wie unter 2.3.2.9
beschrieben gegen eine in den Mata-Hefestamm Y187 vortransformierte humane Testis cDNA-
Bibliothek durchgefiihrt. Die verwendete cDNA-Bibliothek reprisentierte bei einem Titer von > 5
x 107 cfu/ml insgesamt 3,5 x 10° unabhingige Klone. Insgesamt wurden vier Y2H-Library-
Screens, als LS-1 bis LS-4 bezeichnet, auf unterschiedlich stringenten Selektionsmedien
durchgefiihrt. Triple-Dropout-Medium (SD/-LTH) diente der weniger stringenten Selektion und
der Erfassung von schwicheren Proteininteraktionen. Bei der Verwendung von Quadruple-DO-
Medium (SD/-LTHA) erfolgte die Selektion auf Diploide, die den ADE2- und den HIS3-Reporter

exprimieren. In Tab. 3.1 sind die verwendeten Bait-Konstrukte und Selektionsmedien aufgelistet.

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

Library-Screen Bait-Protein Bibliothek Medium
LS 1 HE6-C-Terminus SD/-LTHA
LS2 HE6-C-Terminus BD-Matchmaker huTestis (in S.cerevisiae SD/-LTH
LS-3 HES, dritter intrazellulirer Loop Y187, Mata), HY4035AH, Lot #1030440 SD/-LTH
LS-4 HE6-C-Terminus SD/-LTH

Nach Aufbringen der Screening-Ansitze auf die SD-Selektionsmedien wurden die Platten 8-21
Tage inkubiert, um auch langsam wachsenden Kolonien, die auf schwache Proteininteraktionen
hindeuten, die Chance zum Wachsen zu geben. Die Platten wurden tédglich kontrolliert und das
Wachstum diploider Kolonien dokumentiert. Fiir jedes Screening wurden zudem der Bibliothek-
Titer, die Mating-Effizienz und die Anzahl der gescreenten unabhingigen Klone berechnet. In
Tabelle 3.2 sind diese Ergebnisse und die Anzahl der gewachsenen Klone aus den einzelnen
Library-Screens zusammengefasst.

Tabelle.3.2: Titer, Mating-Effizienzen und Anzahl der Klone aus den Y2H-Library Screens mit den HE6-Baits

LS-1 LS-2 LS-3 LS-4
Library-Titer 6 x 107 cfu/ml 7,5 x 107 cfu/ml 5 x 107 cfu/ml 5 x 107 cfu/ml
Mating-Effizienz 1,8 % 1% 1% 1,6 %
Gescreente Klone 4x10° 2x10* 2,2 X 10° 1,7 x 10°
Gewachsene Klone 3 150 56 200

Fiir ein erfolgreiches Yeast Two-Hybrid Library-Screening sollten ein Library-Titer von > 5 x 10’
cfu/ml und eine Mating-Effizienz von > 2 % gegeben sein sowie mindestens 1 x 10° unabhingige
Klone gescreent werden, um die komplexe mRNA-Polpulation des Gewebes (Hoden) zu
repriasentieren [BD-Biosciences, 2003]. Der Library-Titer betrug bei allen durchgefiihrten Screens
mindestens 5 x 10’ cfu/ml und lag somit im Rahmen der geforderten Bedingungen. In den Screens
LS-1 und LS-4 wurden Mating-Effizienzen erreicht, die annidhernd die geforderten 2 % erreichten
und noch zu tolerieren waren, da in beiden Screenings mehr als 1 x 10° unabhingige Klone
durchmustert wurden, so dass davon ausgegangen werden konnte, dass die komplexe mRNA-
Population des Hodengewebes reprisentiert war. Anders sah es bei den Library-Screens LS-2 und
LS-3 aus. Hier betrug die durchschnittliche Mating-Effizienz lediglich 1 %, und die Anzahl der
gescreenten unabhiingigen Klone lag mit 2 x 10* bzw. 2,2 x 10’ deutlich unter den geforderten 1 x
10° Klonen. In diesen Screens wurde somit nicht die gesamte mRNA-Population des
Hodengewebes nach potentiellen Bindungspartnern durchforstet, sondern nur ein Teil. Dies
bedeutet, dass nicht alle potentiell moglichen HE6-Interaktionspartner reprisentiert und somit das
Screening limitiert war.
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3.2.3.1 Eliminierung falsch-positiver Klone durch Screening auf Reportergen-Expression,

Prey-Plasmid-Isolierung, PCR, Alul-Restriktionsanalyse und Sequenzierung

Im Anschluss an einen Yeast Two-Hybrid Library Screen erfolgte die Verifizierung und

Analyse der potentiellen HE6-Interatkionspartner, um falsch-positive Klone auszuschlieSen

und potentiell interessante Interaktionspartner zu identifizieren. Dies geschah wie folgt:

1.

Mehrmalige Passage der diploiden Klone (> 2mm) aus einem Y2H-Library Screen auf
hoher stringente Selektionsmedien zur Etablierung des Phinotyps und Selektion auf ADE2-
und HIS3-Reportergen-Expression

Plasmidisolierung aus den diploiden Hefeklonen, Re-Transformation in E.coli und
Plasmidisolierung fiir weitergehende Analysen der potentiellen Interaktionspartner

PCR der Bank-Inserts zur Eliminierung von Klonen mit multiplen Inserts oder ohne
Inserts, sowie mit Inserts < 400 bp, bei denen es sich um unvollstindige cDNAs handelt
(Matchmaker Pretransformed Libraries User Manual) (siehe auch Abb. 3.6A)
Alul-Restriktionsanalyse der PCR-Library-Inserts (sieche auch Abb. 3.6B). Anhand eines
Vergleichs der Restriktions-Schnittmuster konnten Klone mit identischen Inserts erkannt
werden. Nur je einer der mehrfach vorkommenden Klone wurde weiteruntersucht.
Sequenzierung der Library-Inserts und Identifizierung der potentiellen Interaktionspartner
durch Sequenzanalyse und Datenbankrecherche

Eliminierung falsch positiver Klone. In diesem Schritt wurden bekannte falsch Positive wie
Heatshock-Proteine, ribosomale Proteine, Elongationsfaktoren oder Proteinen mit coiled-coil-
Regionen [Serebriiski & Golemis, 2001, Serebriiskii et al., 2000] sowie Inserts mit
genomischen Sequenzen, Vektorsequenzen oder ORFs in der 3"UTR als potentielle
Interaktionspartner ausgeschlossen. Da fiir HE6 sowohl mit dem C-Terminus als auch dem
dritten intrazelluldren Loop nach intrazelluldren Interaktionspartnern gesucht wurde, wurden
des weiteren Proteine mit abweichender zelluldrer Lokalisation, wie z.B. in den Mitochondrien
oder im Kern lokalisierte Proteine sowie extrazelluldr sezernierte Proteine als falsch positive
Interaktionspartner gewertet und ausgeschlossen.

Aus den verbleibenden Klonen erfolgte eine Auswahl potentiell interessanter Klone, die niher
analysiert wurden. Da der Nebenhoden-spezifische HE6-Rezeptor in der Zellmembran
verankert ist und Co-Lokalisation mit Aktin zeigte, wurden vor allem Proteine gewihlt, die
eine Assoziation mit der Zellmembran und/oder mit dem Zytoskelett aufwiesen. Entsprechende
Informationen wurden durch Datenbank- und Literaturrecherche erhalten. Weitere Kriterien
waren eine signifikante B-Galactosidase-Aktivitdt und/oder mehrfach reprisentierte Klone.
B-Galactosidase-Test zur Uberpriifung der Expression des dritten Reportergens (lacZ) und
zur Quantifizierung der Interaktionsstidrke zwischen Bait und Prey

Die Verifizierung sowie die Identifizierung interagierender Proteindoménen erfolgte durch

diverse Einzelmatings

In Abbildung 3.5 ist die Vorgehensweise zur Analyse und Auswertung eines Yeast Two-Hybrid-

Library-Screens schematisch dargestellt. Es wird deutlich, wie sich die Zahl der potentiellen

Interaktionspartner schrittweise reduziert und auf eine iibersehbare Anzahl eingegrenzt wird.
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Klonierung des Baits [pGBKT7-HEG6],Transformation in
S.cerevisia AH109, Vorversuche z.B. auf Toxizitat + Phanotyp

v

Y2H-Screen einer vortransformierten Testis cDNA-Bank

~ 1x108 unabhangige Klone
[1,5x107 cfu/ml]

Selektion nach Ade2 (oder His3)-Klonen

+ W

Selektion auf His3- und Ade2-Klone

v B

Ausschluss von Klonen mit multiplen Inserts durch PCR

;

Eliminierung von Duplikaten durch Restriktionsanalyse

ﬁ

Sequenzierung von potentiellen Interaktionspartnern

é

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

| o< [

Datenbankrecherche und Auswahl interessanter Klone

v By

B-Galactosidase-Assay zur Quantifizierung der Interaktionen
(Expression des /lacZ-Reportergens)

* - Klone

Verifizierung der Interaktionen durch Minmatings + B-Gal-Test

v 2 ione

Potentielle Interaktionspartner

v

Alternative Methoden zur Bestatigung der Interaktionen

<4

Abb. 3.5: Schematische Darstellung der Analyse und Auswertung eines Yeast Two-Hybrid-Library-Screens anhand von
HE6-C-Terminus als Bait. Mit Hilfe der gezeigten Kontrollschritte konnte die anfingliche Zahl von 200 gescreenten
positiven His3+-Klonen auf 3 potentielle Interaktionspartner eingegrenzt werden. Diese sollten durch alternative Methoden
bestitigt werden.

Im Folgenden wird fiir die durchgefiihrten HE6-Screens eine zusammenfassende Tabelle (Tab. 3.3)
geliefert, in der die Anzahl der verbleibenden Klone nach den einzelnen Analyseschritten
aufgelistet ist. Des Weiteren sind exemplarisch Bilder einer Agarosegel-Analyse von der PCR und
dem Alul-Dau der Library-Inserts gezeigt (Abb. 3.6). Erst nachdem die Anzahl der Klone durch
Auswahl potentiell interessanter Interaktionspartner ein iiberschaubares Mal} eingenommen hat,
wird auf die ausgewihlten Klone und die zur Verifizierung durchgefiihrten Studien niher
eingegangen.
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A
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Abb. 3.6: (A) Agarosegel-Analyse der PCRs der Library-Inserts zur Eliminierung von Klonen mit multiplen oder ohne
Inserts, sowie mit Inserts < 400 bp. (B) Agarosegel-Anaylse 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-Library-Screens

Analyse-Schritt HEG6-C-Terminus 3IC-Loop
LS-1 LS-2 LS-4 LS-3
Gescreente Klone 4 x 10° cfu/ml 2 x 10% cfu/ml 1,7 x 10° cfu/ml 2.2 x 10°cfu/ml
Klone nach Selektion auf HIS3 oder ADE?2 - ~ 150 ~200 56
Klone nach Selektion auf HIS3 und ADE?2 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 Positiver 1 10 35 1
Auswahl potentiell interessanter Klone 1 6 13 1
Klone mit -Galaktosidase- Aktivitét 9 von 20 ausgewihlten Klonen 0
Bestitigte Interaktionen im Einzelmating 4 0
Potentielle HE6-Interatkionspartner 4 0

3.2.3.2 Dritter intrazelluliirer Loop als Bait-Protein

Fiir den dritten intrazelluldren Loop (3ICL) konnten keine potentiellen Interaktionspartern fiir den
HEG6-Rezeptor ermittelt werden. Insgesamt wurden unter niedrig stringenten Bedingungen zwar 56
Klone erhalten, von diesen blieben jedoch nach Eliminierung falsch-positiver Klone lediglich 16
ibrig. Die Sequenzanalyse zeigte weiterhin, dass es sich bei diesen Klonen ebenfalls hauptsichlich
um falsch-positive Interaktionspartner handelte. Entweder enthielten die Klone UTRs oder
genomische Sequenzen als Inserts und mussten als falsch-positiv ausgeschlossen werden oder sie
kamen z.B. aufgrund falscher Lokalisation als potentielle HE6-Interaktionspartner nicht in Frage.
So wurde z.B. fiinfmal ein extrazelluldres Sekretprotein (LOX, AF039291) und mehrere
hauptsichlich nukledr exprimierte Proteine (2 x Methallothionein ITa, BC007034; unbekanntes
Protein BC028124; BCA3 AF493785) gefunden. Nach Eliminierung aller falsch-Positiven blieb
letztendlich ein potentieller HE6-Bindungspartner iibrig, der zweimal gefunden wurde. Hierbei
handelte es sich um das human embryonic lung protein (HUEL, AF006621), das ubiquitér
exprimiert ist. Es gehort zur Familie der Zink-Transporter (solute carrier family 30), die eine Rolle
bei der Regulation des Kationenhaushaltes spielen. Fiir HUEL ist jedoch auch eine Funktion bei
der DNA-Transkription beschrieben [Sim er al., 2002], so dass es als Transkriptionsfaktor wieder
zu den falsch positiven Klonen gezédhlt werden miisste. In einem quantitativen -Galaktosidase-
Test wurde fiir HUEL und vier der falsch positiven Klone die Reportergenaktivitit des lacZ-Gens
untersucht. Alle fiinf Klone (Methallothionein Ila, BCA3, unbekanntem Protein und ORF 3"UTR +
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HUEL) zeigten keine signifikante P-Galaktosidase Aktivitit (siehe Abb. 3.7), so dass fiir den
dritten intrazelluldren Loop keiner der gescreenten Bindungspartner verifiziert werden konnte. Die

mit dem 3ICL gefischten Klone wurden daher nicht weiter analysiert.
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3.2.3.3 HE6-C-Terminus als Bait-Protein

Das Y2H-Screening mit dem deutlich ldngeren intrazelluliren HE6-C-Terminus erwies sich als
ergiebiger. Es wurden insgesamt drei Bank-Screenings durchgefiihrt. Im LS-1-Screen, der unter
hochstringenten Bedingungen durchgefiihrt wurde wuchsen zwar nur 3 Klone, jedoch enthielten
zwei dieser Klone identische Insertsequenzen, bei denen es sich um ein Zinkfinger-Protein namens
Germ cell less homologl (GMCL1; NM_178439) handelte. Der dritte Klon enthielt eine
genomische Sequenz ohne erkennbares ORF und wurde als falsch positiv ausgeschlossen. Unter
niedrig stringenten Bedingungen (LS-2 und LS-4), d.h. bei Selektion auf ein Reportergen, wuchsen
deutlich mehr Klone (zwischen 150-200). Jedoch befanden sich hierunter sehr viele kleine
Kolonien, die bei Selektion auf zwei Reportergene kein Wachstum mehr zeigten. Nach Ausschluss
von Klonen mit multiplen/ohne Inserts durch PCR-Analyse sowie nach Eliminierung identischer
Klone durch Alul-Dau wurden aus beiden Screens die Inserts von 110 potentiellen
Interaktionspartnern sequenziert und durch Datenbankrecherche identifiziert. Unter den
sequenzierten Klonen befanden sich wieder eine Vielzahl an falsch-positiven Interaktionpartnern
wie z.B. Heatshockproteine, extrazelluldr, nukleédr oder mitochondrial exprimierte Proteine, sowie
UTRs oder genomische Sequenzen, so dass sich die Zahl der verbleibenden Klone auf 45
reduzierte. 20 dieser potentielle Interaktionpartner wurden entweder mehrfach bzw. in allen Y2H-
Screen gefunden, zeigten eine Assoziation mit der Zellmembran und/oder dem Zytoskelett
und/oder wiesen ein dhnliches Expressionsmuster wie HE6 auf, oder es handelte sich um bisher
noch nicht charakterisierte hypothetische Proteine. Diese 20 wurden als potentiell interessante
Interaktionspartner néher analysiert. In einem ersten B-Galaktosidasetest wurde die Aktivitit des
lacZ-Reportergens untersucht sowie die Stirke der Interaktionen zwischen HE6-C-Terminus als
Bait und dem jeweiligen potentiellen Interaktionspartner als Prey quantifiziert. Von den 20
getesteten Klonen zeigten insgesamt neun eine Expression des lacZ-Reportergens, die deutlich tiber
der der Negativkontrolle lag. Bei den restlichen Klonen konnte keine signifikante Expression
dieses dritten Reportergens gezeigt werden, so dass diese als potentielle Interaktionspartner
ausgeschlossen wurden. In Abbildung 3.8 sind die FErgebnisse des quantitativen -
Galaktosidasetests fiir die neun verbleibenden potentiellen Interaktionpartner graphisch dargestellt.
Die weitaus stéirkste Interaktion mit dem HE6-C-Terminus zeigte das Germ Cell-less Homologe 1
(GMCL1), welches mit einer Aktivitdt von 195 Units sogar noch deutlich iiber der B-Gal-Aktivitéit
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der Positivkontrolle lag. Es folgten Supervillin mit 31 Units und Profilin IV mit 23 Units.
Prosaposin, Flotillin, SMA4, Cript und Elmo3 zeigten etwa gleich starke P-Gal-Aktivititen im
Bereich von 5,7 bis 7,5 Units. POMZP3 hingegen wies mit 1,56 Units die geringste B-Gal-Aktivitit
der neun Klone auf, so dass fiir dieses Protein zunichst die schwichste Interaktion mit dem HE6-
Bait angenommen werden musste. In Tabelle 3.4 sind die neun potentiellen Interaktionspartner
niher beschrieben sowie die in den Inserts kodierten Bereiche dieser Proteine aufgelistet. Fiir diese
neun verbleibenden Proteine wurde die mogliche Interaktion mit dem HE6-C-Terminus durch
weitere Y2H-Versuche niher verifiziert.

210 *

160

110+ *

60

8 - *

B-Galactosidase Aktivitat
[minx ml Zellen'x 1000]
*

-

Abb. 3.8: Quantitativer p-Galaktosidasetest fiir neun ausgewihlte potentiell interessante Interaktionspartner des-HE6-
C-Terminus. Dargestellt sind die ermittelten -Galactosidase-Aktivitdten [Milliunits/(ml x Zellen)] diploider Klone aus den
Y2H-Screenings. Die rote Linie markiert den Negativwert als Ausschlussgrenze. * zeigt signifikante f-Galaktosidase- Aktivitét
im Vergleich zu Negativkontrolle. Als Negativkontrolle dienten diploide Klone ohne Interaktion zwischen Bait und Prey
(HE6-C-Term. x SV40 large T-Antigen) als Positivkontrolle diploide Hefeklone mit Interaktion zwischen HE6-cmyc als Bait
und dem c-myc-binding Protein als Prey.

Tabelle 3.4: Potentiell interessante Interaktionspartner des HE6-C-Terminus aus dem Yeast Two-Hybrid-Library-
Screenings. In der Tabelle sind die im Y2H-Screen gefischten Prey-Protein kurz beschrieben, die Accession-Nummern und
Referenzen aufgelistet und die in den Prey-Proteinen repridsentierten Proteinbereiche aufgelistet. aa: Aminosdure, bp:
Basenpaar, ORF: Open reading frame; UTR: untranslatierte Region
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Prey-Insert Accession-Nummer Kurze Beschreibung des Proteins Referenzen gefischte Doménen
mRNA- Protein
Hochkonserviertes ~ Glykoprotein,  Vorlduferprotein  fiir die 4
proteolytischen Spaltprodukte Saposin A, B, C und D (modulieren die E wurden sieben unterschiedlich lange
7x Hydrolyse von lysosomalen Lipiden); PSAP kommt als Sekretprotein ORF-Bereiche des Prosaposin-Gens mit
. und integrales Membranprotein in vielen Geweben und in Fliissigkeiten | O Brien & Kishimoto, 1991 | 3'UTR gefischt, die iiberwiegend die
Prosaposin NM 001042465 | NP 001035930 des ménnlichen Reproduktionstraktes vor, v.a. in Rete testis, Ductuli | Sylvester et al., 1984, 1989 Saposin B-Doménen drei und vier und
(PSAP) B B efferentes und Caput epididymis; PSAP enthélt vier Saposin B- | Morales et al., 2000a,b einen Teil der Saposin A-Domine
525 aa Doménen, aus denen die vier Saposine gebildet werde und zwei Saposin | Hammerstedt et al, 2001 enthielten
A-Dominen die dabei abgespalten werden; ist in Entwicklung und
Erhaltung der ménnl. Reproduktionsorgane bei Miusen involviert und
spielt zudem eine Rolle fiir die Fertilitdt der Spermien
Protein der Kernmembran; das Maus-Homologe wird ubiquitér
exprimiert, die hochste Expression ist jedoch im Testis, wo es distinkt in Gefischt wurden vier verschieden grofe
4x den Nukleii von Pachyten-Spermatozyten bis zu runden Spermatiden Bereiche des ORFs mit 3°UTR; die
Germ Cell- nachzuweisen ist. GMCL-1 spielt direkt oder indirekt durch Kleiman et al., 2003 5'UTR sowie unterschiedlich lange
less homolog NM 178439 NP 848526 postmeiotische ~ Transkriptionsrepression  eine  Reolle in  der Kimura et al, 1999, 2003 Sequenzen des N-Terminus fehlten.
1 (GMCLY) - B Spermatogenese. GMCL1-KO-Miuse zeigen abnormale Leatherman et al., 2000 Alle Klone enthielten jedoch die
527 aa Spermatogenese, gestorte Fertilitdt und abberrante Chromatinstrukturen. BTB/POZ-Doméne und den C-
GMCL-1 enthilt eine N-terminale BTB/POZ-Domine als Bestandteil des Terminus. Grofites Genprodukt 444 aa
Zinkfinger-Motivs fiir Protein-Protein-Interaktionen, C-terminal sind
keine Dominen vorhergesagt. Eine Lokalisation im Nebenhoden ist
bisher nicht untersucht.
Bei Profilin IV handelt es sich um ein neues Protein der Aktin-bindenden Es wurde viermal der komplette ORF
Profilinfamilie, welches iiberwiegend im Testis in den Keimzellen (129 aa) inklusive 5°-und 3'UTR als
4 x exprimiert ist. Es stellt das Sduger-Homologe zum Seeigelspermien- potentieller Bindungspartner ermittelt.
Profilin IV NM 199346 NP 955378 Profilin dar. Es wire vorstellbar, dass iiber ein solches Protein die Obermann et al., 2005 Die ersten 76 aa der 5SUTR befanden
(PFN1IV) - - Verbindung vom C-Terminus des HEG6-Rezeptors zum Aktin sich in einem falschen Leseraster, der
129 aa hergestellt wird. Fir PFN IV sind keine distinkten Doménen ORF war korrekt kodiert
vorhergesagt und weder Bindungspartner noch Funktion bekannt.
SMAA4 ist charakterisiert durch die Glyko-hydro-2-Domine (82 aa) der Es wurden drei identische Klone
3x O-Glykosylhydrolase Familie, die Bestandteil von B-Galaktosidasen, 8- gefischt, welche aus dem GroBteil des
SMA4 Mannosidasen und B-Glucoronidasen ist und konnte in den Theodosiou et al., 1994 ORF (aa 27-140) + 3 "UTR bestehen.
140 aa NM_021652 NP_067684 Kohlenhydratstoffwechsel involviert sein. Jedoch ist SMA3,4 bisher Die ersten 26 aa des N-Terminus bzw.
nicht charakterisiert und die molekulare Funktion unbekannt. Es ist die ersten 20 aa der Glyco-hydro-2-
neben einigen anderen Geweben im ménnlichen Genitaltrakt exprimiert. Domiine fehlten jedoch.
CRIPT ist ein in zahlreichen Geweben cytoplasmatisch exprimiertes
2 x Protein, das mit den Mikrotubuli assoziiert ist. Es bindet direkt an f-
Cysteine-rich NM 014171 NP 054890 Tubulin und kann mit dem C-Terminus an weitere Proteine, wie z.B. Niethammer et al., 1998 Es wurde zweimal der komplette ORF

PDZ-binding
Protein
(CRIPT)
101 aa

PSD-95 binden, und beide miteinander verlinken. PSD-95 interagiert
wiederum mit dem NMDA-Rezeptor, der Bestandteil von Ionen-Kanélen
in Synapsen ist, so dass CRIPT als Schnittstelle zwischen Signal-
transduktion des Rezeptors iiber das Zytoskelett angesehen werden
kann. CRIPT hat ein c-terminale Konsensus-Sequenz fiir PDZ-Bindung.

Passafaro et al., 1999

(101 aa) inklusive der 5°-und 3'UTR
gefischt.
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Prey-Insert

Kurze Beschreibung des Proteins

Referenzen

gefischte Doménen

2x
Engulfment
and Cell
motility 3
(ELMO3)
773 aa

ELMO3 ist zytoplasmatisch exprimiert und gehort zur Elmo/Ced-12-
Familie, die eine Funktion bei der Zytoskelett-Mediation wihrend der
Phagozytose apoptotischer Zellen und bei der Bewegung von Zellen
haben. Es enthilt das Elmo/CED12-Motiv und eine Pleckstrin homology
(PH-) Domiine (aa 595-718), die Bestandteil vieler Signalproteine
und Zytoskelett assoziierter Proteine ist. Die Funktion der PH-Domine
ist nicht bekannt; vermutlich spielt sie eine Rolle bei der Bindung von G-
Proteinen, Lipiden, phosphorylierter Serin- und Threoninreste sowie bei
der Anheftung an Membranen.

Lemmon ef al., 1998
Gumienny et al., 2001

Mit dem HE6-C-Terminus wurden die
letzten 133 aa des ORF (aa 643-773)
und die 3'UTR gefischt. Dieser Bereich
umfasst 95 C-terminale aa der PH-
Domine. Das Elmo/Ced12-Motiv ist in
dem Prey nicht reprisentiert.

2x
POMZP3
210 aa

Bei POMZP3 handelt es sich um ein Fusionsprotein welches N-terminal
der 5° codierenden Region von POM121 &hnlich ist, das ein integrales
Kernporen-Membranprotein kodiert, und weiter 3" aus den vier letzten
Exons des Zona pellucida Glykoproteins 3 (ZP3) besteht. POMZP3
besitzt jedoch kein Kernlokalisationssignal und keine
Transmembrandoméinen, sondern nur die ZP-Doménen, (aa 77-141) die
fir die Spermien-Adhédsion an die Zona pellucida der Eizelle
verantwortlich sind. Das Protein wird in einer Vielzahl von Geweben
exprimiert, jedoch ist seine Funktion unbekannt.

Kipersztok et al., 1995

Das bindende Protein enthielt den
komplette ORF und die 3 "UTR jedoch
ohne die ersten 20 N-terminalen
Aminosduren (insgesamt 191 aa)

1x
Supervillin
(SVIL)
2214 aa

SVIL ist ein cytoplasmatisch exprimiertes Protein, das mit dem N-
Terminus mit der Plasmamembran assoziiert ist und C-terminal mit
F-Aktin interagiert. Es hat Einfluss auf die Aktinpolymerisierung und
rekrutiert Aktin und andere Zytosklett-Proteinen zu spezialisierten
Strukturen an der Plasmamebran und dem Zellkern wachsender Zellen.
SVIL ist ein bipartielles Protein mit distinkten N- und C-terminalen
Dominen: es besteht aus einer N-terminalen Kernlokalisationsdomine
und enthilt C-Terminal vier Gelsolin- und eine Villin-Domine fiir Aktin-
und Calcium-Bindung.

Pope et al., 1998
Woulfkuhle et al., 1999
Chen et al., 2003

Es wurde ein relativ kurzer Bereich des
C-Terminus gefischt (50 aa), der 8 von
36 aa der Villin-Domine und die 3
“UTR umfasst. Zudem enthielt der Klon
einen genomischen Einschub von 41 aa
im falschen Leseraster. Die N-terminale
Domine sowie die Gelsolin-Doméinen
fehlten komplett.

1x
Flotillin 1
(FLOT1)
427 aa

Accession
mRNA- Protein
NM_024712 NP_078988
NM_012230 NP_036362
NM_021738 NP_003165
NM_005803 NP_005794

Ubiquitdr exprimiertes integrales Membranprotein der inneren
Zellmembran wo es mit Caveolen assoziiert ist, bei denen es sich um
nach innen gestiilpte Mikrobreiche der Membran handelt, an denen der
Protein Ein- und Austritt kontrolliert wird und die einen
Ankniipfungspunkt fiir Signaltransduktion darstellen. FLOT1 spielt eine
Rolle bei Vesikel-Transport, Signaltransduktion sowie Zytoskelett-
Organisation und interagiert mit einer Vielzahl an Proteinen. Die
molekulare Funktion ist jedoch unbekannt. Es besteht aus einer N-
terminalen Prohibitin-homologe-Domine (PHB) (aa 84-266) welche N-
terminal ein coiled-coil-Motiv (aa 237-264) enthilt

Bickel et al., 1997
Ding et al., 2005

Das bindende Protein enthielt den ORF
ohne die ersten 70 aa plus die 3'UTR.
Die PHB-Domine und das coiled-coil-
Motiv waren komplett vorhanden.
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3.2.4 Verifizierung der Interaktionen zwischen dem HEG6-C-Terminus und den
potentiellen Interaktionspartnern

3.2.4.1 Kontrollmatings

Zur Bestitigung der potentiellen Interaktionen aus den Yeast Two-Hybrid Library-Screens
wurden zunichst Kontrollmatings mit und ohne Hefestammtausch durchgefiihrt. In diesen
Matings wurde die Interaktion der Prey-Proteine mit dem HE6-C-Terminus, dem dritten
intrazelluldaren Loop und der Gal4-DNA-BD als Bait iberpriift, um die Spezifitit der
Interaktionen zu ermitteln. In Tabelle 3.5 sind die Ergebnisse zusammengefasst.

Tabelle 3.5: Ergebnisse der Kontrollmatings zur Verifizierung der Interaktionen zwischen dem HE6-C-Terminus und
den gescreenten Prey-Proteinen Interaktion wurde durch Wachstum auf den Selektionsmedien SD/-LTH, -LTA und -LTHA
detektiert. +++: mehr als 200 cfu/ml auf SD/-Medium gewachsen, ++: 10-20 cfu/ml gewachsen, +/-: vereinzelte kleine
Kolonien gewachsen; -: keine Kolonien auf Selektionsmedium 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 % - - -
HEG6-C-Terminus 15 % e + +/-
Profilin IV HEG6 31C-Loop 4 % - - -
Gal4-DNA-BD 11 % - - -
HE6-C-Terminus 33 % ++ ++ ++
SMA4 HE6 31C-Loop 46 % - - -
Gal4-DNA-BD 37 % +/- +/- +/-
HE6-C-Terminus 13 % ++ ++ ++
CRIPT HE6 31C-Loop 65 % - - -
Gal4-DNA-BD 75 % - - -
HE6-C-Terminus 45 % +++ + +
ELMO3 HEG6 31C-Loop 44 % - - -
Gal4-DNA-BD 22 % - - -
HE6-C-Terminus 24 % +++ +++ +++
POMZP3 HE6 31C-Loop 20 % - - -
Gal4-DNA-BD 14 ,% - - -
HE6-C-Terminus 9 % +++ ++ ++
Supervillin HEG6 3IC-Loop 8 % - - -
Gal4-DNA-BD 7 % ++ - -
HE6-C-Terminus 21 % +++ + +/-
Flotillin HEG6 3IC-Loop 20 % - - -
Gal4-DNA-BD 20 % - - -

In den Einzelmatings konnte fiir alle neun Kandidaten eine Interaktion mit dem HE6-C-Terminus
bestitigt werden. Fiir GMCLI1, PEN IV, CRIPT, ELMO3 und Flotillin konnte eine spezifische
Reaktion gezeigt werden. Diese Proteine zeigten nur Interaktion mit dem HE6-C-Terminus, jedoch
nicht mit dem dritten intrazelluliren Loop des HE6-Rezeptors und der Gal4-DNA-BD. Es fiel
jedoch auf, dass Profilin IV und Flotillin mit 10-20 cfu/ml auf niedrig stringentem Medium und nur
vereinzelten Klonen auf hoch stringentem SD/-LTHA-Medium lediglich eine schwache Interaktion
mit dem HE6-C-Terminus zeigten. Fiir Prosaposin, SMA4 und Supervillin konnte eine deutliche
Interaktion mit dem HE6-C-Terminus detektiert werden. Diese drei Proteine zeigten ebenfalls
keine Interaktion mit dem dritten intrazelluliren Loop des HE6-Rezeptors, jedoch war in den
Matings mit der Gal4-DNA-BD vereinzeltes Wachstum diploider Klone auf den Selektionsmedien
zu verzeichnen. Dies deutete auf eine unspezifische Reaktion der Gal4-DNA-BD mit den
Preyproteinen hin, was die Expression der Reportergene und somit falsch positives Wachstum
bewirkt. Fiir Prosaposin, SMA3,4 und Supervillin konnte somit Interaktion durch unspezifische
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Reaktion mit der Gal4-DNA-BD des Baits vorgetduscht werden. Da jedoch das Wachstum in den
Matingansitzen mit dem HE6-C-Terminus deutlich stiarker war als in den Ansitzen mit der Gal4-
DNA-BD, und in den Matings mit dem dritten intrazelluldren Loop gar kein Wachstum diploider
Klone zu detektieren war, wurde trotzdem weiterhin von einer Interaktion mit dem HEG6-C-

Terminus ausgegangen werden.

3.2.4.2 Einzelmatings mit distinkten Bereichen der potentiellen HE6-Interaktionspartner

Um falsch positive Interaktionen des HE6-C-Terminus mit Translationsprodukten aus UTR-
Bereichen oder mit coiled-coil-Regionen auszuschlieBen und um die an der Interaktion beteiligten
distinkte
Interaktionspartner subkloniert und mit diesen weitere Y2H-Einzelmatings

Protein-Domédnen enger einzugrenzen, wurden Bereiche der potentiellen

durchgefiihrt.
Zusitzlich wurde ein Vektortausch vorgenommen, das heillit der HE6-C-Terminus als Fusion mit
der Gal4-AD als Prey und die potentiellen Interaktionspartner als Fusion mit der Gal4-DNA-BD
als Bait exprimiert, um unspezifische Reaktionen der Gal4-DNA-BD mit den potentiellen
Interaktionspartner, wie sie im Kontrollmating beobachtet wurden, zu unterbinden. Fiir die
Verifizierung wurden distinkter Bereiche wie ORFs oder Protein-Dominen der potentiellen
Interaktionspartner, die in den Original-Prey-Plasmiden repridsentiert waren, ausgewihlt. (siehe
Tabelle 3.6).

Tabelle 3.6: Klonierung distinkter Bereiche der potentiellen HE6-Interaktionspartner fiir Interaktionsstudien im Yeast
Two-Hybrid-System. Es wurden nur Bereiche kloniert, die bereits in den urspriinglichen Prey-Plasmiden reprisentiert waren.
Die klonierten Bereiche sind rot umrandet. Diese wurden sowohl in den Vektor pPGBKT?7 als auch in pGADT?7 ligiert. ORF:
Open reading frame, aa: Aminosidure, UTR: untranslatierte Region; in der schematischen

Interaktions- Klonierter Bereich Schematische Darstellung
partner
aa 320-476 des ORF inklusive der Saposin
Prosaposin B-Dominen drei und vier (71 von 73 aa der | == ==
SapB3 und 65 von 74 aa der SapB4)

Germ Cell-less a) 154 aa des ORF inklusiver der BTB/POZ-
homolog 1 Doméne (109 aa)
(GMCL1) b) kompletter ORF (527 aa)
Profilin IV Kompletter ORF des Profilin IV (129 aa) PEAM: Profilin
(PFEN1V) ohne 5°- und 3'UTR
OREF inklusive Glyco-hydro-2- Domine (119
SMA4 von 140 aa), es fehlen die ersten 26 aa des hydro-2
N-Terminus = die ersten 20 aa der Glyco-
hydro-2-Doméne (GH2)
Cysteine-rich Kompletter ORF des CRIPT (101 aa) ohne
PDZ-binding | 5°-und 3'UTR | CRIPT |
Protein (CRIPT)

Engulfment and 126 C-terminale aa des ORF (aa 647-773). —
Cell motility 3 Dieser Bereich umfasst 95 C-terminalen aa E_‘ m
(ELMO3) der PH-Domiine (123 aa) sowie den C- Ll E

Terminus
ORF minus die ersten 20 N-terminalen aa
POMZP3 (insgesamt 191 von 210 aa); dieser Bereich
umfasst die komplette ZP3-Domine
zweil von fiinf Gelsolidomidnen und eine i 3
Supervillin Villindoméne; ohne genomischen Einschub ‘ﬁ)‘lf)—‘}*")—v
(SVIL) und ohne 5°- und 3’UTR
190 aa des ORF welche die PHB-Domiine —
Flotillin 1 ohne das N-terminale coiled-coil-Motiv (107 \ @ PHE | CHE
(FLOT1) von 182 aa; der PHB, die 76 C-terminalen aa l”

fehlen) enthalt;
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Die ausgewihlten Bereiche wurden mittels PCR amplifiziert oder durch Restriktionsverdau aus den
Prey-Plasmiden ausgeschnitten und anschlieBend iiber Restriktionsschnittstellen im richtigen
Leseraster in die Hefevektoren kloniert. In Einzelmatings wurde die Interaktion dieser Konstrukte
mit dem HE6-C-Terminus untersucht. Als Negativkontrolle dienten Einzelmatings gegen die Gal4-

AD. In Tabelle 3.7 sind die Ergebnisse der Einzelmatings dargestellt.

Tabelle 3.7: Ergebnisse der Einzelmatings zur Verifizierung der Interaktionen zwischen dem HE6-C-Terminus und
distinkten Bereiche der Prey-Proteine. Interaktion wurde durch Wachstum auf den Selektionsmedien SD/-LTH, -LTA und —
LTHA detektiert. +++: mehr als 200 cfu/ml auf SD/-Medium gewachsen, ++: 10-20 cfu/ml gewachsen, +/-: vereinzelte kleine
Kolonien gewachsen; -: keine Kolonien auf Selektionsmedium gewachsen. n.d.: nicht durchgefiihrt oder nicht erfolgreich

Bait-Protein Prey-Protein Interaktion
-LTH -LTA -LTHA
Prosaposin HE6-C-Terminus - - -
Saposin-B Dominen 3+4 Gal4-AD - - -
Germ Cell-less HE6-C-Terminus - - -
POZ-Domine Gal4-AD - - -
Germ Cell-less HEG6-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-Domine Gal4-AD +/- +/- +/-
CRIPT HE6-C-Terminus s +++ ++
ORF Gal4-AD - - -
ELMO3 HE6-C-Terminus - - -
PH-Domine Gal4-AD - - -
POMZP3 HE6-C-Terminus +/- +/- -
OREF inkl. ZP3-Domine Gal4-AD +/- +/- -
Supervillin HEG6-C-Terminus - - -
Zwei Gelsolin- und eine Villindoméne Gal4-AD - - -
Flottilin HE6-C-Terminus - - -
PHB-Domaéne ohne coiled-coil-Motiv Gal4-AD - - -
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Abb. 3.9: Quantitativer B-Galaktosidasetest zur Analyse der HE6-Interaktion mit SMA4 und CRIPT. Dargestellt sind
die ermittelten B-Galactosidase-Aktivitdten [Milliunits/(ml x Zellen)] diploider Klone aus den Matings. Die rote Linie markiert
den Negativwert als Ausschlussgrenze. * zeigt signifikante B-Galaktosidase-Aktivitit im Vergleich zur Negativkontrolle.

Nach Entfernung unspezifischer Regionen zeigten nur noch CRIPT und SMA4 eine Interaktion mit
dem HE6-C-Terminus. Hier scheinen tatséchlich die Proteine selbst an der Interaktion beteiligt zu
sein. Fiir CRIPT konnte eine spezifische Interaktion mit HE6 beobachtet werden, wohingegen
SMAA4 geringes Hintergrundwachstum in den Kontrollansitzen zeigte, das auf eine schwach-
unspezifische Reaktion mit der Gal4-AD hindeutet. Da jedoch das Wachstum in den
Matingansitzen mit dem HE6-C-Terminus deutlich stiarker war als in den Ansitzen mit der Gal4-
AD und fiir die Kontrolldiploiden in einem quantitativen -Galaktosidasetest keine signifikante -
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Galaktosidase-Aktivitidt gemessen werden konnte, wurde von einer Interaktion mit dem HE6-C-
Terminus ausgegangen. Der B-Galaktosidasetest (Abbildung 3.9) bestitigte fiir beide Proteine,
durch eine signifikante Expression des lacZ-Reportergens, eine spezifische Interaktion mit dem
HEG6-C-Terminus. Quantitativ konnte fir CRIPT mit 5,6 Units eine stirkere HE6-Interaktion
ermittelt werden als fiir SMA4 (4 Units).

Die Matingansitze fiir Supervillin stehen noch aus, so dass dieses vorerst als potentieller
Interaktionspartner bestehen bleibt. Die ausgewédhlten Bereiche von Prosaposin und GMCLI1
zeigten keine Interaktion mit dem HE6-C-Terminus. Beide Proteine sind mit 525 aa bzw. 527 aa
relativ groBe Proteine, von denen in den Y2H-Library-Screens mehrere unterschiedliche Bereiche
als potentielle Interaktionspartner gefunden wurden (siehe Tabelle 3.8). Fiir die Einzelmatings
wurden die am hiufigsten représentierten Bereiche, bei Prosaposin die Saposin-Doménen drei und
vier und bei GMCLI1 die BTB/POZ-Domine kloniert. Diese reichten jedoch fiir eine Interaktion
mit HE6 nicht aus, so dass eine falsch positive Interaktion durch die urspriinglich in denen Klonen
enthaltenen UTRs vermutet werden kann. Es besteht jedoch auch die Moglichkeit, dass andere oder
groBBere Bereiche der Proteine eine Interaktion mit HE6 vermitteln. Um dies zu untersuchen, stehen
weitere Interaktionsstudien mit distinkten Protein-Breichen oder den ganzen Proteinen aus, fiir die
im Rahmen dieser Arbeit keine Zeit mehr war. Fiir die iibrigen sechs Proteine konnte nach
Entfernung von 5°UTR, Lesrasterverschiebungen und coiled-coil-Regionen keine oder falsch
positive Interaktion mit dem HE6-C-Terminus gezeigt werden. Bei diesen Proteinen war die in den

Y2H-Library-Screens detektierte Interaktion auf unspezifische Reaktionen zuriickzufiihren.

3.3 Gezielte Yeast Two-Hybrid-Studien zur Interaktion des HE6-Rezeptors
mit 14-3-3-Proteinen und NHERF1

Zusitzlich zum Bibliothek-Screening wurden gezielt mogliche Interaktionspartner getestet.
Sequenz-Motiv-Analysen mit dem Online-Programm Simple Modular Architecture Research Tool
(SMART, http://smart.embl-heidelberg.de/) sagten fiir den HE6-C-Terminus zwei Motive voraus,
die Hinweise auf mogliche Interaktionspartner geben (siehe Abbildung 3.3). Zum einen wurde eine
Serin-reiche Region von 29 aa ermittelt. Es ist bekannt, dass 14-3-3-Proteine an solche Sequenzen
binden konnen; eine dezidierte Konsensussequenz gibt es jedoch nicht. 14-3-3 Proteine sind kleine
regulatorische Molekiile der Signaltransduktion die unter anderem als Adapterproteine in
Multiproteinkomplexen eine Schliisselrolle bei der Signaltransduktion, Zellteilung und Apoptose
einnehmen [Xiao et al., 1995; Fu et al., 2000]. Eine Interaktion von GPCRs tiber den C-Terminus
mit 14-3-3-Proteinen wurde bereits fiir den FSH-Rezeptor [Cohen et al, 2004], den PTH-Rezeptor
[Tazawa et al, 2003] und den GABAB-Rezeptor [Couve et al, 2001; Brock et al., 2005]
beschrieben. Zudem wurde fiir verschiedene a2-Adrenalinrezeptoren eine Interaktion von 14-3-3-
Proteinen mit dem dritten intrazelluliren Loop beschrieben [Prezeau et al., 1999]. Fiir eine
mogliche 14-3-3-Bindung kidmen somit die Serin-reiche Region im C-Terminus sowie der dritte
intrazelluldre Loop von HEG6 in Frage.

Als zweites Motiv wurde am absoluten C-Terminus (IEQM-COOQOH) eine Konsensus-Sequenz (X-
D/E-X-®-COOH; X = beliebige Aminosédure, @ = hydrophobe Aminoséure) fiir die Bindung von
Proteinen mit PDZ-Dominen festgestellt. PDZ-Dominen sind modulare Protein-Interaktions-
Dominen, die eine Rolle im Protein-Targeting und bei der spezifischen Anordnung von Protein-
Komplexen spielen. Ein PDZ-Protein, das aufgrund seiner Funktion und seiner Lokalisation in
polarisierten Epithelzellen als Interaktionspartner fiir HE6 in Frage kiime, ist der Na/H Exchanger
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Regulatory Factor NHERF1 [Reczek et al, 1997; Weinman et al, 1995 + 2005]. NHERF ist apikal
in den nicht-Zilien tragenden Epithelzellen der Ductuli efferentes lokalisiert und mit dem
Aktinzytoskelett der Plasmamebran assoziiert. Es hat eine Funktion bei der Fliissigkeitsresorption
im proximalen Nebenhoden [Weinman et al., 2005; Yun et al., 1997]. Da fiir NHERF1 bereits in
fritheren Studien eine Interaktion mit Signalmolekiilen, GPCRs, Ionentransprotern und Zytoskelett-
Proteinen gezeigt werden konnte [Ediger ef al., 2002; Voltz et al., 2001; Short et al., 1998; Suh et
al, 2001; Morales et al., 2004], konnte es ein Adapterprotein zwischen dem HE6-Rezeptor und
Ionentransportern oder dem Zytsokelett darstellen und so in die HE6-Signaltransduktion und
Regulation der transepithelialen Fliissigkeitsresorption im Nebenhoden eingebunden sein. Sowohl
14-3-3 als auch NHERF1 wurden deshalb als potentielle Interaktionspartner des HE6-Rezeptors in
Erwigung gezogen. Um eine mogliche Interaktion der beiden Proteine mit dem HE6-C-Terminus
zu untersuchen, wurden die Proteine in die Hefevektoren pGBKT7 und pGADT7 kloniert und
Einzelmatings gegen den HE6-C-Terminus, den dritten intrazelluldren Loop und die Gal4-Doméne
durchgefiihrt. Fiir die Interaktionsstudien wurde der komplette ORF von NHERF1 (NM_012030)
sowie die ORFs der 14-3-3-Isoformen Zeta (NM_003406), Eta (NM_003405) und Theta
(NM_011739) ausgewihlt. Diese 14-3-3-Isoformen sind im ménnlichen Genitaltrakt exprimiert
und es wurden fiir sie bereits Interaktionen mit dem C-Terminus bzw. 3ICL verschiedener
Rezeptoren beschrieben. In Einzelmatings sowohl mit den potentiellen HE6-Interaktionspartnern
als Bait (Fusion an Gal4-DNA-BD) als auch als Prey (Fusion an Gal4-AD) wurden
Interaktionsstudien mit dem HE6-C-Terminus und dem 3ICL durchgefiihrt. Als Kontrolle wurden
Ansitze mit den Gal4-Doménen mitgefiihrt. Trotz guter Mating-Effizienzen wuchsen keine Klone
auf den Selektionsmedien, die auf Interaktion mit dem HE6-Rezeptor hindeuten wiirden (Daten
hier nicht gezeigt). Es konnte also weder fiir die 14-3-3-Proteine noch fiir NHERFI eine
Interaktion mit dem HE6-C-Terminus oder dem dritten intrazelluldren Loop gezeigt werden

3.4 gezielte Y2H-Studien zur Interaktion von HE6 mit Profilinen

In den Y2H-Screenings mit dem HE6-C-Terminus als Bait wurde ein neues Mitglied der Profilin-
Familie, das Profilin IV, als ein potentieller Interaktionspartner ermittelt, das eine Verbindung
zwischen dem HE6-Rezeptor und dem apikalen Aktin-Zytoskelett herstellen und somit eine Rolle
bei der intrazelluldren Signaltransduktion spielen konnte. Diese Interaktion lie3 sich jedoch nicht
bestitigen. In weiterfithrenden Einzelmating-Experimenten wurde eine mogliche Interaktion des
humanen und murinen epididymalen Rezeptors (HE6/ME6) mit weiteren Profilin-Isoformen
untersucht. Fiir die Interaktionsstudien wurden die ORFs des humanen und murinen Profilin IV
(BC029523/ NM_028376), sowie der Profiline II (NM_053024) und III (NM_029303) sowohl als
Bait als auch als Prey verwendet (siehe Tabelle 3.16). Untersucht wurde eine mogliche Interaktion
mit dem C-Terminus und dem 3ICL von HE6 (AF538954) und ME6 (AF538952). Es konnte
jedoch weder fiir das humane und murine Profilin IV noch fiir die Profiline II und III eine
Interaktion mit dem C-Terminus oder dem 3ICL des HE6-/ME6-Rezeptors gezeigt werden. Dies
deutet darauf hin, dass der HE6-Rezeptor keine direkte Interaktion mit den Profilinen eingeht und
bestitigt, dass es sich bei der im Y2H-Screen detektierten Interaktion mit Profilin IV um eine
falsch positive Bindung handelte.

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

Im Vergleich zu somatischen Geweben weist der Hoden der Séugetiere, einschlielich des
Menschen, ein ungewohnlich komplexes Muster der Profilin-Expression auf. Neben den beiden
Profilinen I und II, ist hier das Profilin III zu finden, welches ausschlieBlich in den Keimzellen
exprimiert ist [Hu er al., 2001; Braun et al., 2002; Obermann et al., 2005]. Auch fiir das im Yeast
Two-Hybrid-Screen mit dem HE6-C-Terminus als Bait entdeckte Profilin IV, konnte als
Hauptexpressionsort in allen untersuchten Spezies (Mensch, Ratte und Maus) ebenfalls der adulte
Hoden ausgemacht und eine Lokalisation des Proteins in den Keimzellen beobachtet werden
[Obermann et al., 2005]. Durch Datenbankrecherche konnte fiir Ratte, Maus und Mensch
inzwischen in Expressed sequence tags (ESTs) aus Testis eine zusitzliche, X-chromosomal
lokalisierte Profilin-dhnliche-Sequenz, (Profilin V genannt) entdeckt werden (siehe Abb. 1.10 C).
Das neue Profilin V-Gen wurde noch nicht kloniert und niher charakterisiert, jedoch zeigen
Sequenzanalysen, dass dieses ebenso wie das Testis-spezifische Profilin III aus einem intronlosen
Gen besteht und aufgrund seiner Homologie in die Familie der Profiline eingegliedert werden
muss. Hierdurch erhoht sich die Zahl der bei Sdugern beschriebenen Profilin-Gene auf fiinf, aus
denen durch alternatives SpleiBen des PFN II-Gens sechs Profilin-Proteine resultieren. In
Abbildung 3.10 ist eine Pair-Distance-Analyse der sechs Profilin-Isoformen des Sdugers auf
Aminosédure-Ebene am Beispiel der humanen Profiline gezeigt. Der Vergleich zeigt, dass die
Profiline I, II III und V in eine gemeinsame Gruppe clustern. In dieser Gruppe weist das neue PFN
V die geringste Homologie zu den anderen Profilinen auf und bildet einen eigenen Zweig. Profilin
IV weist insgesamt mit nur durchschnittlich 23 % die geringste Homologie zu den anderen

Profilinen auf und clustert in eine separate Gruppe.

A huPFM |
1 hu PEN I
hu PEN lla
hu PEM Ik
7 hu PEN Y
923 hu PEM 1V
1 1 1 | 1 | | 1 | 1
B 40 a0 70 B0 50 40 30 20 10 0 C
PFNI | PENIIa | PENIIb | PENIII | PENIV | PENV PFN V ESTs
PFN1 (NM_005022) 100% | 544% | 548% |442% |23.6% | 30,5% human | BX105859
PFN Ila (NM_002628) 100 % 908% |399% |238% |326% AI004803
PFEN IIb (NM_053024) 100 % 403% | 24,6% | 35,2% AIB05288
PFN III (NM_001029886) 100% |215% | 258% Maus BX629514
PFN IV (NM_199346) 100% | 249 % AV258284
PFN V (BX105859) 100 % Ratte XM_234152

Abb. 3.10: Pair-Distance-Analyse der humanen Profiline auf Aminosiaure-Ebene nach der Clustal-Methode mit dem
Programm MegAlign (DNAstar). (A) Phylogenetischer Baum, (B) Homologien zwischen den Profilinen in %, (C) PFN V
ESTs aus Ratte, Maus und Mensch.

3.6 Synthese der Testis-exprimierten Profiline III und IV in der Ontogenese

Im Rahmen dieser Arbeit sollte das komplexe Muster der Profilin-Expression im Testis und in den
Keimzellen der Sduger niher betrachtet werden. Um Hinweise auf mégliche Funktionen der
Profiline wéhrend der Spermatogenese, insbesondere bei der Spermiogenese, zu erhalten, wurde
die zeitliche und Entwicklungs-abhingige Expression sowie die zelluldre und subzellulire
Lokalisation der Profiline im ménnlichen Genitaltrakt der Sduger auf mRNA und Protein-Ebene
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untersucht. Vor allem die Zelltyp- und Stadien-spezifische Expression der Testis-exprimierten
Profiline III + IV wihrend der Spermatogenese in den Keimzellen sollte niher beleuchtet werden.
Die Analyse der mRNA-Expression der Testis-exprimierten Profiline III und IV erfolgte in den
verOffentlichten Studien hauptsédchlich durch Northern-Blot-Analysen und in situ-Hybridisierungen
[Hu et al., 2001; Braun et al., 2002, Obermann et al., 2005]. In vorliegender Arbeit wurde die
mRNA-Expression der Profiline im Nagermodell in verschiedenen Geweben und in einer post-
natalen  Entwicklungsrethe = des  Hodens  sowie  human  bei  unterschiedlichen
Spermatogenesestorungen durch die empfindlichere (RT)-PCR-Analyse untersucht. Durch PCR-
Amplifikation der Profilin-mRNAs mit jeweils spezifischen Primern (Tabelle 2.4 und 2.7) konnten
die Expressionsmuster aller fiinf Profiline ermittelt und miteinander verglichen werden.

Auf Protein-Ebene wurde das Expressionsmuster der Profiline durch Western-Blot-Analyse mit
Profilin-spezifischen Antikorpern (Tabelle 2.22) ebenfalls in verschiedenen Geweben, einer post-
natalen Entwicklungsreihe des Ratten-Hodens sowie bei unterschiedlichen Spermatogenese-
storungen des Menschen untersucht. Die Spezifitdt und Funktionalitidt der verwendeten Profilin-
Antikorper im Western-Blot wurde zuvor mit in vitro translatierten Profilinen und Gewebelysaten
getestet. Da fiir das neue Profilin V bisher noch keine Antikorper generiert wurden, konnte die
Expression und Lokalisation dieses Profilins auf Protein-Ebene nicht untersucht werden.

Zur Analyse der genauen zelluldren und subzelluldren Lokalisation der Profiline in den Keimzellen
kam die Methode der Immunozytochemie zum FEinsatz. Die Stadien-spezifische Expression und
subzellulidre Lokalisation der Profiline in den Keimzellen wurde anhand von Laser-konfokalen
Mikroskopbildern dokumentiert.

3.6.1 Profilin-Antikorper und ihre Spezifitit im Western-Blot

Fiir die Detektion der Profiline in Western-Blots und Immunozytochemie standen die in Tabelle
2.22 aufgefiihrten Profilin-Antikorper zur Verfiigung. Bei den PFN III und PEN IV-Antikorpern
handelt es sich um polyklonale Antiseren, die durch Immunisierung von Kaninchen bzw.
Meerschwein mit einem chemosynthetischen Profilin-Oligopeptid gewonnen wurden (Pineda-
Antikorper Service). Vor Durchfithrung der Western-Blot-Analysen zur Ermittlung der Profilin-
Expressionsmuster wurden die Antikdper auf ihre Spezifitit und Funktionalitiit bei dieser Methode

gestestet.

3.6.1.1 Western-Blot-Analyse mit in vitro translatierten Profilinen

Zur Analyse der Spezifitit der Profilin-Antikorper wurden die Profiline I bis IV in den
Expressionsvektor pGBKT7 kloniert und mit dem 7NT®-T7 Quick Coupled Transcription,
Translation System in vitro translatiert. Jeweils 4 ul der in vitro translatierten Profiline, wurden per
SDS-PAGE in einem 10 % Acrylamid-Gel elektrophoretisch aufgetrennt und auf eine PVDEF-
Membran transferiert. Die Membranen wurden anschlieBend iiber Nacht bei 4°C mit den Profilin-
Antikopern inkubiert. Die Detektion und Visualisierung der Antikorper-markierten Profiline
erfolgte tiber Cy5-konjugierte Zweitantikorper (1:500) und mit dem Fluoroimager Storm™860. In
Abbildung 3.11 sind die Western-Blot-Analysen mit den in vitro translatierten Profilinen zur
Ermittlung der Spezifitit der Profilin-Antikorper dargestellt. Vorweg sei erwihnt, dass die in vitro
translatierten Profiline aufgrund des angefiigten c-myc-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-Antiseren im Western-Blot eine ca. 16
kDa grof3e Proteinbande bei der entsprechenden Profilin-Isoform detektiert werden, so dass davon
auszugehen ist, dass die verwendeten Antikorper die jeweils spezifischen Profiline erkennen. Es
fiel jedoch auf, dass die Profilin III- und IV-Antikorper, im Unterschied zum PFN II-Antikorper,

neben der Profilinbande bei ca. 16 kDa unspezifisch weitere Proteine markieren (sieche Abb. 3.11).

3.6.1.2 Western-Blot-Analyse von Testis-Lysaten

Um zu kontrollieren, ob die Profilin-Antikorper auch auf Gewebelysaten spezifische Signale
geben, in denen die Profiline nicht so konzentriert wie in in vitro-Translationsansitzen und zudem
modifiziert und evtl. anders gefaltet vorliegen, wurden Western-Blot-Analysen mit Gewebelysaten
durchgefiihrt. Da sowohl fiir PEN III als auch PFN IV Expression im Testis der Nager beschrieben
ist [Obermann et al., 2005], wurden zur Analyse der Funktionalitit der Antikorper je 80 ug Maus-
und Ratten-Testis-Lysat per SDS-PAGE aufgetrennt, auf eine PVDF-Membran geblottet und diese
anschliefend fiir die immunologische Detektion mit den Profilin-Antikérpern verwendet. In
Abbildung 3.12A ist das Ergebnis der Western-Blot-Analysen dargestellt.

kDa MT | RT kDa MT | RT kDa MT kDa MT | RT MT PFN4*
49 g -—
49
49 —
38
38
28+ 28
28
14— 14
1w | —
- | —
s 6w i [ 6
PFN I-AK PFN lla-AK PFN llI-AK PFN IV-AK 1
Novus mPFN2aAS361 Kaninchen1 Meerschwein
1:1000 1:2000 1:700 1:300
A B

Abb. 3.12: Western-Blot-Analyse zur Funktionalitiit der Profilin-Antikorper auf Testis-Lysaten. (A) Detektionsmuster
der Profilin I, Ila, IIT und IV; (B) Detektionsmuster des PFN IV-AK. Die Detektion und Visualisierung der Antikorper-
markierten Profiline I bis III erfolgte tiber CyS-markierte Zweitantikorper (1:500). Der PEN IV-Western-Blot wurde unter
nativen Bedingungen durchgefiihrt und die Detektion des Antikorper-markierten PEN IV erfolgte mit dem ECL-Plus-System.
MT. Maus-Testis, RT: Ratten-Testis, AK: Antikdper, PEN4*: PEN IV mit His-tag.

Mit den Profilin I, IT bzw. IlI-spezifischen Antikorpern konnten deutliche Proteinbanden bei ca. 14
kDa detektiert werden, wobei der Profilin III-Antikorper zusitzlich unspezifische Proteinbanden
bei ca. 28 und 38 kDa sowie im hohermolekularen Bereich lieferte. Der Profilin IV-Antikorper
markierte recht schwache Proteinbanden bei ca. 14 kDa, bei denen es sich wahrscheinlich um PFN
IV handelt. Jedoch sind die Western-Blot-Analysen mit dem PFN IV-AK mit Vorsicht zu
interpretieren, da dieser bei der Detektion in Gewebelysaten generell Probleme bereitete. Der
Antikorper markierte insgesamt im Lysat zwar mehrere Proteinbanden, jedoch waren diese vor

allem im niedermolekularen Bereich von 14-17 kDa oft so schwach, dass sie nicht als spezifisch



Ergebnisse 80

angesehen wurden. In Abb.3.11B ist exemplarisch ein typisches Detektionsmuster des Profilin IV-
AK gezeigt. Wie zu erkennen ist, konnte hochkonzentriertes, rekombinant exprimiertes PFN IV mit
His-tag (ca. 16 kDa) von dem AK eindeutig markiert werden. In den Testis-Lysaten jedoch sind im
Bereich der nativen Profiline bei ca. 14 kDa nur sehr schwach markierte Proteinbanden zu
erkennen, die nicht als eindeutiges Signal angesehen wurden. Auch durch die Verwendung
sensitiverer Detektionssysteme, wie dem ECL-Plus-System, Auftragen groBerer Proteinmengen
oder durch den Einsatz verschiedener Gelsysteme und Laufpuffer (nativ, denaturierend) konnten
oft keine Verbesserungen erzielt werden. Abbildung 3.11 zeigt einen Western-Blots, in dem eine
Profilin-Bande zwar schwach, aber eindeutig markiert werden konnte. Generell bleibt festzuhalten,
dass der Profilin IV-AK aufgrund schwacher und nicht eindeutiger Markierungen nicht fiir
Western-Blot-Analysen geeignet schien. Die Ursachen hiefiir konnen vielfiltig sein. Bei dem
verwendeten PFN IV-AK handelt es sich um ein Antikorper-Serum aus Meerschwein, das nur
spezifisch ein Epitop erkennt. So besteht z.B. die Moglichkeit, dass der AK durch unvollstindige
Renaturierung des PFN IV beim Blotten oder aufgrund einer Proteinfaltung des nativen Profilins,
die das Epitop verbirgt, nicht in der Lage ist, Profilin IV aus Gewebelysaten mit ausreichend
starker Affinitdt im Western-Blot zu markieren.

Die im Folgenden gezeigten Western-Blot-Analysen wurden allesamt mit den hier getesteten
Profilin-Antikorpern durchgefiihrt. Aufgrund der durchgefiihrten Tests ldsst sich sagen, dass die
AK fiir PEN I, II und III, auch in Gewebelysaten, spezifisch die jeweiligen Profiline erkennen.

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

Zundchst wurde zur Kontrolle bereits beschriebener Profilin-Expressionsmuster sowie zur Analyse
der Expression des neuen Profilin V die Gewebe-spezifische Verteilung der Profilin-mRNAs im
Nagermodell durch RT-PCR untersucht. Analysiert wurde die Expression der Profiline in
Nebenhoden, Testis, Gehirn, Herz, Leber, Niere, Milz und Lunge adulter Miusen, aus denen RNA
extrahiert und cDNA, als Template fiir die PCR, synthetisiert wurde. Aus den gleichen Geweben
wurden Gewebelysate hergestellt, um durch Western-Blot-Analysen die 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 Gewebe-spezifischen Profilin-
Expression bei der Maus im Agarosegel dargestellt. Es ist zu erkennen, dass der Hoden der Sauger
im Vergleich zu somatischen Geweben ein ungewohnlich komplexes Muster der Profilin-
Expression aufweist. Im Gegensatz zu allen anderen getesteten Geweben zeigt lediglich dieses
Gewebe eine deutliche Expression aller fiinf Profilin-mRNAs.

Fiir die Profiline I und II konnten die bekannten Expressionsmuster per RT-PCR bestitigt werden:
Profilin I ist ubiquitér in allen Geweben exprimiert [Witke et al., 2001], Profilin Ila hauptsidchlich
in Gehirn und Nebenhoden sowie unterschiedlich stark/schwach in den anderen Geweben [Honore
et al., 1993, Lambrechts et al., 2000]. Mit PEN IlI-spezifischen Primern konnte ein PCR-Produkt
im Nebenhoden, Testis und in der Niere detektiert werden. Das Signal in der Niere ist jedoch nicht
auf Transkription des Profilin III-Gens zuriickzufiihren, sondern resultiert aus dem Transkript des
slc34al-Gens (kodiert fiir einen Natrium-abhéngigen Phopshatase-Transporter) welches in seiner
3'UTR die Profilin III-Sequenz in antisense-Orientierung enthilt [Braun et al., 2002]. Somit
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konnte fiir Profilin III eine spezifische Expression im minnlichen Genitaltrakt der Sduger bestitigt
werden, wobei die Expression im Hoden {iiberwiegt und im Nebenhoden recht gering ist.
Hauptexpressionsort der Profilin IV mRNA ist ebenfalls der adulte Hoden. Im Unterschied zu den
von Obermann et al. (2005) durchgefiihrten Northern-Blot-Analysen scheint das Transkript jedoch
nicht auf den minnlichen Genitaltrakt begrenzt zu sein. Durch die empfindlichere RT-PCR-
Methode konnte die PFN IV mRNA, wenn zum Teil auch nur schwach, in allen getesteten
Geweben nachgewiesen werden. Der Hoden stellt aber den Hauptexpressionsort dar. Auch bei der
neu entdeckten Profilin V-Sequenz scheint es sich um ein hauptsiichlich im Testis exprimiertes
Transkript zu handeln. Ahnlich dem Profilin IV zeigt es zusitzlich Expression im Gehirn und sehr
schwach in der Lunge und der Milz, jedoch nicht in Herz, Leber und Niere. Alle Profiline, bis auf
das Testis-spezifische Profilin III, werden bereits im frithen Embryo (d 9/10) transkribiert.

Zusammenfassend ldsst sich sagen, dass alle fiinf Profiline auf RNA-Ebene im Hoden exprimiert

werden, die Profiline III, IV und V jedoch tiberwiegend oder sogar ausschlieBlich in diesem Organ.
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Abb. 3.13: RT-PCR-Analyse zur Gewebe-spezifischen Profilin-Expression am Beispiel der Maus. Gezeigt ist die
Agarosegel-Elektrophorese, in der jeweils 5 ul der RT-PCR-Ansitze aufgetrennt wurden. Die rote Umrandung hebt die im
Testis detektierten Transkripte hervor.

3.6.2.1.2 Protein-Ebene

Wie in Abb. 3.14 an einem Coomassie-gefirbten Proteingel zu 3oy s B3 £ g é
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Abb. 3.14: SDS-PAGE-Analyse der Gewebelysate. Dargestellt ist das Coomassic- Sl SRR 0 S
Blau-gefirbte Proteingel nach SDS-PAGE. Aufgetragen wurden jeweils 80 ug Gewebe- 6
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Abb. 3.15: Western-Blot-Analyse mit Profilin-Antikérpern zur Gewebe-spezifischen Profilin-Expression im
Nagermodell. (A) Expression der Profiline I bis IV in verschiedenen Geweben der Ratte, (B) Expression der Profiline III und
IV in Gehirn und Testis bei Ratte und Maus; aufgetragen wurden jeweils 80 ug Gesamtprotein. Die Detektion der Profiline
erfolgte mit folgenden Antikorpern: Profilin I: polyklonaler Profilin-AK (Novus) 1:1000, Profilin Ila: Anti-mPFN2aAS361,
1:2000, Profilin III: PEN III-AK aus Kaninchen, d120, 1:700, Profilin IV: PEN IV-AK aus Meerschwein, d120, 1:300. Die
Visualisierung der Antikorper-markierten Profiline erfolgte iiber Cy5-markierte Zweitantikorper (1:500).

In Abbildung 3.15 ist das durch Western-Blot ermittelte Expressionsmuster der Profiline in den
verschiedenen Geweben gezeigt. Profilin I konnte analog zur PCR-Analyse im Testis und in allen
anderen Geweben nachgewiesen werden. Profilin Ila zeigt in der Western-Blot-Analyse starke
Expression im Gehirn und im Testis. In den anderen Geweben konnte entweder ein sehr schwaches
oder gar kein Profilin Ila-Signal detektiert werden. Fiir Profilin III konnte auf Protein-Ebene eine
Testis-spezifische Lokalisation gezeigt werden. Aufler im Hoden wurde in keinem anderen
Gewebe, auch nicht der Niere, ein Signal detektiert. Profilin IV konnte durch schwach markierte
Proteinbanden bei ca. 14 kDa ebenfalls im Hoden nachgewiesen werden. Zur Profilin IV-Synthese
in den anderen Geweben lassen sich jedoch keine definitiven Aussagen machen, da bei diesen mit
dem PFN IV-AK im Western-Blot keine eindeutigen Proteinbanden markiert werden konnten.
Aufgrund der etwas stirkeren Proteinbanden in Leber, Herz und Niere konnte ein Vorkommen des
Profilin IV-Proteins in diesen Geweben vermutet werden. Im Gehirn konnte keine Proteinbande
detektiert werden, so dass zu vermuten ist, dass PEN IV hier nicht synthetisiert ist. Die Expression
der Profiline IIT und IV in Gehirn und Testis bei Ratte und Maus wurde in einem weiteren Western-
Blot untersucht (Abb. 3.15B). Hier zeigte sich, dass Profilin IV, obwohl als Transkript
nachgewiesen, auf Protein-Ebene scheinbar nicht im Gehirn lokalisiert ist. Die Proteine konnten
iibereinstimmend mit Obermann et al. (2005) nur im Testis detektiert werden. Jedoch ist fiir PFN
IV zu beriicksichtigen, dass der Antikorper nicht optimal ist, so dass eine Profilin IV-Expression
im Gehirn nicht grundsitzlich ausgeschlossen werden kann.

Zusammenfassend ergibt sich, dass der Hoden der Sduger im Vergleich zu somatischen Geweben
ein ungewohnlich komplexes Muster der Profilin-Expression aufweist. Ebenso wie auf RNA-Ebene
sind auch auf Protein-Ebene zusitzlich zu den bekannten Profilinen I und II, Profilin III
ausschlieBlich und Profilin IV scheinbar hauptsichlich in diesem Organ lokalisiert. Die Expression

des neuen Profilin V auf Protein-Ebene bleibt zu untersuchen.
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3.6.2.2 Entwicklungs-abhiingige Expression der Profiline

Die Entwicklungs-abhingige Expression der Testis-exprimierten Profiline wihrend der
Spermatogenese wurde in einer post-natalen Entwicklungsreihe des Ratten-Hodens von Tag 15 bis
60 untersucht. In diesem Zeitraum findet die erste Welle der Spermatogenese statt, die bei der Ratte
so gut erforscht ist, dass das Auftreten spezifischer Keimzellstadien durch den zeitlichen Ablauf
definiert werden kann [Malkov er al., 1998]. In Tabbelle 3.8 sind der zeitliche Ablauf und die
korrelierenden Keimzell-Entwicklungsstufen der Ratten-Spermatogense dargestellt.

Tag Auftreten definierten Keimzell-Stadien Periode
6-7 Spermatogonien und somatische Zellen Wachstum und
. Vermehrung
11-12 Primire Spermatozyten v
13-14 Leptotidn Spermatozyten
17-18 Zygotin Spermatozyten Reifung
19-20 Frithe Pachytin Spermatozyten (Meiose)
22-23 Spite Pachytdn Spermatozyten
v
24-25 Runde Spermatiden
30-31 Elongierende Spermatiden Spermiogense
36-37 Elongierte Spermatiden ce1s .
¢ P v Tabelle 3.8 Zeitlicher Ablauf der Spermatogenese mit dem
42-60 Testikuldre Spermatozoen Korrelierten Auftreten definierte Keimzell-Stadien bei der
45 Erste Spermien im Epididymis Ratte [modifiziert nach Malkov et al., 1998].

3.6.2.2.1 Transkript-Ebene

Zundchst wurde die Expression wihrend der post-natalen Entwicklung im Testis auf mRNA-Ebene
durch semiquantitative PCR untersucht. Zur Amplifikation der Ratten-Profiline wurden die in Tab.
2.3 aufgelisteten Primer verwendet und ein PCR-Programm mit 20-25 Zyklen gefahren, um nicht
in den Bereich der Sittigung zu gelangen. In Abbildung 3.16 ist die gelelektrophoretische 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 1l
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-abhiingigen Expression der Profiline im post-natalen Ratten-Hoden, d 15-
60. Es wurden jeweils 5 ul der PCR-Ansitze aufgetragen. NH: Nebenhoden d60

Die Profiline I und II sowie das HPRT-Kontroll-Gen waren iiber die komplette Entwicklungsreihe
gleichméfig exprimiert. Es konnte keine Korrelation mit dem fortschreitenden Verlauf der

Spermatogenese und dem Auftreten bestimmter Keimzell-Stadien beobachtet werden, so dass eine
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somatische Expression angenommen werden kann. Im Unterschied dazu zeigen die Profiline III
und V entwicklungsabhingige Expressionsmuster, die unterschiedlich mit dem Verlauf der
Spermatogenese korreliert sind. Bei Profilin IV ist diese Abhingigkeit schwach ausgeprigt.
Entsprechend den in Tab. 3.14 aufgefiihrten Entwicklungsstufen bei der Ratte deutet das
Expressionsmuster der PFN III-mRNA auf eine postmeiotisch Expression wihrend der
Spermiogenese hin. In der frithen Entwicklung von d 15 bis 24 ist die PFN III mRNA nur sehr
schwach exprimiert und kaum zu detektieren. Die drastische Zunahme der mRNA von Tag 24 bis
28 korreliert mit dem Auftreten und der zunehmenden Anzahl an runden und elongierenden
Spermatiden zu diesem Zeitpunkt, so dass eine Expression der PFN III mRNA vor allem in diesen
Keimzellstadien angenommen werden kann. Das relativ konstant bleibende PCR-Signal von Tag
45 bis 60 lidsst vermuten, dass in elongierten und reifen Spermatiden keine mRNA-Expression
mehr stattfindet. Im adulten Nebenhoden, in den nach ca. 45 Tagen die ersten testikuldren
Spermien freigesetzt werden, ist das Expressionssignal zudem so gering, so dass angenommen
werden muss, dass reife Spermien nur noch in sehr geringem Malle PFN III-mRNA enthalten.

Fiir die Profilin IV-mRNA konnte ebenfalls ein Entwicklungs-abhingiges Expressionsmuster
gezeigt werden, das mit dem Forschreiten der Spermatogenese korreliert ist, sich jedoch von der
PEN III-Expression unterscheidet. Am stirksten ist die Expression von Tag 24 bis 30 ausgeprigt.
Davor und danach ist das PFN IV-Transkript deutlich reduziert. Die Profilin IV-mRNA ist somit
im Vergleich zu PFEN III bereits wihrend der Meiose in diploiden Spermatozyten und insgesamt
wihrend eines lidngeren Zeitraums exprimiert. Die verstdrkten Signale zwischen Tag 24-30 deuten
darauf hin, dass die PFN IV-mRNA jedoch wie Profilin III vor allem post-meiotisch wihrend der
Spermiogenese in haploiden runden und elongierenden Spermatiden exprimiert ist.

Fiir die Profilin V-mRNA konnte ein Expressionsmuster, das stark mit dem des PFN III-
Transkripts iibereinstimmt, ermittelt werden. Wie PEN III ist die PFN V-mRNA hauptsichlich
postmeiotisch wihrend der Spermiogenese von Tag 26/28 bis 60 in haploiden Spermatiden
exprimiert. Jedoch ist zu beachten, dass das PFN V-Signal im Vergleich zu PEN III, bei gleicher
PCR-Zyklenzahl (25) sehr schwach ist. Mit 30 PCR-Zyklen konnten jedoch deutliche PFN V-
Signale, die mit Beginn und dem Verlauf der Spermiogenese (d26-60) korrelieren, detektiert
werden. Von Tag 15-24 hingegen sind bei 25 PCR-Zyklen keine bzw. bei 30 PCR-Zyklen nur sehr
schwache Signale vorhanden, so dass keine bzw. nur eine sehr eingeschrinkte Expression der PFN
V-Transkripte wihrend der Meiose angenommen werden kann. Dieses Expressionsmuster des X-
chromosomal-lokalisierten PFN V-Gens liee sich durch die Inaktivierung des X-Chromosoms in
ménnlichen Keimzellen wihrend der Meiose erkldren. Das ebenfalls sehr schwache
Expressionssignal im Nebenhoden, deutet darauf hin, dass das PFN V-Transkript kaum noch in

reifen Spermatiden vorhanden ist.

Die PCR-Analyse zeigte fiir die Profiline III, IV und V ein Entwicklungs-abhingiges mRNA-
Expressionsmuster, das mit dem Auftreten definierter Keimzellstadien assoziiert ist. Zwar erfolgte
die Expression nicht immer gleichzeitig und zum Teil in sukzessiven Stadien, jedoch ist auffillig,
dass alle drei Profilin-Transkripte wihrend der Spermiogenese in Korrelation mit dem Auftreten
runder und elongierender Spermatiden exprimiert sind, was fiir eine zentrale Rolle wihrend 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-abhéingigen Lokalisation der
Profiline auf Protein-Ebene im post-natalen Hoden dargestellt. Wie am Coomassie-gefarbten
Proteingel (Abb. 3.17A) und am Aktin-Kontrollblot zu erkennen ist, wurden gleiche Mengen an
Protein aufgetragen, so dass davon auszugehen ist, dass die ermittelten Verteilungsmuster der
Profiline der tatsdchlichen Lokalisation wihrend der Spermatogenese entsprechen. Fiir die Profiline
I und ITa decken sich die Ergebnisse der PCR und der Western-Blot-Analysen. Beide Profiline sind
sowohl auf RNA- als auch auf Protein-Ebene in allen Entwicklungsstadien des Hodens (von Tag

15-60) gleichméBig exprimiert und zeigen keine Assoziation mit dem Verlauf der Spermatogenese.
Ratten Testis, Tag
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Abb. 3.17: Entwicklungs-abhingige Expression der Profilin-Proteine im post-natalen Ratten-Hoden, d 15-60. (A)
Coomassie-gefirbtes Gel nach SDS-PAGE der Ratten-Testis-Lysate, (B) Western-Blot-Analyse mit spezifischen Profilin-
Antikorpern, Aufgetragen wurden jeweils 80 ug Gesamtprotein. Die Detektion der Profiline erfolgte mit folgenden
Antikorpern: Profilin I: polyklonaler Profilin-AK (Novus) 1:1000, Profilin Ila: Anti-mPFN2aAS361, 1:2000, Profilin III: PFN
III-AK aus Kaninchen, d120, 1:700, Profilin IV: PFN IV-AK aus Meerschwein, d120, 1:300. Die Visualisierung der
Antikorper-markierten Profiline erfolgte iiber Cy5-markierte Zweitantikorper (1:500).

In der PCR-Entwicklungsreihe zeigte sich, dass die Profilin-IIl mRNA von Tag 15-24 nur sehr
schwach und erst ab Tag 26 bis Tag 60 zunehmend stark exprimiert ist. Das Auftreten des Profilin
III-Proteins korreliert mit diesem-Expressionsmuster: erst in der Phase der Spermiogenese, ab Tag
26, konnte Profilin III im Western-Blot detektiert werden und zeigte ab hier eine Korrelation mit
dem Fortschreiten der Spermatogenese. Der Signalintensitit der detektierten Proteinbanden zufolge
ist das Profilin III-Proteins zwar bereits in haploiden runden und elongierenden Spermatiden
vorhanden (schwaches Signal bei d 26-30), jedoch hauptsichlich in ausdifferenzierten, reifen
Spermien lokalisiert (starke Proteinbanden bei d 45 und 60). Dies deutet darauf hin, dass Profilin
IIT in Keimzell-Strukturen lokalisiert ist, die sich erst im Verlauf der Spermiogenese ab den runden
Spermatiden entwickeln und in ausdifferenzierten Spermatiden erhalten bleiben.

Wie in Abb. 3.17 zu erkennen ist, konnten von Tag 15-60 Proteinbanden bei ca. 14 kDa detektiert
werden, die dem Profilin IV zugeordnet werden konnten. Am deutlichsten ausgeprigt sind die
Signale von Tag 24 bis 45/60, mit Ausnahme der schwachen Proteinbande bei Tag 28. Dies deutet
auf ein Vorkommen des Profilin IV-Proteins wihrend der Phase der Spermiogenese in haploiden
Spermatiden hin, so dass auch fiir das Profilin IV-Protein eine Assoziation mit dem Verlauf der
Spermatogenese angenommen werden kann.
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Sowohl fiir Profilin III als auch Profilin IV kann aufgrund der gezeigten Western-Blot-Ergbnisse
eine Entwicklungs-abhingige Korrelation mit der Spermatogenese angenommen werden. Beide
Proteine treten vor allem wihrend der Spermiogenese auf. Dieser Prozess beinhaltet drastische
morphologische Verdnderungen wie die zunehmende Kondensation und Verdichtung der DNA, die
Reduktion des Zytoplasmas, die Bildung des Akrosoms sowie die Ausdifferenzierung des
Flagellatums. Fiir diese Entwicklungen ist ein hochdynamisches Aktin-Zytoskelett erforderlich, bei
dem die Profiline als bekannte Aktin-bindende Proteine eine wichtige Rolle spielen konnten.

3.6.3 Die Profiline im humanen Testis mit unterschiedlichen Spermatogenese-Stadien

3.6.3.1 Transkript-Ebene

Die mRNA-Expression der Profiline im humanen Testis wurde durch quantitative RT-PCR
untersucht. Hierfiir standen von der Abteilung fiir Andrologie am UKE humane Testisproben zur
Verfiigung, deren Spermatogenese durch genaue histopathologische Untersuchungen beschrieben,
quantifiziert und nach dem so genannten ,Johnsen-Score* klassifiziert wurden [Johnsen, 1970;
cited in Schulze et al. 1999]. Fiir die RT-PCR wurden Testisgewebe mit Sertoli cell only-Syndrom
(Score 2), Spermatogenesearrest auf Stufe der Meiose (Score 5), Hypospermatogenese (Score 8)
und intakter Spermatogenese verwendet, wobei pro Gruppe mindestens fiinf individuelle humane
Testisgewebe untersucht wurden. In Tabelle 3.9 sind die Spermatogenese-Stadien der verwendeten
Johnsen Scores dargestellt. Es ist zu erkennen, dass die Scores durch das Hinzukommen jeweils
spezifischer Keimzellstadien den Verlauf der Spermatogenese beschreiben: von gestort, iiber
Meiose, Spermiogenese bis hin zu intakter Spermatogenese. Zwischen Score 8 und Score 10

besteht lediglich ein quantitativer Unterschied in der Keimzellpopulation.

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

Johnsen- Spermatogenese-Status Vorhandene Keimzellstadien
Score
2 Sertoli cell only-Symptomatik (SCO) keine Keimzellen, nur Sertolizellen
5 Spermatogenesearrest auf Stufe der Meiose Spermatogonien, Spermatozyten
8 Hypospermatogenese Spermatogonien, Spermatozyten, wenige runde Spermatiden,
wenige elongierte Spermatiden
10 Intakte Spermatogenese Spermatogonien, Spermatozyten, runde Spermatiden,
elongierte Spermatiden

Die RT-PCR wurde unter standardisierten Bedingungen mit spezifischen Primern (Tabelle 2.7)
durchgefiihrt. Uber den CP-Wert wurde die relative Transkriptmenge in den Proben ermittelt. Je
hoher dieser Wert war, desto geringer war das Gen in der Probe exprimiert. Zur graphischen
Darstellung wurde der CP-Wert fiir jede Probe von der Gesamtzahl der PCR-Zyklen (40 Zyklen)
abgezogen, so dass sich die Zyklenzahl auf der Ordinate proportional zur Transkriptmenge verhilt.
Die relativen Expressionsunterschiede zwischen den Gruppen wurden mit der REST-Software
[Pfaffl, 2002] durch Normalisierung iiber das ribosomale Gen RPS27a quantifiziert.

In Abbildung 3.18A-D sind die ermittelten Expressionsverldufe der Profiline II, III, IV und V im
humanen Testis der Score-Gruppen 2, 5, 8 und 10 dargestellt (rote Linie). Soweit vorhanden,
wurden zusitzlich die Expressionsverldufe aus eine Mikroarray-Studie [Feig er al., 2007] mit
humanen Testisproben dieser Score-Gruppen dargestellt (blaue Linie). Abbildung 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 Expression der Profilin-mRNAs in humanen Testisbiopsien der Score -
Gruppen 2, 5, 8 und 10. (A) Expressionsprofil des Profilin III-Gens, (B) Expressionsprofil des Profilin IV-Gens, (C)
Expressionsprofil des Profilin II-Gens, (D) Expressionsprofil des Profilin V-Gens; dargestellt sind jeweils die normalisierten
Expressionsprofile aus der quantitativen RT-PCR (rote Linie) und soweit vorhanden die Expressionsprofile aus einer
Mikroarry-Studie (blaue Linie); pro Score Gruppe wurden mindestens fiinf individuelle Testisproben untersucht, (E) direkter
Vergleich der RT-PCR-Expressionprofile der fiinf Profilin-Gene.
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Abb. 3.19: n-fache Anderung der Expression der Profilin-Gene in humanen Testisproben der Score Gruppen 5, 8 und
10 im Vergleich zu Score 2; die quantitative Berechnung der n-fachen Expressionsidnderung erfolgte mit Hilfe der REST-
Software iiber Normalisierung des ribosomalen Gens RPS27A; (A) graphische Darstellung der n-fachen Expressionsédnderung
im Vergleich zu Score 2 (B) Datentabelle zur n-fachen Expressionsinderung, (C) zugehorige p-Werte; signifikante
Expressionsunterschiede (p < 0,05) zwischen den Scores sind durch * markiert

Die quantitative Expressionsdnderung der Profilin-Gene bei Hinzukommen von Spermatozyten
(Score 5) bzw. Spermatiden (Score 8) sowie bei Zunahme der Spermatiden-Anzahl (Score 10) im
Vergleich zum SCO-Syndrom ohne Keimzellen, ist in Abbildung 3.19 dargestellt. Signifikante
Expressionsunterschiede zwischen den Gruppen sind durch Sternchen markiert. Den Abbildungen
ist auf den ersten Blick zu entnehmen, dass alle vier Profiline unterschiedliche Expressionsverldufe
aufweisen, d.h. wihrend unterschiedlicher Spermatogenese-Stadien exprimiert werden.

Das Expressionslevel des PFN II-Transkripts zeigte zwischen den humanen Testisproben mit
unterschiedlichen Spermatogenese-Stadien keine signifikanten Expressionsunterschiede. Es konnte
keine Korrelation der mRNA mit dem Auftreten spezifischer Keimzelltypen, das heifit mit dem
Verlauf der Spermatogenese beobachtet werden, so dass fiir das Profilin II-Gen eine somatische
Expression angenommen werden muss.

Die Transkripte der Profilin-Gene III, IV und V zeigten allesamt einen Verlauf, der auf
unterschiedliche Art und Weise mit dem fortschreitenden Verlauf der Spermatogenese (von Score 2
zu Score 10) korreliert ist. Fiir die Profilin III-mRNA konnte eine sehr starke Zunahme (207-fach)
der Transkriptmenge von gestorter zu intakter Spermatogenese beobachtet werden. Dabei war die
mRNA-Zunahme zwischen den einzelnen Scores zwar signifikant, jedoch nahm sie nicht von Score
zu Score linear in gleichem Malle zu (Abb. 318A). Die stirkste Expressionsidnderung konnte mit
einer 6,5-fachen Steigerung zwischen Score 5 und 8 ermittelt werden, wobei zwischen Score 8 und
10 eine fast linear weiter fortlaufende Expressionszunahme (5,4-fach) beobachtet werden konnte.
Die geringste Anderung der Transkriptmenge zeigte sich zwischen Score 2 und 5. Entsprechend

den in Tabelle 3.15 aufgelisteten Spermatogenesestadien ergibt sich somit fiir PFN III eine



Ergebnisse 89

hauptsichlich post-meiotische Expression, die mit dem Auftreten haploider runder und
elongierender Spermatiden in der Score-Gruppe 8 und der quantitativen Zunahme dieser
Keimzellstadien in der Score 10 Gruppe assoziiert ist. In Spermatozyten (Score 5), das heif3t
wihrend der Meiose, ist das PFN IIl-Transkript nur in geringem Ausmalle exprimiert. Die
Expression des PFN III-Gens korreliert somit insgesamt zwar mit dem Verlauf der
Spermatogenese, findet aber iiberwiegend post-meiotisch in der Spermiogenese statt.

Die Expression der Profilin [IV-mRNA ist ebenfalls mit dem Verlauf der Spermatogenese assoziiert
(157-fache Zunahme von Score 2 zu 10), jedoch zeigt sich im Vergleich zu Profilin III ein anderes
Expressionsprofil. So ist die stirkste Zunahme der Transkriptmenge (40-fach) zwischen Score 2
und 5, also im Zusammenhang mit dem Auftreten der Spermatogonien und Spermatozyten, zu
beobachten. Wihrend bei Profilin III der drastischste Expressionsunterschied post-meiotisch
zwischen Score 5 und 8 verzeichnet wurde, konnte bei Profilin IV zwischen diesen beiden Score-
Gruppen mit einer 2,9-fachen Steigerung zwar noch eine signifikante, aber im Vergleich zur
Anderung zwischen Score 2 und 5 deutlich reduzierte Zunahme des Expressionslevels ermittelt
werden. Zwischen den Score-Gruppen 8 und 10 konnte fiir das Profilin IV-Transkript keine
signifikante Verdnderung mehr gemessen werden. Das ermittelte Expressionsprofil zeigt, dass die
Profilin IV-mRNA zwar wie PFN III auch post-meiotisch wihrend der Spermiogenese exprimiert
ist, jedoch findet die hauptsidchliche Expression bereits pri-/meiotisch in Spermatozyten statt.

Wie in Abb. 3.19 gut zu erkennen ist, zeigte das Transkript des Profilin V-Gens eine deutlich
schwichere Expression als die Transkripte der anderen vier Profilin-Gene. Jedoch konnte auch fiir
PFN V eine signifikante Zunahme der Transkriptmenge von Score 2 nach Score 10 um das 8,9-
fache und somit eine Korrelation mit dem Verlauf der Spermatogenese beobachtet werden.
Zwischen den einzelnen Score-Gruppen konnten signifikante Expressionsunterschiede von Score 2
nach 5 und von Score 5 nach 8 gemessen werden, jedoch nicht von Score 8 nach 10. Die stirkste
Zunahme der mRNA-Expression war von Score 5 nach 8 (2,39-fach) zu verzeichnen. Das Profilin
V-Expressionsprofil deutet somit wie bei Profilin IIl auf eine hauptsichlich post-meiotische
Expression wihrend der Spermiogenese in haploiden Keimzellen hin.

Zusammenfassend lédsst sich sagen, dass die Expression der Profilin-Gene III, IV und V im
humanen Testis auf unterschiedliche Art und Weise mit dem fortschreitenden Verlauf der
Spermatogenese korreliert. In Abbildung 3.18E sind die distinkten Expressionsprofile im direkten
Vergleich dargestellt. Fiir die Profiline III und V konnte eine iiberwiegend post-meiotische
Expression wihrend der Spermiogenese in haploiden Keimzellen gezeigt werden, wihrend die
Transkription des Profilin IV-Gens hauptsichlich (prd-) meiotisch erfolgt. Profilin II 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-Ebene zu untersuchen wurden
Western-Blot-Analysen mit Testis-Lysaten durchgefiihrt. Insgesamt wurden 25 individuellen
Proben mit unterschiedlichen Spermatogenese-Stadien (von Score 2 bis 10) verwendet, so dass
ebenso wie auf mRNA-Ebene die Profilin-Expression von gestorter bis hin zu intakter
Spermatogenese betrachtet werden konnte. In Abbildung 3.20A ist exemplarisch ein Coomassie-
gefirbtes Proteingel dargestellt, in dem jeweils 40 ug Gesamtprotein der Testis-Lysate der Score
Gruppen 2, 5, 8 und 10 elektrophoretisch aufgetrennt wurden. Abbildung 3.20B zeigt eine
Western-Blot-Analyse mit Profilin II, III und IV-Antikorper auf humanen 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 humanen Testis mit Spermatogenese der Score-Gruppen 2, 5, 8 und 10.
(A) Coomassie-gefirbtes Proteingel mit Testis-Lysaten, (B) Western-Blot-Analyse; eingesetzt wurden jeweils 80 pg
Gesamtprotein; Score 2: keine Keimzellen, Score 5: Spermatogenese-Arrest auf Stufe der Meiose, Score 8:
Hypospermatogenese, Score 10: intakte Spermatogenese, Kontrolle: Speicheldriisen-Lysat.

Profilin Ila konnte auch auf Protein-Ebene in allen Proben, von gestorter Spermatogenese bis hin
zu intakter Spermatogenese, sowie in der Kontrollprobe (Schilddriise) detektiert werden.

Profilin III zeigte auf Protein-Ebene eine Korrelation mit intakter Spermatogenese. Mit dem
Profilin IllI-spezifischen Antikorper (PFEN III, K1, d120, 1:500) konnten in der somatischen
Kontrolle, in der Probe ohne Keimzellen (Score 2) sowie bei Spermatogenesearrest auf Stufe der
Meiose (Score 5) keine Profilin-Banden markiert werden, so dass eine Lokalisation des Profilin III-
Proteins in somatischen Zellen, Sertolizellen, Spermatogonien und Spermatozyten ausgeschlossen
werden kann. Erst ab dem Stadium der Spermiogenese, gekennzeichnet durch das Auftreten von
Spermatiden in den Testisproben (Score 8 und 10), konnte in Korrelation zur mRNA-Expression
das Profilin IlI-Protein deutlich detektiert werden. Dies deutet darauf hin, dass Profilin III post-
meiotisch in Keimzell-Strukturen lokalisiert ist, die sich erst im Verlauf der Spermiogenese ab den
runden Spermatiden entwickeln.

Mit dem Profilin IV-Antikorper konnten keine zufriedenstellende Ergebnisse erzielt werden. Es
konnten keine oder nur sehr schwache Proteinbanden bei ca. 14 kDa markiert werden, die jedoch
aufgrund des schwachen Signals und des sehr viel hoheren Hintergrundes nicht als spezifische
Profilin-Banden angesehen werden konnten. In Abb. 3.20B ist ein solcher Profilin IV-Blot, bei dem
schwache Signale bei 14 kDa markiert werden konnten, dargestellt. Bei den markierten Banden
konnte es sich aufgrund des zu erahnenden Expressionsmusters um Profilin IV handeln. Wie bei
Profilin III konnten 14-kDa-Proteinbanden lediglich bei intakter Spermatogenese, jedoch nicht bei
gestorter Spermatogenese detektiert werden. Demnach wire Profilin IV ebenfalls nicht somatisch
oder prd- bzw. meiotisch, sondern wie Profilin III erst post-meiotisch ab der Phase der
Spermiogenese lokalisiert. Jedoch waren die Profilin IV-Western-Blot-Analysen allesamt so
unzufriedenstellend, dass dies nur vermutet werden kann.

Die Profilin III-Expression wurde insgesamt in 20 unabhingigen, individuellen Testisproben mit
unterschiedlichen Spermatogenese-Stadien untersucht. Wie in Abbildung 3.21 zu erkennen ist,
konnte durchweg in Proben mit intakter Spermatogenese (Score 8 und 10, Nr. 3-14, 17 und 20) ein
Profilin III-Signal detektiert werden, in Proben mit gestorter Spermatogenese (Score 2 oder 5, Nr.
1, 2, 15, 16, 18, 19) hingegen nicht. Weiterhin konnte ein quantitativer Unterschied in der
Signalintensitidt zwischen Proben der Score Gruppe 8 (Hypospermatogenese, Nr. 3, 5 + 7) und 10
(Nr. 6, 8, 9) beobachtet werden, der mit der zunehmenden Anzahl an Spermatiden von Score 8
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nach Score 10 korreliert. Im Vergleich dazu konnten die Kontrollproteine (Profilin Ila oder Aktin)
gleichmélBig stark in allen Proben detektiert werden.
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Die Western-Blot-Analysen zeigten fiir Profilin III und eingeschrinkt auch fiir Profilin IV eine
Korrelation mit der Phase der Spermiogenese, so dass fiir den Menschen ebenso wie im
Nagermodell eine Lokalisation der beiden Proteine post-meiotisch in haploiden Spermatiden
angenommen werden kann. Bei stirker gestorter Spermatogenese wie Sertoli cell only-Syndrom
oder Arrest auf Stufe der Meiose (Score 2 und Score 5) konnen die beiden Profiline nicht mehr
detektiert werden. Fiir das Profilin V konnten auf Protein-Ebene keine Versuche durchgefiihrt
werden, da noch kein Antikorper existiert.

3.6.4 Untersuchung der zelluliren und subzelluliren Lokalisation der Testis-
exprimierten Profiline III und IV der Siduger durch Immunozytochemie

Die PCR- und Western-Blot-Analysen zeigten eine Entwicklungs-abhingige Expression der
Profiline III und IV im humanen Testis wihrend der Phase Spermiogenese in haploiden
Spermatiden. Fiir Profilin IV konnte zudem durch Immunhistochemie auf Testisschnitten bereits
eine Keimzell-spezifische Lokalisation in runden und elongierenden Spermatiden des Menschen
und der Ratte gezeigt werden [Obermann et al., 2005], wobei jedoch die subzelluldre Lokalisation
noch nicht aufgeklédrt wurde. Fiir das Profilin III-Protein wurden bisher keine Studien zur zelluldren
Lokalisation im Testis der Sduger durchgefiihrt. Zur Ermittlung der Stadien-Spezifitit sowie der
zelluldren und subzelluldren Lokalisation der Profilin III und IV-Proteine in den minnlichen
Keimzellen der Sduger wurden daher im Rahmen dieser Arbeit immunozytochemische
Untersuchungen auf Keimzellpriaparaten durchgefiihrt. Zur Herstellung der Keimzellpriparate
wurden adulte Rattenhoden oder humane Testisproben mit intakter Spermatogenese verwendet, da
diese alle Keimzellstadien von Spermatogonien bis hin zu elongierten Spermatiden, enthalten. Die
immunozytochemische = Detektion  erfolgte  indirekt  iiber = Proflin-Antiseren = und
fluoreszenzmarkierten Cy-Antikorper.

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

Im Verlauf der Spermatogenese, insbesondere wihrend der Spermiogenese, werden die Keimzellen
zu reifen Spermatiden differenziert und erfahren drastische morphologische Veridnderungen. Diese
Differenzierung ist durch das Auftreten spezifischer Keimzelltypen (Spermatogonien,
Spermatozyten und Spermatiden) und Strukturen (z.B. transiente Manschette, Akrosom, Schwanz)
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charakterisiert. Zur besseren Differenzierung der Keimzelltypen und fiir eine erste Analyse der
Morphologie und Spermien-Strukturen wurden zunéchst nur Studien mit Akrosomen-, Kern- sowie
Aktin und Tubulin-Markierungen durchgefiihrt. Fiir die Kernfirbung wurde der klassische DNA-
Farbstoff DAPI verwendet. Die Akrosomenmarkierung erfolgte mit Hilfe eines Alexa Fluor®568-
fluoreszenzmarkierten Lektins aus Erdnuss (PNA), das spezifisch an terminale B-Galaktosereste im
Akrosom von Spermien bindet [Szasz et al, 2000]. Fiir die F-Aktin-Markierung kam der Farbstoff
Alexa-Fluor®546-Pahlloidin zum Einsatz, welcher stdchiometrisch an F-Aktinfilamente bindet
[Faulstich et al., 1988]. Die Markierung der Tubulin-Strukturen erfolgte mit dem monoklonalen a-
Tubulin- Antikorper und einem fluoreszenzmarkierten Cy-Zweitantikorper (Tabelle 2.22 + 2.23).
Die Analysen zeigten, dass Keimzellpriaparate mit allen Keimzelltypen der Spermatogenese
hergestellt werden konnten. Weiterhin konnte in den Spermatiden spezifische Keimzellstrukturen
wie das Akrosom, die transiente Manschette und das Akroplaxom lokalisiert werden. Im Folgenden
sich exemplarisch ausgewihlte Bilder dieser Strukturen am Beispiel der Ratte gezeigt.

Abb. 3.22: Konfokale Fluoreszenz-Analyse der Tubulin-Immunozytochemie auf Ratten-Keimzellpriparaten, gezeigt
sind Overlay-Bilder der DAPI- (blau) und der Cy2/Tubulin-Fluoreszenz (griin) (A, B) runde Spermatiden mit komplettem
Tubulin-Netzwerk, (C) Anfangsstadium der Manschetten-Bildung, gekennzeichnet durch die post-akrosomale Anordnung der
Mikrotubuli (D) Formation der Manschette in einer elongierenden Spermatide, (E) elongierende Spermatiden mit typischer
Manschetten-Struktur, (F) spéte elongierende Spermatiden mit kaudaler Manschette und ohne Manschetten-Struktur .

Abb. 3.23: Konfoklale Fluoreszenzanalyse der PNA/Tubulin-Immunozytochemie auf Keimzellpriparaten. Im oberen
Teil des Bildes sind Overlays aus DAPI (blau-), PNA (rot) und Tubulin (griin)-Fluoreszenzen gezeigt. Im unteren Teil sind
jeweils verkleinert Overlays der DAPI-PNA (links) bzw. DAPI-Tubulin-Fluoreszenezen dargestellt. (A) Beginn der
Entwicklung des Akrosoms und der Manschette in runden Spermatiden der Ratte, (B) zwei runde Ratten-Spermatiden im
Anfangsstadium der Manschetten-Formation mit Akrosom, (C) elongierte Ratten-Spermatiden mit Akrosom sowie mit und
ohne Manschette, (D) humanes reifes Spermium mit Akrosom und ohne Manschetten-Struktur.

Durch die Tubulin- und Akrosomen-Markierung konnte die Entwicklung der transienten
Manschette wihrend der Spermiogenese nachvollzogen werden (siehe Abb. 3.22 + 3.23). In frithen
runden Spermatiden erscheinen die Mikrotubuli wie ein Netz um die Zellkorper gewunden (Abb.
3.22 A+B). Mit Beginn der Akrosomen-Biogenese in spiten runden Spermatiden beginnt sich das
Mikrotubuli-Zytoskelett aus der kortikalen Region zuriickzuziehen (Abb. 3.22C). Durch
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Markierung des Akrosoms mit PNA (Abb. 3.23) wird deutlich, dass eine Verlagerung in den post-
akrosomalen Bereich erfolgt. In elongierenden Spermatiden organisieren die sich Mikrotubuli
schlieBlich axial um den Zellkern an und beginnen die Manschetten-Struktur auszubilden
(Abb.3.22 D-F). Abb. 3.22 D zeigt die typische Manschetten-Struktur, bei der die Mikrotubuli
post-akrosomal von der Axe des Zellkerns zum Flagellum hin verlaufen. In spiten elongierenden
Spermatiden wandert die Mikrotubuli-Struktur nach kaudal und ist schlieBlich in spiten elongierten
Spermatiden der Reifungsphase nicht mehr zu detektieren (Abb. 3.23 C+D). Das 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-haltige Zytoskeltt-Strukturen
mit Alexa-Fluor®546-Pahlloidin (rot) markiert. Zum anderen konnte auch hier die Entwicklung und
Ausbildung der transienten Manschette beobachtet werden. Als F-Aktin-haltige Struktur wurde das
Akroplaxom markiert, welches wie das Akrosom (sieche Abb. 3.23) kranial auf dem Zellkern
aufliegt. In frithen runden Spermatiden (Abb. 3.24A) ist zundchst nur eine Ringstruktur zu
erkennen, die sich um den oberen Bereich des Zellkerns schlingt. Hierbei konnte es sich im den
Akroplaxom-Abschluflring handeln, der das Akroplaxom spiter begrenzt und stabilisiert und
zudem eine formgebende Funktion einnimmt [Kierszenbaum er al., 2003]. In elongierenden
Keimzellstadien (Abb. 3.24 B und C) ist schlieBlich die ganze apikale Akrosomen-Region des
Zellkerns durch das Akroplaxom bedeckt. Die Entwicklungsmuster von Akrosom (Abb. 3.23) und
Akroplaxom (Abb. 3.24) zeigen, dass die beiden Strukturen sich parallel zueinander entwickeln. In
Abb. 3.24C ist die apikale Lokalsiation des Akroplaxoms in der Akrosomenregion und die post-
akrosomale Lokalisation der transienten Manschette zu erkennen. In spiten elongierten
Spermatiden wird die F-Aktin-Markierung des Akroplaxoms deutlich schwicher (Abb. 3.24C).
Dies ist auf Depolymerisation des F-Aktins zu G-Aktin zuriickzufiihren [Fouquet & Kann, 1994].

Abb. 3.24: Konfokale Fluoreszenzanalyse der Phalloidin/Tubulin-Immunozytochemie auf Ratten-Keimzellpriparaten
zur Analyse der Akroplaxom und Manschetten-Strukturen wihrend der Spermatogenese; gezeigt sind Overlay-Bilder
der DAPI (blau), -Cy2/Tubulin (griin) und Alexa-Fluor Phalloidin (rot) —Fluoreszenzen, im unteren Teil der Abbildung sind
einzelne Spermatiden aus A-C vergroBert dargestellt. (A) Drei runde und zwei elongierende Spermatiden mit Akroplaxom-
Strukturen, (B) eine runde Spermatide ohne F-Aktin-Markierung und drei elongierende Spermatiden mit Akroplaxom-
Markierung (C) elongierte/elongierende Spermatiden mit und ohne transiente Manschette
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3.6.4.2 Lokalisation des Profilin III-Proteins

Die immunozytochemischen Untersuchungen mit dem Profilin III-spezifischen Antikorper zeigten
eine Lokalisation des Profilin III-Proteins im Akrosom runder elongierender Spermatiden sowie
reifer testikuldrer Spermatozoen. In Abbildung 3.25 sind exemplarisch reprisentative Laser-
konfokale Bilder der Profilin III-Immunozytochemie dargestellt. Dabei ist anhand der Profilin III-
Markierungen die Entwicklung des Akrosoms nachzuvollziehen. Zunichst ist in frithen runden
Spermatiden nur der akrosomale Vesikel markiert (Abb. 3.25A, unten links); mit zunehmender
Differenzierung der Spermatiden breitet sich die Struktur immer weiter aus (Abb. 3.25 B, C + G)
und passt sich der Form des Spermienkopfes an (Abb. 3.25 .D +E). In reifen Spermatozoen liegt
die markierte Struktur / das Akrosom schlieflich dem Zellkern auf und bedeckt artspezfisch
charakteristisch hakenformig bei der Ratte (Abb. 3.25H) bzw. als Kappe beim Menschen (Abb.
3.25G) den Spermienkopf.
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Abb. 3.25: Konfokale Fluoreszenzanalyse der Profilin III-Immunozytochemie auf Keimzellpriparaten zur Analyse der
subzelluliiren Profilin III-Lokalisation; Profilin III/Cy2 ist griin dargestellt, der Zellkern durch DAPI blau eingefirbt.
Dargestellt ist die Profilin III-Lokalisation in runden Ratten-Spermatiden (A-C + H), elongierenden Ratten-Spermatiden (D +
E) und in reifen testikuldren Spermatozoen der Ratte (F + I) und des Menschen (G + J). Es ist gut die Lokalisation des Profilin
III-Proteins in den akrosomalen Strukturen der Spermatiden zu erkennen.

Dass es sich bei der durch den Profilin III-Antikérper markierten Struktur tatsdchlich um das
Akrosom handelt, konnte durch Co-Lokalisationsstudien mit PNA nachgewiesen werden. In
Abbildung 3.26 sind exemplarisch einige Laser-konfokale Fluoreszenzbilder zur Co-Lokalisation
von Profilin III mit dem Akrosom dargestellt. Deutlich ist eine Uberlagerung (im Overlay gelb

dargestellt) von Profilin III mit dem Akrosom zu erkennen.
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Abb. 3.26: Konfokale Fluoreszenzanalyse zur Co-Lokalisation von Profilin III und dem Akrosom. Profilin III/Cy2 ist
griin dargestellt, das Akrosom/PNA in rot, der Zellkern/DAPI in blau und Co-Lokalisationen von PEN III mit dem Akrosom in
gelb (Overlay). In der Abbildungsreihe (A) ist ein humanes reifes Spermium mit Akrosomenkappe gezeigt, in (B) eine runde
Spermatide und ein reifes Spermium des Menschen. Die Abbildungsreihen C + D zeigen Ratten-Keimzellen. In (C) sind eine
runde und eine elongierende Spermatide mit sich entwickelndem Akrosom gezeigt, in (D) drei reife Spermien mit
charakteristischem hakenférmigen Akrosom. Deutlich ist die Co-Lokalisation von Profilin III mit dem Akrosom zu erkennen.

3.6.4.3 Lokalisation des Profilin IV-Proteins

Fiir Profilin IV wurde ebenfalls eine Lokalisation des Proteins im Akrosom runder elongierender
und reifer Keimzellen beobachtet. Jedoch zeigten sich im Vergleich zu Profilin III Unterschiede in
der subzelluldren Lokalisation. So konnte Profilin IV in runden Spermatiden nicht im kompletten
Akrosom detektiert werden, sondern nur im akrosomalen Vesikel (Abb. 3.27 A+B) und im
dufersten Bereich des Akrosoms (gelbe Pfeile in Abb. 3.27 A3, B3 und Abb.3.28 .A1,A3), bei dem
es sich um den Abschlussring des Akroplaxoms handeln konnte. In elongierten Spermatozoen
(Abb. 3.27 C + D) konnte Profilin IV im apikalen Bereich der Akrosomenkappe lokalisiert werden.
Das kraniale Drittel des Akrosoms hingegen zeigte keine Co-Lokalisation mit Profilin IV.

Neben der Lokalisation im akrosomalen Vesikel und dem Akroplaxom-Abschlulring wurde
Profilin IV in einer post-akrosomalen Struktur runder, elongierender Spermatiden detektiert. Der
weille Pfeil in Abbildung 3.27 B1 deutet auf diese Struktur. In Abbildung 3.28 ist diese
Lokalisation exemplarisch am Beispiel von zwei spiten runden Spermatiden verdeutlicht. Die
markierte Struktur beginnt direkt am Ende des Akrosoms, am Aquator des Zellkerns, umgibt diesen
und breitet sich kaudal in das Zytoplasma aus. Diese V-formige Struktur dhnelt stark der von
Tachibana et al., (2005) beschriebenen Manschetten-Struktur humaner Keimzellen.
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Abb. 3.27: Konfokale Fluoreszenzanalyse zur Lokalisation von Profilin IV in humanen Keimzellen. Profilin IV/Cy?2 ist
griin dargestellt, das Akrosom/PNA 1in rot, der Zellkern/DAPI in blau und Co-Lokalisationen von PFN III mit dem Akrosom in
gelb (Overlay). In der Abbildungsreihe (A) sind eine Spermatozyte und eine frithe runde Spermatide dargestellt, in (B) eine
runde Spermatide und ein reifes Spermium. In den Abbildungsreihen C + D sind elongierte Spermatozoen mit voll
ausgebildetem Akrosom dargestellt. Gelbe Pfeile deuten auf den Akroplaxom-Abschlussring, weille Pfeile auf die post-
akrosomale Struktur; Profilin IV zeigt in runden Spermatiden eine Co-Lokalisation mit dem akrosomalen Vesikel; in
elongierten Speramtiden ist Profilin IV im vorderen Bereich des Akrosoms lokalisiert.

Profilin IV

Profilin IV Profilin IV

Abb. 3.28: Konfokale Fluoreszenzanalyse zur Lokalisation von Profilin IV in runden, elongierenden Spermatiden des
Menschen. Profilin IV/Cy?2 ist griin dargestellt, das Akrosom/PNA in rot, der Zellkern/DAPI in blau und Co-Lokalisationen
von PEN III mit dem Akrosom in gelb. Neben einer Lokalisation im akrosomalen Vesikel und dem Akroplaxom-Abschlufring
(gelbe Pfeile) wurde Profilin IV in einer post-akrosomalen Struktur detektiert (weil3e Pfeile).

Um zu untersuchen, ob es sich bei der markierten Struktur um die transiente Manschette handeln
konnte, wurden Co-Lokalisationsstudien mit Profilin IV und acetyliertem o-Tubulin durchgefiihrt.
Da o-Tubulin mit Cy3-detektiert wurde, welches die gleiche Anregungswellenlinge wie PNA
benotigt, konnte keine gleichzeitige Markierung des Akrosoms durchgefiihrt werden. Die
Ergebnisse der Co-Lokalisationsstudien sind in Abbildung 3.29 dargestellt. Mit dem Tubulin-
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Antikorper konnte deutlich die Manschetten-Struktur in runden elongierenden Spermatiden
markiert werden. In frithen runden Spermatiden, in denen sich der akrosomale Vesikel gerade
auszubilden beginnt (Abb.3.29A), umgibt das Mikrotubuli-Netz noch den gesamten Zellkorper.
Wihrend der Akrosomen-Biogenese in spéten runden Spermatiden (Abbildung 3.29B, C und D)
zieht sich das Mikrotubuli-Netzwerk post-akrosomal zuriick und bildet die typisch V-formige
Manschette aus. In diesen Stadien ist auch fiir Profilin IV, neben einer deutlichen Markierung des
akrosomalen Vesikels, eine hauptsidchlich post-akrosomale Lokalisation zu erkennen. Overlay-
Bilder der Tubulin-Cy3- und Profilin-Cy2-Fluoreszenzen zeigten jedoch, dass es sich um distinkte,
nur gering {iberlappende Strukturen handelt (Abb. 3.29 B3, (C3, D3). Lediglich in
zytoplasmatischen Bereichen, in denen Profilin IV schwach detektiert wurde, konnte eine teilweise
Co-Lokalisation mit der Manschette beobachtet werden (orange dargstellt in Abb. 3.29 C3 + D3).
Es ist nicht auszuschlieBen, dass es sich bei den schwachen Profilin-Signalen im Zytoplasma um
unspezifische Signale handelt, zumal die Markierung im akrosomalen Vesikel und der post-
akrosomalen Struktur deutlich intensiver ausfiel. Die Profilin IV-haltige post-akrosomale Struktur
scheint demnach einen Ubergang zwischen Akrososom und der transienten Manschette zu
markieren und zeigt nur geringe Uberlappungsbereiche mit der Manschette. In reifen testikuliren
Spermatozoen haben sich sowohl die Manschette als auch die Profilin IV-haltige post-akrosomale
Struktur zuriickgebildet. In diesem Stadium ist Profilin IV nur noch im Akrosom lokalisiert,

withrend Tubulin nur noch im Schwanz des Spermiums zu finden ist.

Profilin IV

Abb. 3.29: Konfokale Fluoreszenzanalyse zur Co-Lokalisation von Profilin IV mit der Manschette in humanen
Keimzellen. Profilin IV/Cy2 ist griin dargestellt, acetyliertes a-Tubulin/Cy3 in rot, der Zellkern/DAPI in blau und Co-
Lokalisationen von PFN IV mit Tubulin in orange In Abbildungsreihe (A) ist ein reifes Spermium und eine frithe runde
Spermatide mit sehr kleinen akrosomalen Vesikel dargestellt. Die Abbildungsreihen B, C und D zeigen spite runde,
elongierende Spermatiden, in denen sich die transiente Manschettenstruktur ausbildet. In (B) ist die Manschette im
Anfangstadium, in (C) und (D) bereits gut ausgebildet. Das akrosomale Vesikel ist aufgrund der unterschiedlichen Ansichten
nicht iiberall zu erkennen.
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3.7 Funktionelle Charakterisierung der Profiline III und IV hinsichtlich
»typischer‘ Profilin-Bindungseigenschaften

Die gut charakterisierten Profiline I und II weisen trotz geringer Sequenzhomologien eine gleiche
strukturelle Faltung und dhnliche biochemische Eigenschaften auf [Fedorov ef al., 1994, Polet et
al., 2007, Lu & Pollard, 2001]. Sie binden fast alle an G-Aktin [Carlsson et al., 1977] und
interagieren mit Poly-L-Prolin bzw. Proteinen, die Poly-Prolin-Motive enthalten [Kaiser et al.,
1989]. Es gibt lediglich quantitative Unterschiede in der Affinitit zu den Profilin-Liganden
[Schliiter et al., 1999]. Im Zuge dieser Arbeit wurden die Testis-exprimierten Profiline III und IV
hinsichtlich ihrer Bindungseigenschaften an die ,,typischen* Profilin-Interaktionspartner Aktin und
Poly-Prolin nédher charakterisiert. Erste Annahmen iiber das Bindungsverhalten der Testis-
exprimierten Profiline III und IV basierten auf Alignment der Profilinsequenzen sowie Vergleich
mit den Profilinen I und II. Mégliche Interaktionen der Profiline mit f-Aktin und Poly-Prolin-
Liganden wurden im Y2H-System durch Einzelmating untersucht und durch einen (-
Galaktosidase-Test quantifiziert. Zur Charakterisierung der Poly-Prolin-Interaktion wurde das
Vasodilator stimulated phosphoprotein (VASP) sowie Diaphanous3 (Diaph3) ausgewihlt. Diese
beiden Proteine sind Poly-Prolin-Liganden verschiedener Profiline [Reinhard et al., 1995; Wallar
& Alberts, 2003], da sie iiber eine prolinreiche Region verfiigen [Haffner er al., 1995; Katho &
Katho, 2004]. Als alternative Methode zum Y2H-System erfolgte die Bestdtigung von Aktin-
Interaktionen durch Co-Immunoprizipitation mit in vitro translatierten Proteinen. Die generelle
Poly-L-Prolin-Bindungseigenschaften der Profiline III und IV wurden zusétzlich durch eine Poly-
L-Prolin-Affinitdtschromatographie ndher analysiert. Die Charakterisierung der Profiline
hinsichtlich ihrer Poly-Prolin-Bindung an eine Poly-L-Prolin-Sédule erfolgte am Zoologischen
Institut der Technischen Universitidt Braunschweig Carolo Wilhelmina in der Abt. Zellbiologie bei
Dr. Martin Rothkegel.

Zur niheren Charakterisierung der Profilin-Bindungseigenschaften wurden die Methoden des Y2H
und der Co-Immunoprizipitation gewihlt, da die Profiline III und IV bisher noch nicht nativ in
ausreichenden Mengen aufgereinigt werden konnte, um andere biochemische Analysemthoden, wie

z.B. ELISAs, Circular-Dichroismus-Studien oder Crosslink-Studien durchfithren zu konnen.

3.7.1 Proteinalignment der biochemisch und strukturell charakterisierten Siuger-
Profiline I und II mit den Testis-exprimierten Profilinen III und IV

Um erste Hinweise auf ein mogliches Bindungsverhalten der Sduger Profiline III und IV mit Aktin
und Poly-L-Prolin zu erhalten, wurde ein Protei-Alignment mit den biochemisch und strukturell
bereits gut charakterisierten Profilinen I, Ila und IIb durchgefiihrt. Das Alignment wurde mit dem
Programm Megalign aus dem DNAstar-Softwarepaket 4.00 (DNAstar, USA) am Beispiel der
humanen Profiline durchgefiihrt. Hierzu wurden folgende Proteinsequenzen aus der NCBI-
Datenbank verwendet: huProfilin I: NP 005013, huProfilin Ila: NP_ 444252, huProfilin IIb:
NP_002619, huProfilin III: 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 Profline I, IIa, IIb, III und IV

: AS, die mit dem Konsensus Ubereinstimmen, [__] : konservierte aromatische/hydrophobe AS fiir die Interaktion mit PLP

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

Fiir die Profiline I und II wurde bereits in mehreren Arbeiten die Bindung zu Aktin und Poly-L-
Prolin charakterisiert und konservierte Aminosduren, die an den Interaktionen beteiligt sind
identifiziert [Bjorkegren et al., 1993; Lambrechts et al., 1995; Mahoney et al., 1997; Bjorkegren-
Sjorgen et al., 1997; Schliiter et al., 1997]. Im dargestellten Alignment sind bekannte konservierte
AS, die an der Aktin- und PLP-Bindung beteiligt sind, durch farblich markierte Késten
hervorgehoben: griin fiir konservierte AS die an der Aktin-Interaktion beteiligt sind, rot und gelb
fir aromatische/hydrophobe AS, die eine Rolle bei der Interaktion der Profiline mit PLP spielen.
Abweichungen in den konservierten AS-Sequenzen sind durch entsprechend farblich markierte
Sternchen verdeutlicht: griines Sternchen bei Mutation einer AS fiir Aktin-Bindung, rotes/gelbes
Sternchen bei Mutation einer AS fiir PLP-Interaktion. Ebenfalls farblich hervorgehoben sind die im
Vergleich zu PEN I/II spezifischen Deletionen der Profilinelll (rosa Kasten) und IV (blaue Kisten).
Wie dem Alignment zu entnehmen ist, besitzen die Profiline I und II gleiche Lingen (139 aa) und
sind in ihren Sequenzen sehr homolog. Vor allem in Aktin- und PLP-Bindung involvierten AS
liegen konserviert vor. Die N- und C-terminal lokalisierten aromatischen AS fiir PLP-Interaktion
(W3, Y6, W31, H/Y133, Y/F139) sind besonders zwischen PEN I und II hoch konserviert.
Lediglich das Tyrosin 29, auf welches die stirkere Affinitdt der PFN II-Isoformen zu Poly-Prolin-
reichen Peptiden zuriickzufiihren ist [Nodelman et al., 1999], ist in PFEN I durch ein Serin ersetzt.
Die PEN IIb-Isoform, welche T29 ebenfalls besitzt, zeigt aufgrund eines Austausches der
aromatischen Aminosédure Tyrosin an Position 139 im C-Terminus durch ein aliphatisches Valin
(Y139V) eine schwichere Affinitdt zu PLP als PFN Ila [Lambrechts er al., 2000]. Das Testis-
spezifische PFN III zeigt an diesen beiden Stellen und zusitzlich an Position 133 ebenfalls eine
Mutation der konservierten Aminosduren fiir PLP-Bindung (Y29C, Y139A, H/Y133G), so dass
durch den geringeren aromatischen Charakter, vor allem des C-Terminus, ebenfalls eine
schwichere Affinitidt zu PLP angenommen werden muss. Bei PFN IV sind die aromatischen und
hydrophoben AS fiir die PLP-Interaktion weder C-terminal noch N-terminal konserviert. Bis auf
Y133 und L134 sind alle konservierten AS durch Austauschmutationen oder Deletionen nicht
bewahrt. Von Bjorkegren-Sjorgen et al. (1997) konnte gezeigt werden, dass W3-H133-Mutanten
kein PLP mehr binden, so dass fiir PFEN IV durch den Verlust der aromatischen/hydrophoben AS
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an diesen Stellen und bedingt durch die zusitzlichen Mutationen angenommen werden muss, dass
es keine Interaktion zu PLP aufweist. Weiterhin liegt sowohl fiir PFN III als auch PFN IV aufgrund
der Mutationen der aromatischen AS H/Y133 und Y139 im C-Terminus, welche fiir die Interaktion
mit VASP essentiell sind, die Vermutung nahe, dass diese nicht mehr zur Interaktion mit dem Poly-
Prolin-reichen Protein VASP fihig sind.

Ein dhnliches Bild wie fiir die konservierten PLP-interagierenden AS ergibt sich bei PFN III und
IV auch fiir die Aktin-interagierenden AS. Diese liegen hochkonserviert bei den Profilinen I und II
vor, fiir welche Aktin-Bindung dokumentiert ist [Carlsson et al., 1977, Schliiter et al., 1997; Witke,
2004]. Bei den Profilinen IIT und IV hingegen sind viele dieser Aktin-bindenden Bereiche durch
Austauschmutationen oder Deletionen nicht mehr konserviert. Im Gegensatz zu PFN IV sind
jedoch bei PEN III die AS im C-Terminus, welcher eine wichtige Rolle bei der Interaktion mit f3-
Aktin spielt, noch deutlich stirker konserviert. So konnte fiir PFN III von Hu et al. (2001)
Interaktion mit Aktin nachgewiesen werden. PFN IV zeigt bis auf R74 keine konservierten AS fiir
die Aktin-Interaktion mehr. Zudem enthélt PEN IV zwei Deletionen im Mittelteil der Sequenz, die
direkt an eine Aktin-Bindestelle grenzen bzw. diese deletieren. Bei PEN III ist nur eine dieser
Deletionen und zudem in kiirzerem Ausmal} vorhanden. Da die Mutationen und Deletionen in der
PFN IV-Sequenz hinsichtlich der Aktin-interagierenden AS recht drastisch sind und kaum
konservierte Bereiche verbleiben, ist anzunehmen, dass dies funktionelle Folgen beziiglich der
Aktin-Bindung haben wird. Es stellt sich die Frage, ob PFN IV iiberhaupt noch in der Lage ist mit
Aktin zu interagieren.

Durch das Proteinsequenz-Alignment der humanen Profiline wird ersichtlich, dass sich PFN IV in
seiner Aminosduresequenz erheblich von den iibrigen Profilinen unterscheidet. Vor allem die
hochkonservierten Aminosduren, die bei den bekannten Profilinen fiir die Interaktion mit Aktin und
Poly-L-Prolin verantwortlich sind, sind in Profilin IV nicht an homologen Stellen vorhanden. Es ist
anzunehmen, dass dies funktionelle und biochemische Folgen fiir die charakteristischen Profilin-
Bindungseigenschaften mit Aktin und Poly-L-Prolin mit sich bringt.

3.7.2 Einzelmating der Profiline IIT und IV mit Aktin, VASP, Diaph3
Um zu iberpriifen, ob die Profiline III und IV eine Interaktion mit Aktin, VASP und Diaph3
eingehen und inwiefern diese Interaktionen spezifisch sind, wurden Einzelmatings durchgefiihrt.
Getestet wurden die Interaktionen zwischen den ORFs der Profiline III (NM_029303) und IV
(NM_028376, BC029523) mit den moglichen Interaktionspartnern f-Aktin (ORF, NM_001101),
VASP (ORF, NM_003370) und Diaph3 (FH1 und FH2-Dominen aus Diaph3, NM_030932). Als
Positivkontrolle diente in diesen Versuchen Profilin II (NM_053024), fiir welches die Bindung mit
Aktin, VASP und Diaph3 schon beschrieben ist [Schliiter et al., 1999; Reinhard et al.; 1995, Witke,
2004]. Als Negativkontrollen wurden die Leervektoren pGBKT7 bzw. pGADT?7 eingesetzt, die die
Gal4-DNA-BD bzw. Gal4-AD ohne ein fusioniertes Protein exprimieren, so dass keine Interaktion
mit den Profilinen erfolgen sollte. Um unspezifische Reaktionen auszuschlieen, wurden
verschiedene Variationen der Einzelmatings durchgefiihrt:
a) Profiline als Bait (Fusion mit der Gal4-DNA-BD) und potentieller Interaktionspartner als
Prey (Fusion mit Gal4-AD)
b) Potentielle Interaktionspartner als Bait (Fusion mit der Gal4-DNA-BD) und Profiline als
Prey (Fusion mit Gal4-AD)
c) Tausch der Hefestimme (AH109 und Y187 jeweils mit Bait oder Prey)
In Tabelle 3.10 sind die Konstrukte, mit denen die Einzelmatings durchgefiihrt wurden, aufgelistet.
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Tabelle 3.10: Verwendete Konstrukte fiir die Einzelmating-Tests zur Charakterisierung der Aktin- und PLP-
Bindungseigenschaften der Profiline. Alle Sequenzen wurden per PCR amplifiziert und in die Vektoren pGBKT7 und
pGADTY7 kloniert, so dass sie sowohl als Bait als auch als Prey eingesetzt werden konnten. Zudem wurden alle Konstrukte in
beide Hefestimme (AH109 und Y187) transformiert. Insgesamt wurden somit fiir die Minimatings 28 Hefeklone hergestellt.

Sequenz Vektor Hefestamm
huPFNIIa ORF (NM_053024, 446 bp (bp 99—526))

mProfilin III ORF (NM_029303, 467 bp (bp 59—524))

mProfilin IV ORF (NM_028376, 405 bp (bp 861—1250)) pGBKT7 AH109

huProfilin IV ORF (BC029523, 406 bp (bp 171—557)) & &
hu B-Aktin ORF (NM_001101, 1236 bp (bp 74—1282)) pGADT7 Y187
huVASP ORF (NM_003370)

huDiaph3 FH1+FH2-Domine (NM_030932, 668bp, ( bp 904—1551))

Positive Interaktion in den Einzelmatings wurde durch Wachstum auf SD-Selektionsmedien und im
quantitativen P-Galaktosidase-Assay iiberpriift. Bei Interaktion zwischen Bait- und Prey-Protein
werden durch Rekonstitution eines aktiven Gal4-Transkriptionsfaktors die Reportergene His3,
Ade2 und lacZ aktiviert, so dass Wachstum auf Histidin- und/oder Adenin-freien-Medien (SD/-
LTH, -LTA und -LTHA) erfolgen kann und p-Galaktosidase-Aktivitit nachweisbar ist. Im
Folgenden sind die Ergebnisse der Matings und B-Galaktosidase-Assays zur Charakterisierung der
Profilin-Bindungseigenschaften mit Aktin, VASP und Diaph3 dargestellt. Wie schon erwihnt,
wurden mehrere Minimatings mit getauschten Baits und Preys sowie Hefestimme durchgefiihrt.
Nachfolgend werden jedoch nicht alle Matings im FEinzeln aufgefiihrt, sondern nur
zusammenfassende Tabelle geliefert, in denen vermerkt ist, ob Interaktion 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 Profilin-Aktin-Matings zusammengefasst
dargestellt. Abbildung 3.30A zeigt exemplarisch das Wachstum der diploiden Klone aus diesen
Matings auf SD/-LTA-Medium, auf dem nach Klonen mit Interaktion zwischen Bait und Prey
selektiert wird. Wie zu erkennen ist, konnte im Y2H-Einzelmating Aktin-Interaktion fiir die
Profiline II und III durch Wachstum auf den Selektionsmedien detektiert werden. Profilin IV
hingegen zeigte kein Wachstum auf den Selektionsmedien und weist demnach im Y2H-System
keine Interaktion mit B-Aktin auf. Wie erwartet zeigten die Negativkontrollen, Mating der Gal4-
DNA-BD und Gal4-AD mit den Profilinen bzw. Aktin, ebenfalls kein Wachstum auf den
Selektionsmedien fiir Protein-Interaktion. Somit konnten unspezifische Interaktionen durch die
Gal4-DNA-BD und Gal4-AD mit Aktin und Profilin ausgeschlossen werden.

Tabelle 3.11: Profilin-Aktin-Interaktion im Y2H-Einzelmating. Interaktion wurde durch Wachstum auf den
Selektionsmedien SD/-LTH, -LTA und —-LTHA detektiert. +++: mehr als 200 cfu/ml auf SD/-Medium gewachsen, ++: 10-20
cfu/ml gewachsen, -: keine Kolonien auf Selektionsmedium gewachsen. Da mehrere Matings durchgefiihrt wurden, wird die
Spanne von der niedrigsten bis zur hochsten detektierten Matingeffizienz angegeben.

Testprotein Profilin Mating- Interaktion
Effizienz -LTH -LTA -LTHA
huProfilin IT 8-18 % +++ +++ e
mProfilin 111 15-30 % +++ +++ ++
B3-Aktin mProfilin IV 12-35 % - - -
huProfilin IV 5-22 % - - -
Gal4-AD 10-40 % - - -
Gal4-DNA-BD 12-43 % - - -
Gal4-DNA-BD Profilin IT - IV 8-55 % - - -
Gal4-AD Profilin IT - IV 10-45 % - - -
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Abb. 3.30: Einzelmating und quantitativer B-Galaktosidase-Assay zur Analyse der Profilin-Aktin-Interaktion. (A)
Detektion nach Profilin-Aktin-Interaktion auf SD/-LTA (Bild oben). Die Profiline II und III zeigen Interaktion mit Aktin
durch Wachstum auf dem Selektionsmedium, Profilin IV nicht. Die Positivkontrolle (Aktin x PEN II; Bild unten links) zeigt
Wachstum auf den Selektionsmedien SD/-LTH, LTA und -LTHA, die Negativkontrolle (Aktin x Gal4-DNA-AD, Bild unten
rechts) nur auf SD/-LT (B) quantitativer f-Galaktosidase-Assay; dargestellt sind die ermittelten $-Galaktosidase-Aktivititen
[Milliunits/(ml x Zellen)] diploider Klone aus den Matings. Die rote Linie markiert den Negativwert als Ausschlussgrenze. *
zeigt signifikante B-Gal-Aktivitit im Vergleich zu Negativkontrolle. Positivkontrolle: diploide Klone mit starker Interaktion
zwischen p53 (pGBKT7-53) und SV40 large T-Antigen (pGADT7-T), Negativkontrolle: Diploide mit dem HE6-C-Terminus
(pGBKT7-H21-21-1) und SV40 T-Antigen (pGADT7-T)

Um auch die Expression des lacZ-Reportergens zu iiberpriifen, sowie zur Quantifizierung der
detektierten Profilin-Aktin-Interaktionen, wurde ein B-Galaktosidase-Test durchgefiihrt. In diesem
Test wurden fiir interaktionspositive Klone (PFN II und III x Aktin) diploide Kolonien von SD/-
LTHA bzw. fiir interaktionsnegative Klone (PFN IV x Aktin) diploide Kolonien mit Bait und Prey
von SD/-LT-Medium verwendet. Abbildung 3.30B zeigt das Ergebnis des quantitativen [-
Galaktosidas-Tests fiir die diploiden Profilin-Aktin-Hefeklone. Fiir PEN II und PEN III konnte mit
18,21 bzw. 3,5 3-Gal-Units eine signifikant tiber der Negativkontrolle (0,04 3-Gal-Units) liegende
Expression des lacZ-Reportergens gezeigt und so die Interaktion mit Aktin bestitigt werden.
Hierbei konnte fiir PFEN II eine um ca. 80 % stirkere B-Galaktosidase-Aktivitit als fiir PFN III
ermittelt werden. Da die B-Galaktosidase-Aktivitit eine Aussage iiber das Mal} der Interaktion
zwischen Bait und Prey erlaubt, kann gesagt werden, dass das Testis-spezifische PFN III eine
schwichere Affinitit zu f-Aktin aufweist als PEN II. Fiir die Klone aus den PFN IV-Aktin-Matings
konnte keine nachweisbare lacZ-Expression bzw. [-Galaktosidase-Aktivitit ermittelt, das heift
keine Interaktion zwischen B-Aktin und Profilin IV gezeigt werden. Die gemessenen f-
Galaktosidase-Aktivitdaten lagen mit 0,053 B-Gal-Units fiir Maus-PFN IV und 0,046 B-Gal-Units

fiir humanes PFN IV nicht signifikant iiber 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 Interaktion zwischen VASP und Profilinen
bisher am besten dokumentiert [Reinhard et al., 1995; Gertler et al., 1996]. VASP enthilt eine
Prolin-reiche Domine, welche Interaktion mit dem C-Terminus der Profiline vermittelt
[Lambrechts et al., 1997; Kang et al., 1997]. In den Einzelmatings wurde VASP als Poly-Prolin-
Ligand fiir die Testis-exprimerten Profiline III und IV getestet, um vor allem die Funktionalitét des
Profilin C-Terminus, welcher in den Profilinen III und IV Mutationen der VASP-interagierenden



Ergebnisse 103

AS aufweist zu untersuchen. Als zweiter potentieller Poly-Prolin-Ligand der Profiline wurde
Diaph3 getestet. Von Diaph3 existieren zwei Isoformen, von denen die kiirzere (Isoform 2,
NM_030932) im Testis exprimiert wird [Katho & Katho, 2004]. Diaph3 gehort zur Familie der FH
(formin homology)-Proteine, welche iiber eine Poly-L-Prolin-reiche Region in der FH1-Doméine an
Profiline und iiber die FH2-Domine an Aktin binden [Kovar et al., 2003; Pring et al, 2003; Sagot
et al., 2002]. Die verwendeten Hefekonstrukte fiir die VASP und Diaph3-Matings sind in Tabelle
3.16 aufgelistet. Die Ergebnisse der Matings zwischen den Profilinen II, III und IV mit den Poly-
Prolin-Proteinen VASP und Diaph3 sind in Tabelle 3.12 zusammengefasst dargestellt. Abbildung
3.31 zeigt die zugehorigen B-Galaktosidase-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 detektiert (hier nicht im Einzelnen aufgefiihrt). Wachstumsbeurteilung:
+++: mehr als 200 cfu/ml, ++: 10-20 cfu/ml, +: 1-10 cfu/ml -: keine Kolonien auf Selektionsmedium gewachsen. Da mehrere
Matings durchgefiihrt wurden, wird keine genaue Matingeffizienz angegeben, sondern der Bereich von der niedrigsten bis zur
hochsten Effizienz aus den verschiedenen Matings.

Test- Profilin Mating- Interaktion Test- Profilin Mating- Interaktion
Protein Effizienz Protein Effizienz
huProfilin II 13-35 % +++ huProfilin II 15-48 % +++
mProfilin IIT 20-45 % - Diaph3 mProfilin ITI 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 % - Domine | Gal4-DNABD 15-45 % -
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Abb. 3.31: Quantitativer -Galaktosidase-Assay zur Analyse der Profilin-Interaktionen mit den Poly-Prolin-Proteinen
VASP und Diaph3. Dargestellt sind die ermittelten 3-Galactosidase-Aktivitdten [Milliunits/(ml x Zellen)] diploider Klone aus
den Matings. Die rote Linie markiert den Negativwert als Ausschlussgrenze. * zeigt signifikante 3-Galaktosidase- Aktivitit im
Vergleich zur Negativkontrolle. Als Negativkontrolle dienten diploide Klone ohne Interaktion zwischen Bait und Prey (HE6-
C-Term. x SV40 large T-Antigen), als Positivkontrolle diploide Hefeklone mit Interaktion zwischen p53 und SV40 T-Antigen.

In den Matings konnte fiir PEN II (Positivkontrolle) durch starkes Wachstum diploider Klone auf
den Selektionsmedien SD/-LTH, -LTA und -LTHA, welches auf Expression der Reportergene His3
und Ade2 zuriickzufiihren ist, eine Interaktion mit VASP und Diaph3 detektiert werden. Auch die
signifikante Expression des dritten Reportergens, lacZ, konnte im [-Galaktosidase-Test die
Interaktion mit VASP und Diaph3 bestitigen. Der B-Gal-Test zeigte weiterhin, dass PFN II
deutlich stirker mit dem Poly-Prolin-Protein VASP (163 B-Gal-Units) als mit Diaph3 (27 B-Gal-
Units) interagiert. Fiir PFN III konnte sowohl in den Einzelmatings als auch im B-Galaktosidase-
Test eine Poly-Prolin-Bindung durch Interaktion mit Diaph3 gezeigt werden. Im quantitativen f3-
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Gal-Test zeigte PFN III zu Diaph3 mit 6,4 B-Gal-Units zwar eine um ca. 76 % schwichere
Interaktion als PFN II zu Diaph3 (27 B-Gal-Units). Jedoch lag die B-Gal-Aktivitit noch immer
signifikant tiber der der Negativkontrolle (0,28 B-Gal-Units), so dass von einer Poly-Prolin-
Bindungseigenschaft des PFN III ausgegangen werden kann. Mit dem prolinreichen Protein VASP
konnte fiir PFN III weder im Mating durch Wachstum auf Selektionsmedien, noch im B-Gal-Test
durch lacZ-Expression eine Interaktion nachgewiesen werden. Profilin IV zeigte weder Interaktion
mit dem Poly-Prolin-Protein VASP noch mit Diaph3. Es wuchsen keine Klone auf den
Selektionsmedien und es konnte keine B-Gal-Aktivitit der diploiden Klone gemessen werden. Die
ermittelten P-Galaktosidase-Aktivititen lagen mit 0,07 bis 0,236 B-Gal-Units sogar noch unter
denen der Negativkontrolle. Diese Ergebnisse deuten darauf hin, dass PFN IV, zumindest in Bezug

auf die Proteine VASP und Diaph3, keine Poly-Prolin-Bindungseigenschaften besitzt.

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

Die im Y2H-System detektierten Interaktionseigenschaften der Profiline wurden durch
alternative Methoden iiberpriift. Dabei wurde zur Bestitigung der Profilin-Aktin-Bindungs-
eigenschaften die Co-Immunoprizipitation angewandt. Die Interaktion der Profiline mit VASP
und Diaph3 konnte mit dieser Methode aus folgenden Griinden nicht iiberpriift werden: In vitro
translatiertes VASP bandierte genau auf Hohe der schweren c-myc-Antikorperkette und konnte
trotz mehrfacher Versuche weder mit einem c-myc-AK aus Maus noch mit einem VASP-AK
aus Kaninchen im Western-Blot nach Co-IP eindeutig detektiert werden . In vitro translatiertes
Diaph3 zeigte in der Co-IP, auch bei unterschiedlich stringentem Waschen, eine unspezifische
Bindung an Protein A-Agarose und war durchgehend in den Kontroll-Ansidtzen zu detektieren,
so dass auch hier keine eindeutigen Ergebnisse erzielt werden konnten.

Da durch die Y2H-Studien lediglich die Bindungseigenschaft der Profiline III und IV beziiglich der
Poly-Prolin-haltigen Proteine VASP und Diaph3 beurteilt und keine Aussage liber eine generelle
Poly-Prolin-Bindungseigenschaft der Profiline gemacht werden konnte, wurde zur
Charakterisierung ihrer PLP-Affinitiit eine Poly-L-Prolin-Affinitdtschromatographie durchgefiihrt.
Diese erschien auch sinnvoll, zumal von Lambrechts et al. (2002) fiir Profiline mit einem c-myc-
tag eine drastisch reduzierte Poly-L-Prolin-Bindung beobachtet wurde. Zwar wurde dies nur fiir C-
terminale Protein-fags beschrieben (N-Terminale tags wurden nicht getestet), jedoch lédsst sich
nicht ausschlieBen, dass die fiir das Y2H-System N-terminal an die Profiline angefiigten Gal4-
DNA-BD- und c-myc-tags keinen Einfluss auf die Bindungseigenschaften besitzen.

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

Die Bestitigung der im Y2H-System detektierten Profilin-Aktin-Interaktionen erfolgte durch Co-
Immunoprizipitation mit in vitro translatierten Profilinen und Aktin. Fiir die Translation wurden
die in Tabelle 3.16 aufgelisteten Profilin-Sequenzen in pGBKT7 und B-Aktin in pGADT7
verwendet, so dass den Profilinen ein N-terminaler c-myc-tag (Bait-Protein) und Aktin ein HA-tag
(Prey-Protein) angefiigt wurde. Die in vitro Translation wurde wie unter 2.2.2 beschrieben
durchgefiihrt. Zur Uberpriifung der in vitro-Translation wurden 5 ul des Ansatzes per SDS-PAGE
aufgetrennt, auf eine Membran geblottet und die translatierten Bait-Proteine immunologisch mit c-

myc monoklonalem Antikérper bzw. die Prey-Proteine mit HA High Affinity monoklonalem
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Antikorper nachgewiesen. Abbildung 3.32 zeigt die Western-Blot-Analyse der in vitro-Translation.
Wie zu erkennen ist konnten sowohl die Profiline mit c-myc-tag (ca. 16 kDa) als auch Aktin mit

HA-tag (ca. 46 kDa) erfolgreich in vitro translatiert werden.
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Abb. 3.32: Immunologischer Nachweis von in vitro translatierten Profilinen und Aktin. Die Profiline wurden mit cmyc-
tag translatiert und iiber einen monoklonalen c-myc-AK detektiert (c-myc-WB). Aktin wurde mit HA-tag translatiert und iiber
einen HA-AK detektiert (HA-WB). Die in vitro translatierten Profiline bandieren bei ca. 16 kDa, Aktin bei ca. 46 kDa. Als
Positivkontrolle wurde pS3 mit cmyc-tag translatiert, als Negativkontrolle pPGADT?7.

c-myc-WB

Fir die Co-IP wurden je 25 ul Reticulozytenlysat mit dem Profilin-Bait bzw. dem Aktin-Prey
vermengt und eine Stunde bei Raumtemperatur inkubiert, um Protein-Interaktionen zu
ermOglichen. AnschlieBend wurden interagierende Proteine durch einen c-myc-Antikorper und
Protein A-Agarose co-immunoprizipitiert. Nach Elution der co-immunoprizipitierten Proteine aus
der Protein A-Agrose, wurden 25 ul des gewonnenen Uberstands durch SDS-PAGE und Western-
Blot mit c¢-myc-AK auf prizipitiertes Bait-Protein und mit HA-Antikorper auf co-
immunoprézipitiertes Prey-Proteine hin analysiert. Dabei wurde eine immunologisch detektierbare
Bande des Aktin-Preys im Uberstand als positives Ergebnis fiir Protein-Protein-Interaktion mit
dem prézipitierten Bait-Profilin gewertet.

In den Abbildungen 3.33 und 3.34 sind die Ergebnisse der Profilin-Aktin-Co-
Immunoprizipitationen dargestellt. Abbildung 3.33 zeigt die Profilin-Aktin-Co-IP, Abbildung 3.34
die zugehorigen Kontrollen. Wie zunidchst im c-myc-Western-Blot in Abb. 3.34 zu erkennen ist,
konnten alle drei Bait-Profiline erfolgreich iiber einen c¢-myc-AK und Protein-A-Agarose
prizipitiert werden. Dies ist an den Profilin-Banden bei ca. 16 kDa in den Ansétzen mit c-myc-AK
erkennen. Ansitze ohne c-myc-AK enthalten keine Profilin-Bande, was darauf hindeutet, dass die
Profiline nicht unspezifisch an Protein A-Agarose binden. Auch unspezifische Aktinbindung an
Protein A-Agarose (Abb. 3.33 Ansitze mit Aktin und PFEN, aber ohne c-myc-AK) und Prizipitation
des Aktin-Preys durch den c-myc-AK (Kontrollblott Abb. 3.34 : Aktin + c-myc-AK ohne PFN.)
konnte ausgeschlossen werden, so dass davon auszugehen ist, dass detektierbare Aktin-Banden auf
Co-Immunoprézipitation und somit Interaktion mit den Profilinen zuriickzufiihren ist. Im HA-
Western-Blot (unterer Teil Abb. A) wurde co-immunoprizipitiertes Aktin (bei ca. 46 kDa)
detektiert. Wie zu erkennen ist konnte Aktin mit Profilin II und Profilin III co-immunoprizipitiert
werden, jedoch nicht mit Profilin IV. Dieses Ergebnis bestitigt das Y2H-Minimating, so dass
vermutet werden kann, dass PEN IV im Gegensatz zu PFN II und III, keine Interaktion mit B-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-Blot-Analyse der
Profilin-Aktin-Co-Immunoprizipitation.
PFN=—b e e | o 14  Im oberen Teil des Bildes ist der c-myc-WB
zur Kontrolle auf prézipitierte Profiline
dargestellt. Alle drei Profiline konnten
49 erfolgreich mit c-myc-AK  prézipitiert
Aktin=—>p werden. Im unteren Blot (HA-WB) wurde co-
immunoprizipitiertes Aktin mit HA-AK
detektiert. In den PFN II und PFN III-
Ansitzen 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 des c-myc-AK, mit dem die Profiline

c-myc-WB

38

28

HA-WE prézipitiert wurden zuriickzufiihren,
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Aktin _ _ Abb: 3.34: Kontrollen zur Aktin-Profilin-
+ + + + - - 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 N S — 49 Prizipitation des Aktin-Preys, des c-myc-
Tags oder von Proteinen aus den
o g Reticulozytenlysaten auszuschlieBen, wurden
Co-IP-Ansitze nur mit Aktin und/oder dem
o o leeren Vektor oder reinem Reticulozytenlysat
— - mit c-myc-AK und ohne PFN durchgefiihrt.
In keinem dieser Ansitze konnte -eine
i 14 Profilin- oder Aktin-Bande detektiert werden,
c-myc-WB HA-WB so dass unspezifische Prizipitation bzw.

Interaktion ausgeschlossen werden konnten.

3.7.3.2 Poly-L-Prolin-Affinititschromatographie zur Charakterisierung der Poly-L-Prolin-
Bindungseigenschaften der Profiline III und IV

Im Zuge dieser Arbeit wurde die Poly-L-Prolin-Affinitdtschromatographie zur Charakterisierung
der Profilin III und IV hinsichtlich ihrer generellen Bindungseigenschaften mit Poly-L-Prolin
eingesetzt. Die Bindung von Profiline an Poly-L-Prolin wird seit Jahren fiir die Aufreinigung von
Profilinen genutzt [Lindberg et al., 1988; Tanaka & Shibata, 1985]. Dabei wird Profilin je nach
seiner Affinitdt zu PLP durch Harnstoff unterschiedlicher Molarititen von der PLP-Séule eluiert:
die Elution von Profilin I (Mensch, Maus) erfolgt mit 6 M Harnstoff, bei Profilin Ila wird aufgrund
der hoheren Affinitédt zu Poly-L-Prolin mit 8 M Harnstoff gearbeitet [Wittenmayer et al., 2000].

Fiir die PLP-Affinititschromatographie wurden die beiden Profiline zunédchst mit Hilfe des
pET-Expressionssystems ohne jegliche fags rekombinant in E.coli BL21(DE3)pLys durch
IPTG-Induktion iiberexprimiert. Zur Kontrolle der Expression wurden den Expressionskulturen
vor sowie 4 h nach IPTG-Induktion Proben entnommen und jeweils 10 pl in SDS-PAGE und
Western-Blot analysiert. Wie in Abb. 3.35 zu erkennen ist, lie} sich die Expression der beiden
Profiline durch IPTG induzieren (rote Pfeile). Es wurde jeweils ein ca. 15 kDA grofles Protein
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exprimiert. In den Western-Blots mit PFN III bzw. PFN IV-spezifischen Antikdrpern konnten
diese IPTG-induzuierten Proteinbanden deutlich detektiert werden, so dass davon auszugehen
ist, dass Profilin IIT und Profilin IV exprimiert wurden.

PFN Il PFN IV
PS | 1} LM | 1}
- e —

32,5

25

16,5

& ¢ (61

Abb.3.35: SDS-PAGE-Analyse (Coomassie-gefirbtes Gel) und Western-
! Blot-Nachweis (WB) der iiberexprimierten Profilin III und IV: I
Kulturprobe vor IPTG-Induktion, II: Kulturprobe 4 h nach IPTG-Induktion,

=

PS: Prestained Marker (kDa), LM: Low Mass Ladder (kDa); von der Probe
PFEN IV I ist versehentlich zu wenig Probe aufgetragen

wWB

Sy

—14kDa—

Durch Lysozym und Ultraschallbehandlung wurden die exprimierten Proteine aus den Zellen
freigesetzt und ein Proteinlysat hergestellt. Das Lysat mit den 10slich exprimierten Proteinen
wurde auf eine Poly-L-Prolin-Siule (PLP-Séule), aus Cyanbromid-aktivierter Sepharose CL-
4B an die kovalent 250 mg Poly-L-Prolin gekoppelt war, aufgetragen. Der Lysat-Durchfluss
(LD) wurde aufgefangen. Ungebundenes Protein wurde in zwei Schritten, mit Waschpuffer
und 2 M Urea in Waschpuffer, von der Sdule ausgewaschen. Zur Charakterisierung der PLP-
Bindungseigenschaften erfolgte die Elution gebundener Profiline zunichst mit 4 M Harnstoff und
anschliefend mit 8 M Harnstoff von der Séule. Fiir die Analyse der Bindungs- und
Elutionseigenschaften der Profiline wurden Waschpuffer und Eluate nach Durchfluss durch die
Sdule in je 2 ml Fraktionen aufgefangen und profilinhaltige Fraktionen mittels SDS-PAGE
ermittelt. Der Proteinnachweis im Gel erfolgte durch Coomassie-Firbung. In den Abbildungen
3.36 und 3.37 sind die Coomassie-gefdrbten Gele zur Dokumentation des Bindungsverhaltens
der Profiline III und IV an PLP gezeigt. Bei einem direkten Vergleich des Elutionsverhaltens der
Profiline IIT und IV von der PLP-Séule wird ersichtlich, dass PEN IV im Gegensatz zu PFN III
keine Interaktion mit Poly-L-Prolin aufweist. Das rekombinant exprimierte PFN IV zeigte keine
Bindung an die PLP-Sédule und wurde direkt mit den ersten drei Waschfraktionen wieder aus der
Sdule herausgespiilt. Sogar durch steigende Harnstoffkonzentration im Waschpuffer konnte auch
unter sehr stark denaturierenden Bedingungen (8 M Urea) kein Profilin mehr von der Séule eluiert
werden, so dass davon ausgegangen werden kann, dass PFN IV keine Poly-L-Prolin-
Bindungseigenschaft besitzt.

Fiir PEN 1II zeigte sich in der PLP-Affinitdtschromatographie ein vollig anderes Elutionsmuster.
Im Gegensatz zu PEN IV konnte ein Grofteil des rekombinanten PFN III an die Sdule gebunden
und durch 4 M und 8 M Urea wieder eluiert werden. Dies ist an den deutlich stdrkeren Profilin-
Banden bei ca. 14 kDa in den entsprechenden Fraktionen zu erkennen (siehe Pfeil Abb. 3.36).
Somit konnte eine Interaktion des Testis-spezifischen PEN III mit PLP bestitigt werden. Fiir die
Profiline I und II ist eine Elution erst ab 6 M bzw. 8 M Urea beschrieben, so dass fiir PEN 111,



Ergebnisse 108

welches bei 4 M Urea eluiert, eine schwichere Affinitit zu PLP angenommen werden muss. Wie
zu erkennen ist, konnte PEN III jedoch nicht nur in den 4-8 M Urea-Fraktionen, sondern auch
zunehmend schwicher werdend in den Waschfraktionen und sehr schwach in den 2 M Urea-
Fraktionen detektiert werden. Dies kann zum einen auf eine Uberladung der Siule und
ungeniigendes Waschen zuriickzufithren sein. Auf der anderen Seite konnte die Elution bei 2 M
Urea jedoch auch auf eine schwache Affinitit des PFEN III zu PLP hindeuten. Allerdings kann
durch die deutlich verstédrkte PFN III-Elution mit 4 M Urea definitiv von einer Interaktion des PFN
IIT mit PLP ausgegangen werden.

Zusammenfassend lédsst sich sagen, dass durch die PLP-Affinititschromatographie die Ergebnisse
des Y2H-Minimatings bestitigt werden konnten. Fiir PFN III konnte in beiden Systemen
Interaktion mit PLP bzw. Poly-Prolin-Proteinen gezeigt werden, fiir PFN IV hingegen nicht.

Waschfraktionen 2M Urea 4M Urea 4M l)l{ea 8M}Erea
L LD/ 2 46 8 102 4 6'2 4 Lm ps’6 8 10 122 4 6 8 10 12 LM
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Abb. 3.36: Elektrophoretische Dokumentation der PFN III-PLP-Affinititschromatographie

Gezeigt sind die Coomassie-gefirbten Gele der SDS-PAGE-Analyse der aufgefangenen Fraktionen von der PLP-Siule. Der
Pfeil zeigt auf die Profilin III-Proteinbande bei ca. 14 kDa, L: Lysat vor der Sdule, LD: Lysat nach Siulendurchfluss, 2 M Urea
2-6: Fraktionen 2-6 des 2 M Urea-Waschpuffers nach der Sdule, 4 M Urea 2-12: Fraktionen 2-12 des 4 M Eluats, 8 M Urea 2-
12: Fraktionen 2-12 des 8 M Eluats, LM: Low Mass-Ladder, PS: Prestained-Marker.

Waschfraktion 2M Urea 4 M Urea 8 M Urea
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Abb. 3.37: Elektrophoretische Dokumentation der PFN IV-PLP-Affinititschromatographie

Gezeigt sind die Coomassie-gefiarbten Gele der SDS-PAGE-Analyse der aufgefangenen Fraktionen von der PLP-Sdule. Der
Pfeil zeigt auf die Profilin IV-Proteinbande bei ca. 15 kDA. L: Lysat vor der Sdule, LD: Lysat nach Séulendurchfluss, 2 M
Urea 2-8: Fraktionen 2-8 des 2 M Urea-Waschpuffers nach der Siule, 4 M Urea 2-10: Fraktionen 2-10 des 4 M Eluats, 8 M
Urea 2-10: Fraktionen 2-10 des 8 M Eluats, LM: Low Mass-Ladder, PS: Prestained-Marker.
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3.8 Screening einer Yeast Two-Hybrid-Bibliothek zur Identifizierung
potentieller Interaktionspartner der Profiline III und IV

Erste Untersuchungen hinsichtlich typischer Profilin-Interaktionen mit Aktin und Poly-L-Prolin
zeigten, dass sich Profilin III und IV in ihren biochemischen Bindungseigenschaften unterscheiden.
Wihrend fiir Profilin III eine Interaktion mit Aktin und Poly-L-Prolin gezeigt werden konnte, sind
fiir Profilin IV bisher keine Bindungspartner bekannt. Uber die molekularen Funktionen der
Profiline IIT und IV in den ménnlichen Keimzellen der Sduger kann bisher nur spekuliert werden.
Im Rahmen dieser Arbeit sollten durch Yeast Two-Hybrid-Screening gegen eine Testis-cDNA-
Bibliothek potentielle Interaktionspartner der Profiline III und IV identifiziert und hierdurch
Hinweise auf eine mogliche Funktion der beiden Profiline in den ménnlichen Keimzellen
gewonnen werden. Hierzu wurde das Gal4 Matchmaker Two-Hybrid System 3 von Clontech
eingesetzt. Als Bait-Proteine wurden die kompletten ORFs der murinen Profiline III (NM_029303)
und IV (NM_028376) gewihlt. Diese wurden durch PCR mit spezifischen Primern (siehe Tabelle
3.19) aus Testis-cDNA adulter Méuse amplifiziert und im durchlaufenden Leseraster in den
Hefevektor pGBKT?7 kloniert, so dass ein Fusionsprotein aus dem jeweiligen Profilin und N-
terminal angefiigter Gal4-DNA-BD mit c-myc-tag entstehen konnte. Bait-Konstrukte mit korrekter
Sequenz und ohne Leserasterverschiebung wurden fiir das Yeast Two-Hybrid Screening in den Mat
a-Hefestamm AH109 transformiert.

3.7.2 Vorbereitende Untersuchungen

Um unspezifisches / falsch positives Wachstum auszuschliefen und optimale Bedingungen fiir den
Screen zu ermitteln wurden die gleichen vorbereitenden Untersuchungen wie fiir die HE6-Yeast
Two-Hybrid-Screenings durchgefiihrt.

Beide Profilin-Bait-Konstrukte konnten erfolgreich in den Mat a-Hefestamm AH109 transformiert
werden. Die Transformanten konnten wie erwartetet ihre Tryptophan-Auxotrophie kompensieren
und zeigten nur Wachstum auf SD-Medium ohne Tryptophan (SD/-T) und nicht auf SD/-Leucin.
Der Vergleich der Wachstumsrate iiber die ODgyo zeigte keine signifikanten Unterschiede im
Wachstum zwischen den Transformanten mit leerem pGBKT7-Vektor und denen mit dem Profilin-
Bait-Vektor, so dass davon ausgegangen werden konnte, dass beide Profilin-Baits keine toxische
Wirkung auf das Wachstum der Hefestimme haben. Weiterhin konnte fiir beide Baits eine
autonome Transkriptionsaktivitit fiir die Reportergene HIS3 und ADE2 sowie eine unspezifische
Interaktion mit der Gal4-AD ausgeschlossen werden. In einem Kontrollmating der Profilin-Baits
mit Kontrollstimmen konnten keine drastischen Unterschiede in den Mating-Effizienzen
beobachtet werden. Im Mating mit den beiden Kontrollstimmen AHI109[pGBKT7-53] und
Y187[pGADT7-T] waren ca. 6 % der Zellen diploid. In den Matings der Bait-Hefestimme
AHI109[pGBKT7-Profilin] mit dem Prey-Hefestamm Y187[pGADT7-T] wurden Mating-
Effizienzen von 5,5 % (Profilin III als Bait) bzw. 8 % (Profilin IV als Bair) erreicht. Alle
Effizienzen lagen deutlich tiber 2 %, so dass davon ausgegangen werden konnte, dass die Bait-
Proteine keinen negativen Einfluss auf die Mating-Effizienz besitzen und in einem Bibliothek-
Screening ausreichend viele unabhédngige Klone gescreent werden konnen, um reprisentative
Ergebnisse zu erlangen.

In Tabelle 3.13 ist das Wachstum der Profilin-Bait-Hefestimme bei unterschiedlichen 3-AT-

Konzentrationen im SD/-TH-Medium aufgelistet.
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Tabelle 3.13: His3-Hintergrundwachstum der Bait-Hefestimme bei unterschiedlichen 3-AT-
Konzentrationen nach sieben Tagen Inkubation bei 30°C. +: 1-10 cfu/ml, +/-: vereinzelte kleine Kolonien gewachsen; -:
keine Klone gewachsen

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

Beide Bait-Hefestimme zeigten sowohl auf den Platten ohne 3-AT als auch mit 2 mM und 6 mM
3-AT durch das Auftreten kleiner Hefe-Kolonien < 2mm schwaches Histidin-Hintergrund-
wachstum. Auf Medium mit 10 mM 3-AT konnte kein Hintergrundwachstum mehr detektiert
werden. Dies bedeutete, dass dem LTH-Medium 10 mM 3-AT zugesetzt werden miisste, um
unspezifisches Hintergrundwachstum zu unterbinden. Es zeigte sich jedoch durch Kontrollmatings
mit verschiedenen Prey-Hefestimmen (Aktin und Diaph3), dass das Hintergrundwachstum und
somit die optimale 3AT-Konzentration nicht nur vom Bait-Hefestamm allein abhéngig ist, sondern
zusitzlich durch den jeweiligen Prey-Hefestamm beeinflusst wird (siehe Tabelle3.14).

Tabelle 3.14: Wachstumsanalyse zum unspezifischen His3-Hintergrundwachstum diploider Klone mit und ohne
Interaktion zwischen Profilin III/IV und Aktin/Diaph3 auf SD/-LTH-Medium mit und ohne optimale 3-AT-
Konzentrationen. ++: 10-20 cfu/ml, +: 1-10 cfu/ml -: keine Kolonien gewachsen; ohne Klammern dargestellt ist das
Wachstum von Kolonien > 2 mm, die auf Interaktion hindeuten, in Klammern dargestellt ist das unspezifische
Hintergrundwachstum kleiner Kolonien < 2 mm

AH109[pGBKT?7-Profilin III] SD/-Medium
X -LTH -LTH + 10 -LTA -LTHA
Y187[pGADT7-ProteinX] mM 3-AT
Profilin IIT x Aktin (Interaktion) ++/(++) ++/(-) ++/(-) ++/(-)
Profilin IV x Aktin (keine Interaktion) -/(++) -/(-) -/(-) -/(-)
Profilin III x Diaph3 (Interaktion) ++/(++) -/(-) ++/(-) ++/(-)
Profilin IV x Diaph3 (keine Interaktion) +/(++) -/(-) -/(-) -/(-)

In einem Y2H-Screening besteht nun das Problem, dass das Bait-Protein mit einer Vielzahl
potentieller Interaktionspartner interagiert, so dass im Vorhinein keine optimale 3-AT-
Konztenration festgelegt werden kann. Auch auf die Gefahr hin, unspezifische Interaktionen zu
detektieren, wurden daher in Y2H-Screens, die auf SD/-LTH durchgefiihrt wurden, kein 3-AT

zugesetzt, um moglichst keine Interaktionen zu inhibieren.

3.8.2 Yeast Two-Hbrid-Library-Screening einer pri-transformierten murinen Hoden-
cDNA-Bibliothek

Nach Abschluss aller notwendigen Tests wurden die Profilin-Konstrukte im Mat a-Hefestamm
AHI109 in Yeast Two-Hybrid-Library-Screenings eingesetzt. Die Screens wurden wie unter 2.3.2.9
beschrieben gegen eine in den Mat a-Hefestamm Y187 vortransformierte murine Testis cDNA-
Bibliothek durchgefiihrt. Die verwendete Testis-cDNA-Bibliothek représentierte bei einem Titer
von > 5 x 10’ cfu/ml insgesamt 1,75 x 10’ unabhingige Klone. Insgesamt wurden vier Y2H-
Library-Screens, als LS-5 bis LS-8 bezeichnet, auf unterschiedlich stringenten Selektionsmedien
durchgefiihrt. Triple-Dropout-Medium (SD/-LTH und SD/-LTA) diente der weniger stringenten
Selektion und der Erfassung von schwicheren Proteininteraktionen. Bei der Verwendung von
Quadruple-DO-Medium (SD/-LTHA) erfolgte die Selektion auf Diploide, die den ADE2- und den
HIS3-Reporter exprimieren. In Tabelle 3.15 sind die in den einzelnen Screens verwendeten Bait-

Konstrukte und Selektionsmedien aufgelistet.
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Tabelle 3.15: Mit den Profilin-Baits durchgefiihrte Yeast Two-Hybrid Library-Screens

Library-Screen Bait-Protein Bibliothek Medium
LS5 mProfilin [V SD/-LTHA
LS6 mProfilin IV BD-Matchmaker mTestis (in S.cerevisiae Y187, Mata,), SD/-LTH
LS-7 mProfilin 11T S3467, Lot#3090490 SD/-LTA
LS-8 mProfilin IV SD/-LTA

Nach Aufbringen der Screening-Ansitze auf die SD-Selektionsmedien wurden die Platten 8-21
Tage inkubiert, um auch langsam wachsenden Kolonien, die auf schwache Protein-Interaktionen
hindeuten, die Chance zum Wachsen zu geben. Die Platten wurden téglich kontrolliert und das
Wachstum diploider Kolonien dokumentiert. Fiir jedes Screening wurde zudem der Bibliothek-
Titer, die Mating-Effizienz und die Anzahl der gescreenten unabhingigen Klone berechnet. In

Tabelle 3.16 sind diese Ergebnisse aus den einzelnen Library-Screens zusammengefasst dargestellt.

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

LS-5 LS-6 LS-7 LS-8
Bibliothek-Titer 13 x 107 cfu/ml 15 x 107 cfu/ml 11,8 x 107 cfu/ml 7,75 x 10 cfu/ml
Mating-Effizienz 9,7 % 3,7 % 7,8 % 8 %
Gescreente Klone 14 x 10° cfu/ml 3,4 x 10° cfu/ml 5,4 x 10° cfu/ml 6,2 X 10° cfu/ml
Gewachsene Klone 3 47 152 6/28

Fir ein erfolgreiches Yeast Two-Hybrid Library-Screening sollten nach Angaben des
Matchmaker™ Pretransformed Libraries User Manual (2003) ein Titer von > 5 x 107 cfu/ml
vorliegen sowie mit einer Mating-Effizienz von > 2%, mindestens 1 x 10° unabhingige Klone
gescreent worden sein, um die komplexe mRNA-Population des Hoden-Gewebes zu
reprasentieren. Diese Bedingungen wurden in allen vier Screens deutlich erfiillt, so dass davon
ausgegangen werden konnte, dass die Screenings nicht durch eingeschrinkte Mating-Effizienzen
oder ungeniigend Klonzahlen limitiert waren.

3.8.2.1 Eliminierung falsch-positiver Klone durch Screening auf Reportergen-Expression,
Prey-Plasmid-Isolierung, Alul-Restriktionsanalyse und Sequenzierung

Die Verifizierung und Analyse der potentiellen Profilin-Interaktionspartner, um falsch positive
Klone auszuschlieBen und potentiell interessante Interaktionspartner zu identifizieren, erfolgte wie
unter 3.2.3.1 beschrieben. Im Folgenden wird fiir die durchgefiihrten Profilin-Screens eine
zusammenfassende Tabelle geliefert, in der die verbleibenden Klone nach den einzelnen
Analyseschritten aufgelistet ist. Erst nachdem die Anzahl der Klone durch Auswahl potentiell
interessanter Interaktionspartner ein iiberschaubares Mall eingenommen hat, wird auf die

ausgewdhlten Klone und die zur Verifizierung durchgefiihrten Studien niher eingegangen.

Tabelle 3.17: Analyse und Auswertung der Profilin-Y2H-Library-Screens.

Profilin-Library-Screen

Analyseschritt Profilin IV Profilin 1
LS-5 LS-6 LS-8 LS-7
Gescreente Klone 14 x 10°cfu/ml | 3.4 x10°cfu/ml | 54 x10°cfu/ml | 6,2x 10°cfu/ml

Klone nach Selektion auf HIS3 oder ADE2 - 47 30 152

Klone nach Selektion auf HIS3 und ADE2 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 Positiver 1 11 1/10 13
Auswahl potentiell interessanter Klone 1 9 5 13
Klone mit B-Galaktosidase-Aktivitit 11 8
Bestitigte Interaktionen im Einzelmating Nicht durchgefiihrt 7

Potentielle HE6-Interatkionspartner 11 7
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3.8.2.2 Profilin III als Bait-Protein

Mit Profilin III als Bait-Protein blieben nach Eliminierung falsch positiver Interaktionspartner
durch Wachstumsselektion, PCR der Prey-Inserts, Alul-Dau und Sequenzanalyse 13 potentielle
Interaktionspartner bestehen. Diese wurden als potentiell interessante Interaktionspartner in
Betracht gezogen und einem quantitativen -Galaktosidasetest unterzogen, um die Expression des
lacZ-Reportergens sowie die Stédrke der Interaktion mit Profilin III zu ermitteln. In Abbildung 3.38
ist das Ergebnis dieses -Galaktosidasetests graphisch dargestellt.
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Abb. 3.38: Quantitativer f-Galaktosidasetest der 13 verbleibenden diploiden Klone aus dem Y2H-Library-Screen mit
Profilin III als Bait-Protein. Dargestellt sind die ermittelten -Galactosidase-Aktivitdten [Milliunits/(ml x Zellen)] diploider
Klone aus den Y2H-Screening mit Profilin III als Bait. Die rote Linie markiert den Negativwert als Ausschlussgrenze. *
markiert signifikante -Galaktosidase-Aktivitit (p<0,5) im Vergleich zur Negativkontrolle. Als Negativkontrolle dienten
diploide Klone ohne Interaktion zwischen Bait und Prey (HE6-C-Term. x SV40 large T-Antigen) als Positivkontrolle diploide
Hefeklone mit Interaktion zwischen p53 und SV40 large T-Antigen als Prey.

Deutlich signifikante B-Galaktosidaseaktivititen wurden fiir die diploiden Klone mit MPDZ (p =
0,25), einem hypothetischen Protein (p = 0,16), Ssty2 (p = 0,09) und Aktin (p = 0,01) als Prey-
Protein ermittelt, wobei Aktin mit 25,5 B-Gal-Units die weitaus stérkster Interaktion mit Profilin ITI
zeigte. Vier Klone zeigten eine schwach signifikante B-Galaktosidaseaktivitit mit einem p-Wert
von 0,5 bis 0,4 und somit eine relativ schwache Interaktion zwischen Profilin III und dem Prey-
Protein (Pxtl, Sh3glb, ArrdcS5, Odz3). Nach dem quantitativen [B-Galaktosidasetest verblieben
somit acht potentiell interessante Interaktionspartner des Profilins III, die sich durch die Expression
aller drei Reportergene hervorhoben. In Tabelle 3.18 sind diese Interaktionspartner dargestellt und

die Haufigkeit ihrer Treffer sowie die im Y2H-Screen gefischten Proteinbereiche aufgelistet.

Das Zytoskelett-Protein Aktin wurde mit sieben Treffern weitaus am h#ufigsten als potentieller
Profilin III-Interaktionspartner identifiziert. Die hohe Treffer-Zahl sowie die starke J-
Galaktosidaseaktivitit (23 B-Gal-Units) zeigen, dass es sich um einen Interaktionspartner mit hoher
Affinitdt zu Profilin III handelt. Ebenfalls mehrfach, jedoch deutlich weniger oft als Aktin, und
zudem mit schwicherer B-Galaktosidaseaktivitdt, wurden Ssty2 (3x, 3,3 B-Gal-Units) und ein
hypothetisches Protein (2x, 1,7 B-Gal-Units) ermittelt. Bei beiden handelt es sich um Proteine, die
bisher nicht beschrieben / charakterisiert wurden und deren Funktionen unbekannt sind.

Die verbleibenden potentiellen Interaktionspartner wurden im Y2H-Screen allesamt nur einmal
gefunden und zeigten zudem schwichere PB-Galaktosidaseaktivititen, so dass eine deutlich

schwichere Interaktion mit Profilin Il angenommen werden muss. Unter diesen Proteinen erschien
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das Multiple PDZ-Domiénen Protein MUPP1 besonders interessant. Fiir MUPP1 wurde bei Sdugern
eine Lokalisation im Akrosom von runden und elongierenden Spermatiden beschrieben, die sich
mit der PFN III-Lokalisation deckt [Heydecke et al., 2006]. Dies lie erwarten, dass die MUPP1-
mRNA ebenso wie PFN III ein post-meiotisches Expressionsprofil aufweisen miisste, das mit dem
Auftreten von Spermatiden im Verlauf der Spermatogenese korreliert ist. Quantitative RT-PCR-
Analysen (Abbildung 3.39) zeigten jedoch fiir die MUPPI-mRNA keine Korrelation mit dem
Verlauf der Spermatogenese. Vielmehr ergaben sich gleich bleibende Expressionslevel ohne
Stadien-spezifische Expressionsunterschiede, so dass eine iiberwiegend somatische Expression der
MUPPI1-mRNA und somit des Proteins angenommen werden muss.
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Abb. 3.39: Quantitative RT-PCR-Analyse zur Expression der MUPP1-mRNA Expression humanen Testisproben der
Score Gruppen 2, 5, 8 und 10 im Vergleich zu Profilin III; dargestellt sind die normalisierten Expressionsprofile aus der
quantitativen RT-PCR fiir MUPP1 (blaue Linie) und Profilin III (rote Linie); pro Score Gruppe wurden fiinf individuelle
Testisproben untersucht.

Tabelle 3.18: Potentiell interessante Interaktionspartner von Profilin III aus dem Yeast Two-Hybrid-Library-Screen. In
der Tabelle sind die im Y2H-Screen gefischten Prey-Protein kurz beschrieben, die Accession-Nummern und Referenzen
aufgelistet und die in den Prey-Proteinen reprisentierten Proteinbereiche aufgelistet. aa: Aminosédure, bp: Basenpaar, ORF:
Open reading frame; UTR: untranslatierte Region
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Prey-Protein

Kurze Beschreibung

Referenz

Bereiche des Prey-Inserts

7 x B-Aktin
NM_007393 / NP_031419

Ubiquitdr  exprimiertes  zytoplasmatisches  Zytoskelett-Protein;  durch
Arginylierung von B-Aktin wird das Zytoskelett und die Zell-Motilitéit reguliert
die Polymerisierung von G-Aktin zu filamentdsen F-Aktin wird u.a. durch
Profiline reguliert, die Aktin in einem molaren Verhiltnis von 1:1 binden

Carlsson et al., 1977
Pollard et al., 2000
Hu et al, 2001
Karakozova et al., 2006

Es wurde sieben mal der komplette
OREF inklusive 3"UTR gefischt

3 x Ssty2

(spermiogenesis specific transcript on Y2)

NM_023546 / NP_076036

Eines vieler Y-Chromosomaler Ssty-Multicopy-Gene, fiir die bisher kaum
Proteine nachgewiesen wurden. Partielle Deletionen der Y-chr. Ssty-Bereiche
resultieren in gestorter Fertilitit und Spermien-Defekten. Als einziges Protein
wurde bisher Sstyl identifiziert, das spezifisch wihrend der Spermiogenese in
Spermatiden exprimiert ist. Die molekulare Funktion ist unbekannt. Proteine der
Spin/Ssty-Familie enthalten drei ca. 50 aa lange Spin/Ssty-Sequenz-Motive.

Staub et al., 2001
Toure et al., 2004
Toure et al.2004b

Das Prey -Insert enthédlt den
Sequenzbereich des ORF, der aa 93-
Ende des Proteins + 3"UTR kodiert.
Dieser Bereich enthilt die Ssty-Spin-
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 ORF
des hypothetischen Proteins inklusive
57und 3'UTR

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

2055 aa grofles Protein mit insgesamt 13 PDZ-Doménen. PDZ-Proteine
vermitteln spezifische Protein-Protein-Interaktionen in Multi-Protein-Komplexen
und spielen eine Rolle bei der Signaltransduktion zwischen transmembranen und
zytoplasmatischen Komponenten. MUPP1 ist in einer Vielzahl von Geweben
exprimiert, unter anderen ist eine Lokalisation im Akrosom von runden und
elongierten Spermien beschrieben, die sich mit der PFN III-Lokalisation deckt

Fanning & Anderson, 1999
Fan & Zhang, 2002
Heydecke et al., 2006

Es wurde der C-terminale Bereich (aa
1859-2055) des MUPP1-Proteins mit
den PDZ-Dominen 12 und 13 sowie
der 3°UTR gescreent.

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

Integrales Protein der Plasmamembran (2715 aa) mit acht EGF-dhnlichen
Modulen (aa 520-780), zwei intrazelluldren Regionen (aa 10-195 und aa 168-
308) und langem C-Terminus; Odz3 =zéhlt zur Familie der Typ II
Transmembranproteine mit unbekannter Funktion, aber es wird eine Rolle in der
Signaltransduktion angenommen. Stark exprimiert in Testis, Niere und Gehirn

Ben-Zur et al., 2000
Oohashi et al., 1999

Vom Prey-Insert werden die aa 1507-
1646 des ORF kodiert; dann folgt ein
Stopp-Codon; dieser Bereich umfasst
kein Protein- Doménen

1 x Arrde5
(arrestin domain containing 5)
NM_029799 / NP_084075

342 aa groBles Protein mit einer N-terminalen-Doméne (aa 37-138 ) und einer C-
terminalen Arrestin-Doméne (aa 186-318). Nach GnfSym-Atlas spezifisch im
Testis exprimiert; hypothetisches Protein unbekannter Funktion

Vom Prey werden nur aa 1-98 richtig
kodiert, dann folgt eine Leseraster-
Verschiebung und ein Stopp (aa 137)

2 x Sh3glb1/Bif-1

(SH3-domain GRB2-like B1/Endophilin)

NM_019464 / NP_062337

Sh3glbl gehort zur Familie der Endophilin  B-Proteine, welche mit
intrazelluldren Membranen assoziiert sind und wahrscheinlich eine Funktion in
Membran-gebundenem Transport und Endozytose von Vesikeln haben; Sh3glbl
(397 aa) enthilt N-terminale Doméne zur Lipid-Bindung und eine SH3 Doméne
(aa 309-363), welche die Bindung an Poly-Prolin-Proteine vermittelt und diese
als Adaptor-Protein transportiert. Unter anderem wird von Endophilin B
Dynamin, ein mit den Miktrotubuli assoziiertes Zytoskelett-Protein, gebunden.

Schuske et al., 2003
Modregger et al., 2003

Es wurde der Grofiteil des ORF (aa
98-355 von Sh3glbl) gefischt. Dieser
Bereich umfasst fast die komplette
SH3-Domine.

1 x Pxtl

(peroxisomal, testis specific )
NM_153390 / NP_700439

Kleines (51 aa) Testis-spezifisches Protein ohne Protein-Doménen, das in den
Peroxisomen minnlicher Keimzellen lokalisiert ist. Die Funktion des Proteins ist
bisher unbekannt.

http://www.humangenetik.g
wd.de/HG/1/index.php?i=F
o&s=Peroxisomalen

Es wurde der komplette ORF
inklusive 5" und 3° UTR gefischt
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Zur Bestitigung der potentiellen Interaktionen wurden zunéchst Kontroll-Matings der Prey-Proteine
mit den Profilinen II, III und IV sowie der Gal4-DNA-BD durchgefiihrt, um die Spezifitit der
Profilin III-Interaktion zu ermitteln. In Tabelle 3.19 sind die Ergebnisse zusammengefasst. Die
Quantifizierung der Protein-Protein-Interaktionen aus den Einzelmatings erfolgte durch einen [-

Galaktosidasetest, dessen Ergebnisse in Abbildung 3.40 graphisch dargestellt sind.

Tabelle 3.19: Ergebnisse der Kontrollmatings zur Verifizierung der Interaktionen zwischen Profilin III und den
gescreenten Prey-Proteinen. Interaktion wurde durch Wachstum auf den Selektionsmedien SD/-LTH, -LTA und -LTHA
detektiert. +++: > 100 cfu/ml, ++: 50-100 cfu/ml, +:10-50 cfu/ml +/-: 1-10 cfu/ml; -: keine Kolonien.

Prey-Protein Bait-Protein Mating- Interaktion
Effizienz -LTH -LTA -LTHA
Profilin II 18 % +++ +++ +++
Aktin Profilin ITI 30 % +++ +++ ++
Profilin IV 35 % - - -
Gal4-DNA-BD 22 % - - -
Profilin 11 19 % +++ +++ ++
Ssty2 Profilin ITI 16% +++ 4+ 4
Profilin IV 13 % - - -
Gal4-DNA-BD 25 % - - -
Profilin 11 21 % - - _
Hypot. Protein Profilin ITI 14 % + + +
Profilin IV 12 % - - -
Gal4-DNA-BD 50 % - - -
Profilin II 45 % +++ +++ +++
Muppl Profilin 111 50 % +++ +++ ++
Profilin IV 40 % - - -
Gal4-DNA-BD 50 % - - -
Profilin 11 22 % +++ +++ +++
0dz3 Profilin ITI 31 % +++ +++ +++
Profilin IV 25 % - - -
Gal4-DNA-BD 30 % - - .
Profilin II 42 % +/- +- +/-
Sh3glbl Profilin ITI 57 % ++ T+ +
Profilin IV 45 % - - -
Gal4-DNA-BD 40 % - - -
Profilin 11 41 % +++ +++ +++
Pxtl Profilin ITI 32 % +++ +++ +++
Profilin IV 35 % - - -
Gal4-DNA-BD 30 % - - .
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Abb. 3.40: Quantitativer p-Galaktosidasetest der diploiden Klone aus den Kontrollmatings zur Analyse der spezifischen
Interaktion der Prey-Proteine mit Profilin III. Dargestellt sind die ermittelten [3-Galaktosidase-Aktivitdten [Milliunits/(ml x
Zellen)] diploider Klone mit den Profilinen als Bait und den potentiellen PEN III-Interaktionspartnern als Prey. Die rote Linie
markiert den Negativwert als Ausschlussgrenze. * markiert signifikante B-Galaktosidase-Aktivitit (p<0,5) im Vergleich zur
Negativkontrolle. Als Negativkontrolle dienten diploide Klone ohne Interaktion zwischen Bait und Prey (HE6-C-Term. x SV40
large T-Antigen), als Positivkontrolle diploide Hefeklone mit Interaktion zwischen p53 und SV40 large T-Antigen als Prey.
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Fiir alle getesteten Prey-Proteine konnte eine Interaktion mit Profilin III bestéitigt und eine
unspezifische Reaktion mit der Gal4-DNA-BD ausgeschlossen werden. Jedoch scheint nur das
hypothetische Protein allein spezifisch mit Profilin III zu interagieren Alle anderen Prey-Proteine
zeigten neben einer Profilin Ill-Interaktion zusitzlich Interaktion mit dem nahe verwandten
Profilin Ila. Dabei fiel die Interaktion mit Profilin II in allen Féllen quantitativ deutlich stirker
aus. Am deutlichsten war dies bet MUPP1 zu beobachten. Keines der getesteten Prey-Proteine
zeigte mit Profilin IV eine Interaktion. Die quantitativ stdrkste Interaktion mit Profilin II und III
wurde fiir Aktin verzeichnet. Eine Interaktion von Aktin mit Profilinen ist bereits mehrfach
beschrieben [z.B. Carlsson et al., 1977; Pollar & Cooper, 1984; Pring et al., 1992; Tilney et al.,
1983] und konnte auch in den funktionellen Studien fiir Profilin IIT gezeigt werden. Fiir die
anderen Prey-Proteine sind bisher keine Interaktionen mit Profilinen beschrieben worden. Hier
handelt es sich demnach um neue, potentielle Interaktionspartner der Profiline II und/oder III.
Das hypothetische Protein erscheint dabei aufgrund seiner spezifischen Interaktion mit Profilin
IIT und der zweitstédrksten B-Galaktosidaseaktivitit als interessantester Interaktionspartner.

3.8.2.3 Profilin IV als Bait-Protein

Mit Profilin IV als Bait-Protein wurden drei Y2H-Screenings durchgefiihrt. Insgesamt konnten
deutlich weniger potentielle Interaktionspartner ermittelt werden, als in einem einzigen Y2H-Screen
mit Profilin III als Bait. Von diesen zeigte zudem nur knapp die Hilfte Wachstum bei Selektion auf
die beiden Reportergene HIS3 und ADE?2, so dass nach Eliminierung von mehrfach vorkommenden
Klonen und Klonen mit multiplen Inserts lediglich 20 potentielle Interaktionspartner iibrig blieben.
Diese und zusitzliche 20 Klone, die nur unter niedrig stringenten Bedingungen wuchsen, wurden
durch Sequenzierung identifiziert. Dabei fiel auf, dass nicht ein Interaktionspartner ermittelt wurde,
der in allen drei oder auch nur in zwei Screens tiberlappend gefunden wurde. Zudem wurden so gut
wie keine Interaktionspartner mehrfach gefunden. Nach Eliminierung falsch-positiver Klone blieben
letztlich 15 als potentielle Interaktionspartner des Profilin IV-Proteins bestehen. Diese wurden einem
B-Galaktosidasetest unterzogen, um die Expression des lacZ-Reportergens sowie die Stirke der
Interaktion mit Profilin III zu ermitteln (sieche Abbildung 3.41)
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Abb. 3.41: Quantitativer p-Galaktosidasetest der 15 diploiden Klone aus den Profilin IV-Screens zur Analyse der
spezifischen Interaktion der Prey-Proteine mit Profilin IV Dargestellt sind die ermittelten p-Galaktosidase-Aktivititen
[Milliunits/(ml x Zellen)] diploider Klone mit Profilin IV als Bait und den potentiellen Interaktionspartnern als Prey. Die rote
Linie markiert den Negativwert als Ausschlussgrenze. * markiert signifikante P-Galaktosidase-Aktivitit im Vergleich zur
Negativ-kontrolle. Negativkontrolle: diploide Klone ohne Interaktion zwischen Bait und Prey (HE6-C-Term. x SV40 large T-
Antigen), Positivkontrolle: diploide Klone mit Interaktion zwischen p53 und SV40 large T-Antigen., # markiert Prey-Insert mit
Leserasterverschiebungen.
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Sequenzanalysen zeigten, dass sich bei vier der getesteten Klone die Inserts in einem falschen
Leseraster befanden, so dass eine Translation nicht-korrekter Genprodukte angenommen werden
musste (in Abbildung 3.44 mit # markiert). Diese falsch-kodierten Genprodukte konnten eine falsch-
positive Interaktion hervorrufen oder andererseits eine tatsdchliche Interaktion der korrekt-

translatierten Genprodukte verbergen. Hierbei handelte es sich um die Proteine:

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

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

- Phf7 (NM_027949 / NP_082225), ein Protein der Sertolizellen, fiir das eine Funktion 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 Interaktionsparner gefischt wurde.

Unter diesen vier Proteinen erschienen Centrin und Tektin als besonders interessante
Interaktionspartner des Profilin IV, da ihre mRNAs in einer quantitativen RT-PCR-Analyse ein
ibereinstimmendes Expressionsprofil zeigten. In Abbildung 3.42 sind die durch RT-PCR ermittelten
Expressionsprofile der humanen Centrin- und Tektin-Transkripte im Vergleich zu Profilin IV
dargestellt. Die Expression dieser drei Gene fand zeitgleich im Verlauf der Spermatogenese statt.

Dieses Ergebnis konnte auf eine mogliche Interaktion der Proteine hindeuten.
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Abb. 3.42: Quantitative RT-PCR-Analyse zur Expression der Centrin- und Tektin mRNAs in humanen Testisproben der
Score Gruppen 2, 5, 8 und 10 im Vergleich zu Profilin IV (A) Expressionsprofil des Centrin-Gens, (B) Expressionsprofil des
Tektin-Gens; dargestellt sind die normalisierten Expressionsprofile aus der quantitativen RT-PCR fiir Centrin bzw. Tektin (blaue
Linie) im Vergleich zu Profilin IV (rote Linie); pro Score Gruppe wurden mindestens fiinf individuelle Testisproben untersucht,

Um die Interaktion der korrekt-translatierten Genprodukte mit Profilin IV zu analysieren, wurden in
einem nidchsten Arbeitsschritt die ORFs der falsch kodierten Prey-Protein  ohne
Leserasterverschiebung neu kloniert und Einzelmatings zur Verifizierung der Interaktion mit Profilin
IV durchgefiihrt. Zusitzlich wurde die Interaktion des Testis-spezifischen Thymosin $-10 (Tmsb10;
NM_025284) in Einzelmatings untersucht. Dieses Protein zeigte im B-Galaktosidasetest zwar keine
Interaktion mit Profilin IV, jedoch erschien es aufgrund seiner beschriebenen Lokalisation im
Akrosom runder und elongierender Spermatiden und als Aktin-bindendes Protein des Zytoskeletts,
welches als Gegenspieler des Profilins die Aktinpolymerisierung inhibiert [Xue & Goldberg, 2000],
als ein interessanter potentieller Interaktionspartner. Zur Beurteilung der Spezifitit einer moglichen
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Interaktion, wurden in diesem Zuge auch Einzelmating gegen die Profiline II und III und die Gal4-
DNA-BD durchgefiihrt. Die Ergebnisse sind in Tabelle 3.20 zusammengefasst. Die Interaktion fiir
Phf7 konnte nicht tiberpriift werden, da die Klonierung des ORF nicht erfolgreich war.

Tabelle 3.20: Ergebnisse der Einzelmatings zur Verifizierung der Interaktionen zwischen Profilin III und den spezifisch
translatierten Genprodukten Centrin, Tektin und Ube2n. Interaktion wurde durch Wachstum auf den Selektionsmedien SD/-
LTH, -LTA und -LTHA detektiert. +++: mehr als 100 cfu/ml, ++: 50-100 cfu/ml, +:10-50 cfu/ml +/-: 1-10 cfu/ml; -: keine
Kolonien auf Selektionsmedium gewachsen.

Prey-Protein Bait-Protein Mating- Interaktion
Effizienz -LTH LTA -LTHA
Profilin II 30 % - - _
Centrin Profilin II1 25 % - - -
Profilin IV 40 % - - R
Gal4-DNA-BD 28 % - - -
Profilin II 40 % - - -
Tektin Profilin III 66 % - - -
Profilin IV 31 % - - -
Gal4-DNA-BD 42 % - - -
Profilin II 60 % +++ +++ +++
Ube2n Profilin II1 33 % +++ +++ +++
Profilin IV 30 % +++ +++ +++
Gal4-DNA-BD 40 % ++ ++ ++
Profilin 1T 45 % - - -
Tmsb10 Profilin II1 40 % - - -
Profilin IV 18 % - - -
Gal4-DNA-BD 30 % - - -

Durch die Einzelmatings konnte jedoch auch fiir die korrekt-translatierten Proteine keine spezifische
Interaktion mit Profilin IV gezeigt werden. Somit reduzierte sich die Zahl der noch verbleibenden
potentiellen Interaktionspartner auf elf. Diese elf sind In Tabelle 3.21 néher beschrieben.

Da viele der Prey-Inserts nicht nur die ORF-Sequenz, sondern zusitzlich noch Bereiche aus den
UTRs sowie coiled-coil-Regionen enthalten, miissen die Interaktionen dieser elf Proteine mit Profilin
IV weiter verifiziert und analysiert werden. Ein nichster Schritt wire es daher, distinkte Bereiche der
gescreenten Prey-Protein zu klonieren und Einzelmatings durchzufiihren, um Interaktionen mit
unspezifisch translatierten Bereichen auszuschliefen und spezifische Interaktion der Genprodukte zu
untersuchen. Aus zeitlichen Griinden war dies im Rahmen dieser Arbeit jedoch nicht mehr moglich.

Tabelle 3.21: Potentiell interessante Interaktionspartner von Profilin IV aus den Yeast Two-Hybrid-Library-Screens. In der
Tabelle sind die im Y2H-Screen gefischten Prey-Proteine kurz beschrieben, die Accession-Nummern und Referenzen aufgelistet
und die in den Prey-Proteinen reprisentierten Proteinbereiche aufgelistet; aa: Aminosédure, bp: Basenpaar, ORF: Open reading
Jframe; UTR: untranslatierte Region
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Prey-Protein

Kurze Beschreibung

Referenz

Bereiche der Prey-Inserts

1 x hypothetisches Protein
NM_177185 / NP_796159

Hypothetisches Protein LOC320538 (1313 aa) ohne charakteristische Protein-
Doménen oder Sequenz-Motive; Expression und Funktion sind unbekannt

Das Prey-Insert kodiert aa 315 bis 620 des 1313 aa
groflen hypoth. Proteins.

1 x ELMO2
(engulfment and cell
motility 2,ced-12 homolog,
isoform2)
NM_207706 / NP_997589

ELMO2 (732 aa) gehort zur Elmo/Ced-12-Familie, die eine Funktion bei der
Zytoskelett-Mediation haben. Es enthilt eine Elmo/CED12-Motiv (aa 322-496) und
eine Phoshoplipase C Pleckstrin homology-Doméne (PH-PLC, aa 610-677), die
diverse Funktionen iibernehmen kann und oft in den Transfer von Proteinen zur
Plasmamembran involviert ist. Die molekulare Funktion von ELMO?2 ist nicht bekannt.

Lemmon et al., 1998
Gumienny et al., 2001

Es wurde der C-terminale Bereich des ORF + 3
“UTR gefischt. Diese Sequenz kodiert aa 502-732
und umfasst die komplette PH-PLC-Doméne.

1 x Rnf184
(ring finger protein 184)
XM_150227 / XP_150227

Rnf184 (581 aa) auch MSL2L1 (male-specific lethal 2-like 1) genannt, enthélt eine
Zink-Finger-Domine des Typs C3HC4 (RING finger, aa 44-84), eine Cystein-reiche
Region zur Bindung von zwei Zinkionen und fiir die Mediation von Protein-Protein-
Interaktionen. MSL-Proteine acetylieren das Histon H4 und steigern so die
Transkription ménnlicher X-Chromosomaler Gene. Die molekulare Funktion fiir das
MSL2-idhnliche Protein Rnf184 ist jedoch unbekannt.

Zhou et al., 1995
Smith et al., 2005

Das Prey-Insert enthilt die C-terminale Sequenz
des ORF + 3°UTR und kodiert das Rnf-Protein ab
aa 344 bis zum Ende. Die Zink-Finger-Domine ist
nicht enthalten.

1 x WDR48
(WD repeat domain 48)
NM_026236 / NP_080512

Das bProtein der WD-repeat-Familie (676 aa) enthilt siecben WD40-Doméinen (aa 14-
388), welche eine Plattform fiir Proteinbindung bilden und unter anderem als
Adapter/Regulator-Molekiil in der Signaltransduktion und der Zytosklett-Organisation
eine Rolle spielen. WDR48 ist in einer Vielzahl von Geweben exprimiert, seine
Funktion ist jedoch unbekannt.

van Nocker&Ludwig,
2003
Killian & Hubbard,
2004

Es wurde eine Prey-Sequenz die die aa480 bis aa
67 kodiert, + 3'UTR gescreent Dieser Bereich
enthilt keine der siecben WD40-Doménen.

1 x Cops5
(COP9 constitutive
photomorphogenic homolog
subunit 5)
NM_013715/ NP_038743

Multifunktionlles Protein (334 aa), das mit einer Vielzahl von Proteinen des Zellzyklus
und der Signaltransduktion interagiert und eine Rolle bei der Regulation von
Proteininteraktionen, Zell-Zell-Kontakt abhéngiger Signaltransduktion,
Differenzierungsprozessen und Ubiquitinylierung spielt. Es enthélt eine JAB/MPN-
Doméne unbekannter Funktion (aa 54-191).

Fukumoto et al., 2005
Tomoda et al., 2004

Als Prey-Protein wurden aa 20-334 von Cops5
gescreent, also fast das komplette Protein mit der
JAB/MPN-Doméne

1 x Tensinl
XM_619639 / XP_619639

Das Phosphoprotein (1708 aa) ist ein Strukturprotein, welches Aktinfilamente im
Verhiltnis 1:10 bindet und diese so miteinander verlinkt. Zudem inhibiert es die F-
Aktin-Nukleation und verbindet das Zytoskelett mit der Plasmamembran Tensinl
enthilt eine SH2-Doméne, eine Tensin-Phosphotyrosin-Binde-Doméne (PTB) und drei
Aktin-bindende Doménen (aa 1-263, 2633-463 und 888-989)

Lo et al., 1994 + 2004
Chen et al., 2000

Das Prey-Insert enthdlt den ORF ab bp 1407 +
3'UTR. Auf Proteinebene werden aufgrund einer
Leserasterverschiebung und eines Stopp-Codons
nur 274 aa translatiert; darunter aa 468-676 von
Tensin + 66 unspezifisch translatierte aa.; es sind
keine Protein-Doménen reprisentiert

1 x Skd3
(supressor of K* transport
defect 3)
NM_009191 / NP_033217

Skd3 (677 aa) drei Ankyrin-Repeats (ANK, aa 133-162, 166-195, 265-294), welche
Protein-Protein- sowie Protein-Zytoskelett-Interaktion vermitteln; eine AAA-Domine
fir ATP-Bindung (aa 373-527) und eine Coiled-coil-Region (aa 318-336). Es wird
vermutet, dass Skd3 in die mitochondriale Biogenese involviert ist, jedoch ist die
molekulare Funktion unbekannt.

Murdock et al, 1999

Das Prey-Protein besteht aus 50 unspezifisch
translatierten aa, dann folgt Skd3 ab aa 216, mit
dem dritten ANK-Repeat, der AAA-Domine und
der coiled-coil-Region

11 x Asrgll / ALP
(asparaginase like 1)

Fir Asrgll (326 aa) sind keine Dominen oder Sequenzmotive vorhergesagt und
Interaktionspartner und molekulare Funktion sind unbekannt. Fiir das Ratten-

Bush et al., 2002

Mit Profilin IV als Bait wurde Asrgll ab aa73

NM_025610 Asparaginase-like Protein (ALP) konnte gezeigt werden, dass es im Testis exprimiert gescreent.
und im Mittelstiick der Spermien lokalsisiert ist,
Snx3 (162 aa) ist ein zytoplasmatisch exprimiertes, hydrophiles Protein, das mit der Das Prey-Insert enthdlt den kompletten ORF mit
2 x Snx3 Zellmembran assoziiert ist Es enthilt eine PX-Domine (aa 26-148), welche Bindung Haft et al., 1998 einem Einschub von 52 bp + 5'und 3°UTR.

(sorting nexin 3)
NM_017472 / NP_059500

an Phosphoinositole vermittelt. snx-Proteine interagieren mit verschiedenen
Rezeptoren und nehmen eine Funktion bei der intrazelluldren Signaltransduktion ein.
Die molekulare Funktion von snx3 ist unbekannt.

Ellson et al., 2002

Translatiert werden 24 aa der 5"UTR und die ersten
86 aa von snx3, welche einen Teil der PX-Doméne
bilden
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3.9 Gezielte Y2H-Studien zur Interaktion von Profilin IV mit Tubulin

Zusitzlich zum Bibliothek-Screening wurden gezielt mogliche Profilin IV-Interaktionspartner
getestet. Ein moglicher Interaktionspartner ist das Tubulin, welches bereits von Witke et al. (1998) in
Profilin I und II-Komplexen nachgewiesen wurde. Eine direkte Interaktion konnte jedoch nur fiir
Profilin I und nicht fiir Profilin II gezeigt werden. In der Immunozytochemie konnte Profilin IV unter
anderem in einer post-akrosomale Struktur zwischen dem Akrosom und der Manschette lokalisiert
werden. Diese Struktur tritt voriibergehend und zeitgleich mit der Manschette auf und zeigte eine
teilweise Co-Lokalisation mit dieser. Die Manschette besteht neben Aktin iiberwiegend aus
Mikrotubuli, welche sich wiederum aus den helikal angeordneten o- und B-Tubulin-Isoformen
zusammensetzen. Aufgrund seiner Mikrotubuli-assoziierten Lokalisation stellt sich die Frage, ob es
sich bei Profilin IV eventuell um ein Mikrotubuli-interagierendens Protein handeln konnte. Um
dieser Frage nachzugehen, wurden gezielte Interaktionsstudien im Yeast Two-Hybrid-System
durchgefiihrt. Hierzu wurden die ORFs der Tubuline a2 (NM_011654) und 2b (NM_009447),
sowie des Tubulin 6 (NM_019756), welches im perinukledren Ring der Manschette lokalisiert ist
[Kato et al, 2004; Kierszenbaum, 2002] kloniert und in die Hefestimme AH109 und Y187
transformiert, so dass sie als Fusion an die Gal4-AD als Prey-Proteine exprimiert wurden. In
Einzelmating-Experimenten wurde eine mogliche Interaktion mit den Profilinen II, III und IV
untersucht. Die Ergebnisse sind zusammengefasst in Tabelle 3.22 dargestellt.

Tabelle 3.22: Ergebnisse der Einzelmatings zur Analyse der Interaktionen zwischen den murinen Profilinen II, III und IV
und Tubulin a (NM_011654), § (NM_009447) und 6 (NM_019756). Interaktion wurde durch Wachstum auf den
Selektionsmedien SD/-LTH, -LTA und —-LTHA detektiert; -: keine Kolonien auf Selektionsmedium gewachsen. 1: 1 cfu/ml.

Prey-Protein Bait-Protein Mating- Interaktion

Effizienz -LTH -LTA -LTHA

Profilin II 38 % - 1 1

Tubulin a Profilin III 45 % - - R

Profilin IV 45 % - - -

Gal4-DNA-BD 50 % - - .

Profilin IT 42 % - - R

Tubulin f Profilin II1 56 % - - -

Profilin IV 35 % - - -

Gal4-DNA-BD 45 % - - -

Profilin II 65 % - - R

Tubulin Profilin III 53 % - - R

Profilin IV 54 % - - -

Gal4-DNA-BD 46 % - - -

Weder fiir Profilin II, III noch IV konnte eine Interaktion mit Tubulin a, § oder & ermittelt werden.
Zwar wuchs bei den plattierten Matingansitzen mit Profilin II als Bait und Tubulin a als Prey,
jeweils eine Kolonie auf den Selektionsmedien SD/-LTA und SD/-LTHA, jedoch zeigte ein
anschlieend durchgefiihrter p-Galaktosidasetest (hier nicht gezeigt) keine signifikante J3-
Galaktosidaseaktivitit, so dass die detektierte Interaktion aufgrund der sehr geringen Anzahl der
gewachsenen Kolonien und der fehlenden Expression des dritten Reportergens als falsch Positiv

gewertet wurde.
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IV Diskussion

In dieser Arbeit ging es um die Frage der Regulation zweier Prozesse, die von entscheidender
Bedeutung fiir die ménnliche Fertilitit sind:

1) die morphologische Differenzierung der Keimzellen zu reifen Spermien und

2) den transepithelialen Fliissigkeitstransport in den ableitenden Samenwegen.
Beide Vorginge hidngen unmittelbar von der Dynamik des Aktin-Zytoskeletts ab, das den gesamten
Zellkorper durchzieht und reguliert umstrukturiert und geformt wird. Die Funktionen des Aktin-
Zytoskeletts liegen in der mechanischen Stabilisierung der Zelle und ihrer dueren Form sowie bei
Transport und Bewegungen innerhalb der Zelle.
Die minnlichen Keimzellen erfahren wihrend ihrer Differenzierung von runden Spermatiden zu
lang gestreckten Spermien eine dramatische morphologische Formveridnderung, die fiir die
Befruchtungsfihigkeit von grundlegender Bedeutung ist. Fiir diesen als Spermiogenese
bezeichneten Differenzierungsprozess, der sich im Keimepithel des Hodens vollzieht, spielt die
regulierte Umstrukturierung des Aktin-Zytoskeletts und Wechselwirkungen zwischen dem Aktin-
Zytoskselett der Sertolizellen auf der einen und dem Keimzell-eigenen Zytoskelett auf der anderen
Seite, eine entscheidende Rolle [Vogl, 1989]. So bilden z.B. hochspezialisierte F-Aktin-haltige
Strukturen der Sertolizellen, die so genannten ektoplasmatischen Spezialisierungen, dynamische
Zell-Zell-Verbindungen, die der Ausrichtung und Orientierung der Keimzellen im Epithel dienen
[Vogl, 1989]. In den Keimzellen selbst bilden sich in spezifischen Stadien und Regionen
charakteristische Zytoskelett-Strukturen aus, die fiir die morphologische Gestaltung der Spermien,
die Akrosomen-Biogenese, den Vesikel- und Proteintransport, sowie die Spermienfunktionen
essentiell sind. So sind z.B. der subakrosomale F-Aktin/Keratin-haltige Akrosom/Akroplaxom-
Komplex, sowie die postakrosomale F-Aktin-/Mikrotubuli-haltige Manschetten-Struktur an der
Ausformung des Spermienkopfes beteiligt [Fouquet & Kann, 1994; Kierszenbaum et al., 2003;
Kierszenbaum & Tres, 2004]. Die beteiligten molekularen Komponenten sind jedoch noch
weitgehend unbekannt. Typischerweise sind Profiline, kleine Aktin-bindende Proteine, maflgeblich
an der Regulation des Aktin-Zytoskeletts beteiligt [Carlsson et al., 1977; Tilney et al., 1983; Pring
et al.,1992; Schliiter et al., 1999], so dass diese Protein-Familie im Zentrum dieser Arbeit stand. Im
ménnlichen Genitaltrakt der Sduger weisen die Profiline die hochste Kompelxitit auf. Mindestens
vier verschiedene Isoformen werden in rdumlich und =zeitlich regulierter Weise im Hoden
exprimiert. Auf mRNA-Ebene lielen sich sogar fiinf Profiline nachweisen. In dieser Arbeit wurde
vor allem die Rolle der Testis-exprimierten Profiline III und IV niher untersucht. Dabei kamen
verschiedene molekulare Methoden zum FEinsatz, die es ermdglichen sollten, ihre Expression auf
mRNA- und Protein-Ebene sowie ihre Wechselwirkung und Co-Lokalisation mit anderen
Proteinen zu analysieren. Die erzielte funktionelle Charakterisierung und Lokalisation der Profiline
[T und IV wird zu einem besseren molekularen Verstindnis der Sduger Spermiogenese beitragen.
In resorptiven Epithelien wie dem Nebenhodenepithel spielt das Aktin-Zytoskelett eine wichtige
Rolle beim Auf- und Umbau von Verbindungen zwischen den Epithelzellen und fiir die Gestalt und
resorptive Funktion der Mikrovilli und Stereozilien [Hofer & Drenckham, 1996]. Die Permeabilitét
der epithelialen Schlussleisten (tight junctions) hingt ebenfalls von einer regulierten Aktin-
Dynamik ab [Madara et al., 1986; Madara, 1987, Kojima et al., 1999; Wittchen et al., 1999]. Uber
eine Briicke von Adaptermolekiilen sind Aktin-Filamente mit den transmembranen Schlussleisten-
Proteinen verbunden und so an der physiologischen Regulation des parazelluldren
Fliissigkeitstransportes beteiligt. Die auslosende Signalkaskade, die auf einen Stimulus hin das
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Aktin-Zytoskelett veridndert und die Permeabilitit der epithelialen Schlussleiste reguliert, ist jedoch
bis heute unverstanden. Moglicherweise konnte es sich bei dem HE6-Rezeptor, fiir den einen
zentrale Bedeutung fiir den transepithelialen Fliissigkeitstransport in den ableitenden Samenwegen
gezeigt werden konnte [Davies et al., 2004], um einen lokalen Sensor fiir die Steuerung der
Flissigkeitsresorption handeln. Durch zwei methodisch unterschiedliche Herangehensweisen
wurden daher die Bedeutung des HE6-Rezeptors und seine Stellung in der Signalkaskade
untersucht. Zum einen wurden durch einen Vergleich des Expressionsmusters von Wildtyp- und
HE6-KO-Miusen Nebenhoden-spezifische Gene identifiziert, deren Transkription von einem
funktionsfihigen Rezeptor abhingen. Mit dieser Methode konnte unter anderem die HE6-
abhingige Expression eines wichtigen Schlussleisten-Proteins gezeigt werden. Zum anderen
wurden mit Hilfe der Yeast Two-Hybrid-Methode weitere intrazellulire HE6-Interaktionspartner

nachgewiesen, die in eine Signaltransduktion involviert sein konnten.

4.1 HE6 und eine Regulation des transepithelialen Fliissigkeitstransportes

HE6 wird spezifisch im Epithel des Ductuli efferentes und des Nebenhodens exprimiert
[Obermann et al., 2003]. In diesem Bereich werden bis zu 90% der Luminalfliissigkeit iiber das
Nebenhodenepithel resorbiert, wodurch ein spezielles biologisches Milieu fiir die post-testikulire
Spermienreifung, -lagerung und den Transport der Spermien im Nebenhoden geschaffen wird
[Clulow et al., 1998; Hess, 2000]. Eine gestorte Fliissigkeitsresorption fithrt zu einem Fliissigkeits-
riickstau in den Hoden und letztendlich zu ménnlicher Infertilitit [Hess, 2003]. Der heptahelikale
HEG6-Rezeptor spielt eine essentielle Rolle bei der Regulation der transepithelialen
Flissigkeitsresorption in diesem Bereich und somit fiir die ménnliche Fertilitit [Davies et al.,
2004]. Die molekulare Funktion und Signaltransduktionswege des Rezeptors sind jedoch
unbekannt. Die Lokalisation in unmittelbarer Nidhe zum apikalen Aktin-Zytoskelett des resorptiven
Epithels [Kirchhoff et al., submitted] legt die Vermutung nahe, dass HE6 am Anfang eines
Signaltransduktionsweges stehen konnte, der ein Signal von der adluminalen Seite des Epithels auf
das apikale Aktin-Zytoskelett und die epitheliale Schlussleiste weiterleitet und so den
parazelluldren Fliissigkeitstransport reguliert. Andererseits konnte HE6 aber auch direkt die
Funktion der apikalen Mikrovilli, die eine Vielzahl an Ionen-Kanilen und Transportern enthalten,
und somit den transzelluldren Fliissigkeitstransport durch die Epithelzellen steuern.

In dieser Arbeit wurde durch den Vergleich des Expressionsmusters von WT und HE6-KO-
Nebenhodengewebe ein Hinweis auf den erst genannten Mechanismus gefunden. Es konnte gezeigt
werden, dass die gezielte Mutation des HE6-Rezeptors unter anderem die Expression einer
Komponente der epithelialen Schlussleiste beeintrichtigt, nimlich des Claudin-10 [Davies et al.,
2007]. Claudine, kleine konservierte Transmembranproteine, sind der wichtigste Bestandteil der in
Epithelien vorkommenden Zellverbindungen, den so genannten tight junctions. Sie spielen eine
essentielle Rolle bei der Aufrechterhaltung eines spezifischen biologischen Milieus und der
Zellpolaritit, indem sie durch homotypische und heterotypische Interaktionen Poren zwischen den
Zellen ausbilden und so die Permeabilitit und Selektivitit der Zellzwischenrdume bestimmen und
einen kontrollierten parazelluldren Fliissigkeitstransport ermdglichen [Gumbiner, 1993; Morita et
al, 1999]. Die Ionen-Selektivitit der parazelluldren Poren wird durch geladene Aminosiurerest
ihrer extrazelluliren Loops bestimmt, wohingegen die physiologische Regulation des tight
junctions vermutlich iiber Aktin-Filamente erfolgt, mit denen die Schlussleistenproteine iiber
Scaffolding-Protein verbunden sind [Van Itallie & Anderson, 2004]. Bei Claudin-10 handelt es sich
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um ein Nebenhoden-spezifische Isoform, die ebenso wie HE6 im Epithel des proximalen
Nebenhodenkopfes exprimiert ist, wo es apikal in den epithelialen Schlussleisten eine Rolle bei der
Regulation der Zell-Permeabilitit fiir Ionen, geloste Stoffe und Wasser und somit bei der
transepithelialen Fliissigkeitsresorption spielt [Guan et al., 2005]. Durch Einbindung in die
intrazelluldire HE6-Signaltransduktion konnten Claudin-10 iiber seine Verbindung zum apikalen
Aktin-Zytoskelett eine veridnderte Permeabilitit der tight junctions und eine regulierte, HE6-
abhingige Anderung der parazelluliren Fliissigkeitsresorption bewirken.

Eine zunichst vermutete direkte Interaktion des HE6-Rezeptors mit den Aktin-regulatorischen
Profilinen [Kirchhoff et al., 2006], vor allem dem Profilin IV, konnte in dieser Arbeit nicht
bestidtigt werden. Eine HEG6-abhiingige Regulation des apikalen Aktin-Zytoskeletts mittels
Profilinen oder Profilin-dhnlichen Adaptermolekiilen wie in Kirchhoff e al. (2006) angenommen,
erscheint damit eher unwahrscheinlich. Auf Proteinebene konnte jedoch mit CRIPT eine anderes
Zytoskelett-Protein als potentieller Interaktionspartner des HE6-Rezeptors ermittelt werden, das
iiber eine Reorganisation des Zytoskeletts in eine HEG6-abhidngige Signaltransduktion und
Regulation des Fliissigkeitsresorption involviert sein konnte. Bei CRIPT handelt es sich um ein
hoch konserviertes zytoplasmatisches Protein, das in einer Vielzahl von Geweben, von Sdugern bis
Pflanzen vorkommt und mit dem Mikrotubuli-Zytoskelett assoziiert ist. Zum einen besitzt das
Protein eine Zytokelett-regulatorische Funktion, indem es durch direkte Interaktion mit B-Tubulin
die Organisation der Mikrotubuli beeinflusst [Niethammer et al., 1998; Passafaro et al., 1999].
Weiterhin kommt dem Protein eine Funktion als Adapter-Molekiil zugute, indem es gleichzeitig
neben Tubulin iiber seinen C-Terminus an weitere Proteine binden kann und diese so mit dem
Zytoskelett verlinkt. So konnte fiir CRIPT z.B. eine gleichzeitige Interaktion mit Tubulin und der
dritte PDZ-Domiéne von PSD-95, einem Scaffolding-Protein von Membranproteinen und Ionen-
Kanilen gezeigt werden [Niethammer et al., 1998], so dass CRIPT als Schnittstelle fiir
intrazellulidre Signaltransduktion von Membran-Rezeptoren iiber das Zytoskelett angesehen werden
kann. Fiir eine Vielzahl von Rezeptoren und Ionen-Kanilen ist inzwischen eine Interaktion mit
zytoplasmatischen Proteinen beschrieben, die eine Funktion in der Modulation oder der
Signaltransduktion der Rezeptoren/lonen-Kanile haben und diese mit dem Zytoskelett verbinden
[Apodaca, 2001; Hall & Lefkowitz, 2002; Laroche et al., 2005]. Uber eine gleichzeitige Interaktion
mit dem HE6-C-Terminus und Tubulin kénnte CRIPT in die HE6-abhiingige Signaltransduktion
involviert sein und eine Verbindung des Rezeptors zum Zytosklett herstellen, iiber welches
wiederum weitere Protein, lonenkanile oder Transporter reguliert werden konnen. Im Nebenhoden
wurde CRIPT bisher noch nicht beschrieben, allerdings ist aufgrund der starken Konservierung des
Proteins zwischen Pflanzen und Tieren, der breiten Gewebeverteilung und der beschriebenen
Adapter-Protein-Funktion eine fundamentale Rolle von CRIPT in Zytoskelett-Membran-
Interaktionen auch im Nebenhoden anzunehmen.

Ein weiterer potentieller Interaktionspartner, der den HE6-Rezeptor mit dem Zytoskelett verbinden
konnte, dessen Interaktion aber noch bestitigt werden muss, ist Supervillin. Supervillin ist insofern
ein interessanter Kandidat fiir eine Interaktion mit HE6, als es mit der Plasmamembran assoziiert
ist, Zytoskelett-Proteine zu spezialisierten Strukturen an der Plasmamembran rekrutiert und durch
direkte Interaktion mit F-Aktin einen regulatorischen Einfluss auf das Zytoskelett hat [Pope et al.,
1998; Wulfkuhle et al., 1999; Chen et al., 2003]. In Epithelzellen ist es an den so genannten
adherens junctions vorzufinden, die sich direkt unter den tight junctions befinden und eine
Verbindungen zwischen den Aktinfilamenten zweier Zellen darstellen, so dass die Aktinfilamente

vieler Zellen zu einem transzelluldren Netzwerk (Adhésionsgiirtel) zusammengeschlossen werden
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(sieche Abbildung 1.7). Dort ist es mit Cadherin, einem Transmembranprotein der adherens
junctions assoziiert und verbindet dies mit dem Aktin-Zytoskelett [Pestonjamasp et al., 1997]. Uber
das apikale Aktin-Zytoskelett stehen die tight junctions und adherens junctions in einem engen
Zusammenhang. Sie besitzen teilweise sogar gleiche Briickenproteine, die die Verbindung zum
Aktin-Zytoskelett herstellen. Eines dieser Proteine ist das zona occludens Protein 1 (ZO-1), das
sowohl mit den Claudinen und Occludinen der tight junctions als auch den Catenin-Proteinen der
adherens junction interagiert [Miiller et al., 2005]. Durch Interaktion mit HE6 kénnte Supervillin
die Schnittstelle zwischen dem Rezeptor und dem apikalen Aktin-Zytoskelett darstellen und so
beispielsweise iiber F-Aktin-Filamente an der Regulation der adherens junctions und/oder tight
junctions beteiligt sein, oder eine vernetzende und strukturgebende Funktion einnehmen.

Als weiterer potentieller HE6-Interaktionspartner wurde SMA4 ermittelt. SMA4 ist bisher nicht
charakterisiert und seine molekularen Funktionen sind unbekannt, so dass iiber seine Rolle im
Nebenhoden nur spekuliert werden kann. Aufgrund seiner Glyko-hydro-2-Domine, die
charakteristisch fiir O-Glykosyl-Hydrolasen ist, kann eine hyrdolytische, Zucker-spaltende
Aktivitdt vermutet werden. Moglicherweise konnte SMA4 in den Kohlenhydratstoffwechsel
involviert sein. Das Protein weist eine ca. 75 %ige Homologie zu den Beta-Glukoronidasen auf, die
tiberwiegend im Lysosom lokalisiert sind und eine wichtige Rolle beim Recycling zelluldrer
Komponenten, sowie im metabolischen und katabolischen Zuckerstoffwechsel spielen. Die
Lokalisation des SMA4-Proteins im Nebenhoden und seine Funktion miissten in weiterfiihrenden
Arbeitsschritten analysiert werden, um einen funktionellen Zusammenhang zum HE6-Rezeptor und
/ oder dem Zytoskelett herzustellen.

In Abbildung 4.1 sind die potentiellen intrazelluldren Protein-Interaktionspartner des HEG6-
Rezeptors und ihre mogliche Einbindung in Signaltransduktion, Reorganisation des Aktin-
Zytoskeletts und Fliissigkeitsregulation dargestellt.
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Abb. 4.1: Netzwerk potentieller intrazelluléirer Protein-Interaktionen mit dem HE6-Rezeptor. Dargestellt sind potentielle
HEG6-Interaktionspartner und ihre Beteiligung an verschiedenen zelluldren Prozessen wie Signaltransduktion, Zytoskelett-
Organisation und Fliissigkeitsregulation. Durchgehend rote Pfeile und gelb dargestellte Proteine markieren im Y2H-System
bestitigte Interaktionen mit dem HE6-C-Terminus. Interaktionen die durch gestrichelte Pfeile dargestellt sind, miissen noch
genauer verifiziert werden.
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4.2 Verinderte Gen-Expression im proximalen HE6-KO-Nebenhoden

Neben Claudin-10 konnten weitere Transkripte identifiziert werden, die eine deutlich verinderte
Expression im proximalen HE6-KO-Nebenhoden zeigten. Jedoch ist fiir diese Kandidaten fraglich,
ob es sich um so genannte downstream-regulierte Gene handelt, deren verindertes
Expressionsmuster auf das chronische Fehlen des HE6-Rezeptors zuriickzufiihren ist. Es gibt
zahlreiche Untersuchungen, die belegen, dass ein Verschluss der Ductuli efferentes, wie er auch
durch den HE6-KO hervorgerufen wird, zumindest bei Nagern, ebenfalls zu einem spezifisch
verdnderten Genexpressionsmuster fithrt [Hinton et al., 1998; Hermo et al., 2000]. Gene, die vor
allem spezifisch im proximalen Bereich des Nebenhodens exprimiert werden, sind oft von
testikuldren Faktoren oder Hormonen abhingig, die iiber das Rete testis in die Ductuli efferentes
und den proximalen Nebenhodengang gelangen. So wurde fiir ADAM28 [Oh et al., 2005] und Me9
[Davies et al., 2007], die beide im HE6-KO-Nebenhoden herunterreguliert waren, eine
Abhingigkeit von testikuldren Faktoren nachgewiesen. ADAM28 gehort zur Familie der
transmembranen ADAM-Proteine (A disintegrin and metalloproteases), die eine Funktion als Zell-
Adhisions-Molekiile haben, Metalloprotease-Aktivitét besitzen und an verschiedenen biologischen
Prozessen beteiligt sind [Cho et al., 1998; Oh et al., 2005; Kim et al., 2006]. Es ist wie HE6 im
proximalen Nebenhodenkopf exprimiert, wo es an der Zelloberfliche lokalisiert ist und
moglicherweise sezerniert wird [Oh et al., 2005]. Bridges et al. (2002) konnten eine proteolytische
Funktion, Integrin-Bindung und Zell-Adhision fir ADAMZ28 zeigen. Seine epididymale Funktion
ist jedoch unbekannt. Moglicherweise konnte die sezernierte Form als Metalloprotease an der
Prozessierung und Regulation anderer Nebenhoden-Proteine, wie z.B. der Trypsinierung von
Schlussleistenproteinen beteiligt und so in die HEG6-abhédngige Regulation des parazelluldren
Fliissigkeitsransports eingebunden sein. Me9 ist ein Mitglied einer neuartigen Familie von
Nebenhoden-spezifischen Membranproteinen [Gebhardt et al., 1999, Kirchhoff, 2002b; Davies et
al., 2007], deren Funktion noch unbekannt ist. Im Rahmen dieser Arbeit konnte eine Co-
Lokalisation des ME9-Transkripts mit HE6 im proximalen Nebenhoden gezeigt werden. Auf
Proteinebene konnte bei Nagern ebenfalls eine Lokalisation von Me9-verwandten Proteinen im
Epithel des proximalen Nebenhodenkopfes, unter anderem in Stereozilien, beobachtet werden
[Davies et al., 2007]. Die Co-Lokalisation und Co-Regulation mit HE6 im proximalen Nebenhoden
konnte darauf hin deuten, dass Mitglieder der Me9-Proteinfamilie mit HE6 assoziiert sind und
moglicherweise mit dem Rezeptor interagieren oder in dessen Signaltransduktion involviert sind.
Nach Verschluss der Ductuli oder Kastration mit und ohne Androgen-Supplementation, wodurch
die Zufuhr der luminalen testikuldren Faktoren unterbunden wird, sind sowohl ADAM?28 als auch
ME9 kaum noch oder gar nicht mehr exprimiert [Oh et al., 2005; Davies et al., 2007]. Auch im
proximalen HE6-KO-Nebenhoden konnte das veridnderte Genexpressions-muster eine indirekte
Folge des KO-Phinotyps mit partiellem Verschluss der Ductuli sein und moglicherweise in keinem
direkten Zusammenhang mit dem fehlenden HE6-Rezeptor stehen.

Auch fiir die beiden im HEG6-KO-Nebenhoden verstirkt exprimierten Gene Clusterin und
Osteopontin/Sppl ist ein direkter Zusammenhang mit dem Fehlen des HE6-Rezeptors fraglich.
Clusterin, ein heterodimeres Glykoprotein, wird im minnlichen Genitaltrakt iiberwiegend im Testis
von den Sertolizellen und im Nebenhodenkopf von den Prinzipalzellen sezerniert [Ahuja et al.,
1996; Sylvester et al., 1984]. Als multifunktionelles Protein spielt es unter anderem eine Rolle in
der Immunmodulation [Jenne & Tschopp, 1989], bei Apoptose [Buttyan er al., 1989], Lipid-
Transport [de Silva et al., 1990] und beim Membran-Recycling [Leger et al., 1987], jedoch wird
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eine jeweils Gewebe- und kontext-spezifische physiologische / pathologische Funktion vermutet
[Jones & Jomary, 2002]. Untersuchungen haben gezeigt, dass Clusterin streB3-induziert bei
apoptotischen Prozessen eine Chaperon-dhnliche Funktion ausiibt [Buttyan et al, 1989;
Humphreys et al., 1999] und dass es bei einer Ligation der Ductuli efferentes zu einer bis zu 100-
fachen Erhohung der Clusterin-Mengen kommt [Grima et al., 1990]. So ist vermutlich auch das
drastisch erhohte Expressionslevel im HE6-KO-Nebenhoden auf die Obstruktion der Ductuli,
Gewebeverinderungen und apoptotische / pathologische Prozesse, d.h. indirekt auf den KO-
Phinotyp zuriickzufiihren. Ahnliches kann fiir Osteopontin/Spp1 vermutet werden. Osteopontin ist
ein multifunktionales Phosphoprotein, das auf der Oberflidche von vielen Epithelien gefunden wird
und in verschiedene pathologische Prozesse involviert ist [Denhardt et al., 2001]. Im Nebenhoden
ist es wie HE6 apikal in den Mikrovilli der Prinzipalzellen exprimiert, wo vermutet wird, dass es
eine Funktion bei der Regulation der luminalen Fliissigkeit spielt, indem es Kalzium-Ionen aus
dem epididymalen Lumen entfernt [Luedtke et al., 2002]. Da fiir Osteopontin eine Interaktion mit
anderen Rezeptoren beschrieben wurde, wodurch es verschiedene Signaltransduktionswege
aktiviert und in Prozesse wie Zell-Adhision, intrazelluldre Kalzium-Regulation und Zytoskelett-
Organisation eingebunden wird [Denhardt & Guo, 1993], kann eine Interaktion mit HE6 vermutet
werden. So konnte es als HE6-downstream-reguliertes Gen an der transepithelialen Resorption von
Kalzium-Ionen und somit an der Gestaltung eines speziellen biologischen Milieus im
Nebenhodenkopf beteiligt sein. Andererseits ist Osteopontin jedoch ein wichtiges regulatorisches
Protein der Zellimmunitit, das bei pathologischen und inflammatorischen Prozessen wie z.B.
Gewebeverletzungen drastisch heraufreguliert wird [Denhardt et al., 2001], so dass die verstirkte
Expression im HE6-KO auf die indirekten Folgen des KO, nidmlich Obstruktion und Atrophie
zuriickgefiihrt werden konnte. Es bleibt zu klédren, ob die verdnderten Genexpressionsmuster dieser
vier Gene in einem direkten Zusammenhang mit dem KO des HE6-Rezeptors stehen, es sich also
um so genannte downstream-regulierte Gene handelt, oder ob sie eine indirekte Folge des KO-
Phénotyps mit partiellem Verschluss der Ductuli sind und auf das Fehlen testikulédrer Faktoren oder

auf inflammatorische Prozesse zuriickzufiihren sind.

4.3 Strukturelle und funktionelle Eigenschaften des dritten intrazelluléiren
Loops und des C-Terminus von HE6

HEG6 zéhlt aufgrund seiner Primérstruktur zu den G-Protein-gekoppelten Rezeptoren (GPCRs),
welche klassischerweise als Signal-Transduktions-Molekiile operieren, indem sie intrazellulir
heterodimere GTP-bindende Proteine, so genannte G-Proteine, als Antwort auf extrazellulire
Ligandenbindung/-reize, wie z.B. Bindung von Peptiden, Aminosduren, Ionen oder auch
sensorische Stimuli, aktivieren. Fiir die Kopplung und Aktivierung der G-Proteine spielen die
zweite und dritte intrazelluldre Schleife sowie der proximale Teil des ebenfalls intrazellulidren
C-Terminus der GPCRs eine entscheidende Rolle [Strader ef al., 1994; Wess, 1998]. Die dritte
intrazelluldre Schleife spielt eine Schliisselrolle beziiglich der Kopplungsspezifitit unter den
diversen o-Untereinheiten heterodimirer G-Proteine [Kobilka et al., 1992; Savares & Fraser,
1992], wohingegen die zweite intrazelluldre Schleife nicht fiir die Spezifitit, sondern fiir die
Effizienz der G-Protein-Aktivierung entscheidend ist [Dohlman ef al., 1991; Wess, 1997].
Neben der G-Protein-Aktivierung konnen die intrazelluldren Bereiche der GPCRs mit weiteren

zytoplasmatischen Proteinen wechselwirken, welche wiederum zusitzliche Signal-Kaskaden
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triggern [Hall & Lefkowitz, 2002] oder die Desensibilisierung der GPCRs modulieren, z.B.
durch Phosphorylierung der intrazelluliren Dominen mittels einer G-Protein-gekoppelte
Rezeptor Kinase [Kierszenbaum, 2003]. Die hauptsidchliche Interaktion der meisten GPCRs
mit intrazelluldren Interaktionspartner erfolgt iiber den C-Terminus, dessen absolutes Ende oft
eine Konsensus-Sequenz fiir PDZ-Bindung enthilt [Bockaert et al., 2002; Brady et al., 2002].
Fiir die Untersuchung intrazelluldrer Protein-Protein-Wechselwirkungen im Yeast Two-Hybrid
System wurde als Bait-Protein zum einen der gesamte intrazellulire HE6-C-Terminus (137 aa)
und zum anderen der relativ kurze dritte intrazelluldren Loop (26 aa).gewihlt. Mit diese beiden
Bereichen wurden bereits fiir andere LNB-TM7-Rezepoten wie z.B. den a-Latrotoxin-Rezeptor
CL1 oder BAILl, erfolgreich Y2H-Screens [Tobaben et al., 2000; Kreienkamp et al., 2000, Li et al,
2000, Saunders & Limbird, 2000] oder andere Interaktionsstudien durchgefiihrt [Wu et al., 1997;
Gelber et al., 1999; DeGraff et al., 2002]. Jedoch ist anzumerken, dass in einem Y2H-Screen allein
mit dem C-Terminus oder dem dritten intrazelluliren Loop bisher keine Interaktion mit G-
Proteinen gezeigt werden konnte, was darauf zuriickzufiihren ist, dass diese eine Aktivierung des
Rezeptors durch Ligandenbindung voraussetzt.

Mit dem dritten intrazelluliren Loop (3ICL) als Bait konnten keine potentiell interessanten
Interaktionspartner des HEG6-Rezeptors gefunden werden. Die ermittelten Klone enthielten
auBergewohnlich viele falsch Positive, z.B. mit kleine Inserts von < 400 bp, die unvollstindige
cDNAs reprisentieren, genomischen Insertsequenzen oder UTRs. Die wenigen verbleibenden
Klone mit kodierenden Inserts kamen aufgrund falscher Lokalisation oder fehlender [-
Galaktosidaseaktivitdt als Interaktionspartner ebenfalls nicht in Frage. Ein Vergleich mit der
Literatur zeigte, dass Protein-Interaktionen fiir GPCRs vor allem mit wesentlich ldngeren dritten
intrazelluldren Loops (bis zu >150 aa) nachgewiesen werden konnten, die zudem verschiedene
Konsensus-Sequenzen fiir Protein-Bindungsmotive und Proteindoménen enthielten [z.B. Wade et
al., 1996; DeGraff et al., 2002]. Der 3ICL von HE6 ist mit 26 aa vergleichsweise klein und zeigt
zudem keine Ahnlichkeiten mit Konsensus-Sequenzen bekannter Bindungsmotive. Der strukturelle
Unterschied und die Y2H-Ergebnisse konnten ein Indiz dafiir sein, dass der dritte 3ICL des HE6-
Rezeptors keine bedeutende Rolle bei der Vermittlung von Protein-Interaktionen spielt.

Anders sieht es bei dem intrazelluliren C-Terminus des HE6-Rezeptors aus. Dieser zeigte im
Vergleich mit anderen GPCRs wie z.B. BAI1 (133 aa) [Shiratsuchi ef al., 1998] mit 137 aa eine
durchschnittliche Lénge. Zudem sagte eine Motiv-Suche zwei Konsensus-Sequenzen fiir die
Bindung von Proteinen voraus (sieche Abb. 3.3). Zum einen ist dies die Konsensus-Sequenz fiir die
Bindung von Proteinen mit PDZ-Dominen am absoluten C-Terminus, die auch in anderen GPCRS
konserviert ist und zum anderen eine Serin-reiche Region von 29 aa. Als Interaktionspartner fiir
Serin-reichen Regionen sind unter anderem 14-3-3-Proteine beschrieben. Dies sind konservierte
regulatorische Molekiile der Signaltransduktion, die in allen eukaryotischen Zellen, hauptsichlich
zytoplasmatisch exprimiert werden [Aitken et al., 1996]. Sie binden an eine Vielzahl verschiedener
Proteine, darunter auch transmembrane Rezeptoren und viele Signaltransduktionsproteine, und
konnen unterschiedlichste Funktionen iibernehmen [Xiao et al., 1995]. Unter anderem sind sie
Adapterproteine in Multiproteinkomplexen und nehmen eine Schliisselrolle bei der
Signaltransduktion, Zellteilung und Apoptose ein [Fu et al, 2000]. Eine Interaktion von G-Protein
gekoppelten Rezeptoren iiber den C-Terminus mit 14-3-3-Proteinen wurde bereits fiir den FSH-
Rezeptor [Cohen et al, 2004], den PTH-Rezeptor [Tazawa et al., 2003] und den GABAB-Rezeptor
[Couve et al., 2001; Brock et al., 2005] beschrieben. Zudem wurde fiir verschiedene o2-
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Adrenalinrezeptoren eine Interaktion von 14-3-3-Proteinen mit dem dritten intrazelluldren Loop
beschrieben [Prezeau er al., 1999]. Jedoch konnte weder fiir den C-Terminus mit seiner Serin-
reichen Region noch fiir den dritten intrazelluliren Loop von HE6 eine Interaktion mit
verschiedenen 14-3-3 Proteinen nachgewiesen werden.

Im Rahmen dieser Arbeit konnte auch keine Interaktion des HE6-C-Terminus mit PDZ-Proteinen
gezeigt werden. Um eine solche Interaktion zu untersuchen wurden Einzelmatings mit dem Na/H
Exchanger Regulatory Factor NHERFI1 [Reczek et al., 1997; Weinman et al., 1995 + 2005]
durchgefiihrt. Dieses PDZ-Protein kam aufgrund seiner beschriebenen Funktion und seiner Co-
Lokalisation mit HE6 in den Prinzipalzellen der Ductuli efferentes als moglicher
Interaktionspartner fiir die PDZ-Konsensus-Sequenz im HE6-C-Terminus in Frage. NHERF ist mit
dem Aktinzytoskelett der Plasmamembran assoziiert und spielt unter anderem als regulatorischer
Faktor des Na+/H+-Austauschers (NHE3, Na/H Exchanger) eine Rolle bei der
Flissigkeitsresorption im proximalen Nebenhoden [Weinman et al., 2005; Yun et al., 1997].
Weitere Bindungspartner sind Signalmolekiile, GPCRs, Ionentransporter, und Zytoskelett-
(regulatorische)-Proteine [Ediger et al., 2002; Voltz et al., 2001; Short et al., 1998; Suh et al, 2001;
Morales et al., 2004]. NHERF1 konnte also ein Adapterprotein zwischen dem HE6-Rezeptor und
Ionentransportern wie NHE3 oder dem Zytoskelett darstellen. Diese Vermutung liel} sich jedoch
nicht bestitigen, da NHERF keine Interaktion mit dem HE6-C-Terminus zeigte. Des Weiteren
wurde in den durchgefiihrten Y2H-Screenings kein einziges PDZ-Protein als potentieller
Interaktionspartner des C-Terminus gefunden, so dass die Funktionalitit der HE6-Konsensus-
Sequenzen zur Bindung von PDZ-Proteinen fraglich bleibt. Basierend auf der Aminoséure-Sequenz
werden die Konsensus-Sequenzen fiir PDZ-Bindung der G-Protein-gekoppelten Rezeptoren am
absoluten C-Terminus in drei Gruppen unterteilt: I: E-/ST-X-V/I; II: ®-X-® und II: y-X- ® (X =
beliebige Aminosiure, @ = hydrophobe Aminoséure; y: saure Aminoséure (D/E)) [Bockaert et al,
2003]. Die Konsensus-Sequenz des HE6-C-Terminus (IEQM-COOH) zihlt zur Gruppe 111, fiir die
bisher lediglich bei zwei Glutamat-Rezeptoren eine Interaktion mit PDZ-Proteinen gezeigt werden
konnte [El Far et al, 2000; Hirbec et al., 2002], wobei diese eine andere Aminosiure-
Zusammensetzung der Konsensus-Sequenz aufwiesen als HE6. Die meisten G-Protein-gekoppelten
Rezeptoren, fiir die eine Interaktion mit PDZ-Proteinen iiber den C-Terminus gezeigt werden
konnte, enthalten Konsensus-Sequenzen der Gruppen I oder II [zusammengefasst in Bockaert et
al., 2003]. Auch die bisher einzigen Rezeptoren aus der LNB-TM7-Familie, BAI2 und CL1, fiir die
eine Interaktion mit PDZ-Proteinen gezeigt wurde, enthalten den Gruppe I-Konsensus
[zusammengefasst in Bockaert et al., 2003 und Kreienkamp, 2002]. Die Funktionalitit der HE6-
Konsensus-Sequenz IEQM-COOH zur Bindung von PDZ-Proteinen bleibt nach diesen Y2H-
Ergebnissen fraglich und miisste in funktionellen Studien ndher untersucht werden.

Es bleibt zu beachten, dass die hier durchgefiihrten Studien mit dem isolierten dritten
intrazelluldren Loop / HE6-C-Terminus durchgefiihrt wurden. Fiir verschiedene intrazellulére
Protein-Protein-Wechselwirkungen von GPCRs iiber den dritten intrazelluldren Loop und /
oder den C-Terminus, z.B. mit G-Proteinen oder Arrestinen, ist jedoch bekannt, dass sie von
der Phosphorylierung und der Aktivierung der Rezeptoren durch Ligandenbindung abhingig
sind [Gurevich & Benovic, 1993]. Dies konnte auch fiir Interaktionen des HE6-Rezeptors mit
PDZ-Proteinen entscheidend sein. Jedoch sind bis heute keine Liganden des Rezeptors
bekannt, die eine Aktivierung und Signaltransduktion induzieren konnten. Die Summe der

beobachteten Negativ-Ergebnisse spricht also fiir einen sehr ungewohnlichen Rezeptortyp.
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4.4 Die Rolle der Profiline bei der Ausbildung der spezifischen Zellgestalt
der Spermien

Der Hoden der Sauger, einschlielich des Menschen, weist ein ungewohnlich komplexes Muster
der Profilin-Expression auf. Neben den Profilinen I und II sind hier das Testis-spezifische Profilin
IIT [Hu et al., 2001; Braun et al., 2002] sowie die hauptsdchlich Testis-exprimierten Profiline IV
[Obermann et al., 2005] und V =zu finden. Die maéinnlichen Keimzellen sind der
Hauptexpressionsort der Profiline III und IV. Diese Komplexitit spricht fiir eine zentrale Rolle
wihrend der Spermien-Differenzierung.

Die komplexe Profilin-Expression im Hoden bzw. den Keimzellen der Sduger kann mehrere
Griinde haben. Zum einen wire es moglich, dass die Profilin-Proteine nur kurze Halbwertszeit
haben, so dass die verschiedenen Profilin-Isoformen in unterschiedlichen Stadien der
Spermatogenese gleiche Funktionen erfiilllen. So wird zum Beispiel das X-chromosomal
lokalisierte Profilin V-Gen aufgrund der Inaktivierung des X-Chromosoms wihrend der Meiose
nicht exprimiert. Diese Inaktivierung konnte durch die Expression eines autosomalen Profilin-
Paralogs kompensiert werden. Zum anderen wire es moglich, dass ein so drastischer
morphologischer Vorgang wie die Spermatogenese, der ein hochdynamisches spezialisiertes
Zytoskelett erfordert, eine besonders hohe Konzentration und / oder eine besondere Ausstattung an
Profilinen bendotigt, welche durch die Aktivierung zusitzlicher, Testis-spezifischer Profilin-Gene
bereitgestellt wird. Studien an den Profilinen I und II sprechen jedoch gegen kurze Halbwertszeiten
und zu geringe zelluldre Konzentrationen [Lambrechts er al., 1997 + 2000]. Es ist daher
anzunehmen, dass die Keimzell-spezifischen Profiline neben den Funktionen der somatischen
Zellprodukte zusitzliche strukturelle und / oder funktionelle Ergidnzungen aufweisen. Viele
Keimzell-spezifisch exprimierte Gene werden oft erst post-meiotisch in haploiden Keimzellstadien
transkribiert, wenn die speziellen Strukturen der Spermien gebildet werden. Ein post-meiotisches
Expressionsprofil konnte auch fiir die beiden Profiline III und V beobachtet werden. In Abbildung
4.2 sind die Stadien-spezifischen Expressionsmuster der Profiline III und IV auf mRNA- und
Proteinebene am Beispiel der Ratten Spermatogenese in der staging map schematisch dargestellt.
Der Verlauf der mRNA-Expression ist durch gestrichelte Kisten dargestellt, die Protein-
Lokalisation durch geschlossene Markierungen. Diese Expressionsmuster ergaben sich aus den im
Rahmen dieser Arbeit und denen von Obermann et al. (2005) durchgefiihrten Untersuchungen an
Ratte, Maus und Mensch. Die Profilin III-mRNA ist nur wihrend einer kurzen Periode von
Stadium IV bis IX in haploiden runden und frithen elongierenden Spermatiden nachzuweisen. Die
Profilin IV-mRNA hingegen ist wéhrend einer lidngeren Periode von spdten Pachytin-
Spermatozyten bis hin zu runden Spermatiden (Stadium X bis Stadium V im néchsten Zyklus), und
somit nicht nur postmeiotisch, sondern bereits pri-/meiotisch exprimiert. Auf Proteinebene konnte
fiir die Profiline III und IV eine Korrelation mit der Phase der Spermiogenese beobachtet werden.
Beide Profiline sind in runden, elongierenden und reifen Keimzellen, also ebenfalls in den post-
meiotischen Stadien der Spermiogenese lokalisiert, und somit mit intakter Spermatogenese
assoziiert. Jedoch ist Profilin IV auch auf Proteinebene bereits in etwas fritheren Keimzellstadien
(ab Stadium IV) als Profilin III (ab Stadium VI) zu finden.
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Abb. 4.2: Expressionsprofile der Testis-exprimierten Profilin III und IV auf mRNA- und Protein-Ebene wihrend der
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Als subzelluldre Lokalisation konnte fiir beide Profiline in den Keimzellen das Akrosom ermittelt
werden, wobei jedoch auch Unterschiede zu beobachten waren. Wihrend Profilin III im kompletten
Akrosomen-Bereich von runden Spermatiden bis hin zu reifen testikuldren Spermien lokalisiert
wurde, konnte Profilin IV in runden Spermatiden nur im akrosomalen Vesikel und dem
Akroplaxom-Abschluring bzw. in reifen Spermatozoen nur im apikalen Bereich des Akrosoms
detektiert werden. Zusitzlich wurde Profilin IV in einer post-akrosomalen Struktur zwischen dem
Akrosom und der Manschette lokalisiert. A.L. Kierszenbaum (Department of Cell Biology and
Anatomical Sciences, City University of New York Medical School, New York) fiihrte in einer
Kooperation ebenfalls immunozytochemische Untersuchungen mit dem Profilin IV-Antikorper auf
Ratten-Keimzellen durch und beobachtete eine Lokalisation des Profilin IV-Proteins in der
Manschette elongierender Spermatiden (siche Abbildung 4.3).

aprofiin IV (K1) Propidium fodide a-profilin IV (K1) Propidium iodide

Acroplaxome

Manchette

Acroplaxome ring Manchette

Manchette ¥ Spermatid
nucleus

Abb. 4.3: Immunozytochemische Detektion von Profilin IV in Ratten-Keimzellen [durchgefiihrt und zur Verfiigung
gestellt von Kierszenbaum]. Profilin IV/Cy?2 ist griin und der Zellkern /Propodium-Iodid rot dargestellt. Abbildung (A) zeigt
mehrere elongierende Spermatiden, in (B) ist eine einzelne elongierende Spermatide vergoBert dargestellt.

Diese vollstindige Co-Lokalisation in der Manschette konnte durch eigene Immunozytochemie
nicht bestitigt werden. Die Profilin IV-haltige post-akrosomale Struktur markierte einen Ubergang
zwischen Manschette und Akrosom und zeigte somit nur geringe Uberlappungsbereiche mit der
Manschette. Es fiel jedoch auf, dass sich Manschette und die Profilin IV-markierte Struktur
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zeitgleich wihrend der Akrosomen-Biogenese entwickeln, beide nur voriibergehend ausgebildet
und in reifen Spermatozoen nicht mehr vorhanden waren, so dass ein Zusammenhang oder eine
Wechselwirkung zwischen diesen beiden Strukturen vermutet werden kann. Da fiir Profilin I
bereits eine Interaktion mit Tubulin beschrieben wurde [Witke et al., 1998], lag die Vermutung
nahe, dass das Profilin IV mit den Tubulinen der Manschetten-Struktur interagieren konnte. Jedoch
konnte weder fiir Profilin IV noch die Profiline Ila oder III eine Interaktion mit den Tubulinen a2
und B2b sowie dem im perinukledren Ring der Manschette lokalisierten Tubulin & gezeigt werden.
Eine Funktion des Profilin IV in der Manschette, iiber eine Profilin-Tubulin-Interaktion kann somit
ausgeschlossen werden.

Die spezifische Lokalisation der Profilin III und IV in den post-meiotischen Stadien der
Keimzellen sprechen fiir eine zentrale Rolle wihrend der Spermien-Differenzierung und
moglicherweise der Befruchtung selbst. Fiir verschiedene Evertebraten konnte bereits eine
entscheidende Funktion der Profiline in der Spermatogenese und fiir die Befruchtungsfihigkeit der
Spermien gezeigt werden. So ist das erste beschriebene Aktin-bindende Profilin aus Seeigel-
Spermien [Carlsson et al., 1977] an der Ausbildung des so genannten akrosomalen Fadens, einer
Struktur aus filamentosem Aktin, wihrend der Akrosomreaktion beteiligt [Tilney et al., 1983]. In
Drosophila fithrten Mutationen im Profilin-Gen zu schweren Storungen der Meiose und somit der
gesamten Spermatogenese und fiihrten letztendlich zu Infertilitiit [Verheyen & Cooley, 1994]. Uber
die eigentliche Funktion der Testis-exprimierten Profiline in den ménnlichen Keimzellen der
Sduger kann aber nur spekuliert werden. Die unterschiedlichen subzellulidren Lokalisationen legen
nahe, dass die Testis-spezifischen Profiline III und IV distinkte, nicht-iiberlappende Funktionen in
den Keimzellen wihrend der Spermatogenese iibernehmen. Die Lokalisation im Akrosom konnte
fir eine Funktion der Profiline bei der Akrosomen-Biogenese, der Kondensation und
Formgestaltung des Zellkerns sowie moglicherweise bei der Akrosomreaktion und Befruchtung
selbst sprechen. Die Profilin IV-haltige post-akrosomale Struktur, welche zum gleichen Zeitpunkt
wie die Manschette ausgebildet ist und teilweise mit dieser co-lokalisiert, konnte moglicherweise
eine Rolle beim Transport von Golgi-Vesikeln und Makromolekiilen spielen und ein Bindeglied

zwischen Akrosom und Manschette darstellen.

4.5 Sind die Profiline IIT und IV ,,typische‘ Profiline?

Fiir die Testis-exprimierten Profiline III und IV war das charakteristische Bindungsverhalten an
Aktin, Poly-Prolin und PIP, bisher kaum bzw. nicht untersucht. Lediglich fiir das murine Profilin
III wurde von Hu ef al. (2001) eine Interaktion mit Aktin und Poly-Prolin gezeigt, jedoch nicht
quantifiziert. Fiir Profilin IV lagen keine biochemischen Erkenntnisse vor. Im Rahmen dieser
Arbeit wurde diese Wissensliicke ein wenig gefiillt, in dem funktionelle Studien zu den Aktin- und
Poly-L-Prolin-Bindungseigenschaften der Profiline III und IV durchgefiihrt wurden. Die
Ergebnisse bestitigten die Annahme, dass die beiden Profiline in den Keimzellen distinkte Rollen
tibernehmen. Fiir das murine Profilin III konnte eine Bindung an Aktin und Poly-L-Prolin
nachgewiesen werden, so dass eine Funktion als Zytoskelett-regulatorisches Protein angenommen
werden kann. Fiir das humane und murine Profilin IV konnte hingegen keine dieser Profilin-
charakteristischen Interaktionen gezeigt werden. In Tabelle 4.1 sind die Ergebnisse aus den
biochemischen Charakterisierungen der Profiline III und IV in einer modifizierten Tabelle nach
Polet et al. (2007) dargestellt.
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Tabelle. 4.1: Bekannte biochemische Eigenschaften der Vertebraten-Profiline [modifiziert nach Polet et al., 2007].

+: Bindung wurde gezeigt, aber nicht quantifiziert, -: keine Interaktion, ND: nicht durchgefiihrt; die Testis-exprimierten
Profiline sind rot umrandet und die im Rahmen dieser Arbeit gewonnen Erkenntnisse iiber die biochemischen Eigenschaften
der Testis-exprimierten Profiline III und IV rot dargestellt, hu: human, r: Ratte

Profilin K, fiir Aktin K fiir Poly-L-Prolin K, fiir PIP, Expression

human Profilin I 0,35 uM 200-300 uM 11 uyM Ubiquitér

Maus Profilin I ND ND ND Ubiquitédr

Rind Profiln I 0,34 uM > 120 uM + ND

Ratten Profilin IIa 0,38 uM 0,3 uM geringe Affinitét ND

Maus Profilin Ila + + ND Gehirn, Muskel

Rind Profilin IIa 0,36 uM 0,5 uM Gering ND

human Profilin IIb 0,6 uM Sehr geringe Affinitét Sehr geringe Affinitét Gehirn

Maus Profilin IIb - - ND Leber, Niere

Maus Profilin IIT + < huPFN Ila + < huPFN Ila ND Testis

Ratten Profilin III ND ND ND Testis

human Profilin IIT 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 11T

Die Interaktion von Profilin III mit Aktin konnte in vivo durch Y2H-Experimente und in vitro
durch Co-Immunoprizipitation gezeigt werden, so dass sicher von einer Aktin-Interaktion
auszugehen ist. Die Stirke der Interaktionen lie sich mit diesen Methoden nur abschétzen. Vom
Hersteller des Gal4-Y2H-Systems wird angegeben, dass Protein-Interaktionen mit Dissoziations-
Konstanten (Kd) von ungefiahr 70 uM detektiert werden konnen [BD-Biosciences, 2003]. Ein
quantitativer B-Galaktosidasetest zeigte zudem, dass Profilin III eine schwichere Affinitdt zu Aktin
aufweist als PFN Ila. Auch die Proteinsequenz des Profilin III deutete bereits auf eine schwichere
Affinitdt hin (vergl. Abb. 3.30). Im Vergleich zu den hoch konservierten Profilinen I und Ila,
enthilt Profilin III mehrere verdnderte bzw. deletierte Aminosduren, die im 3D-Modell die Aktin-
Bindestelle bilden [Polet et al., 2007; Schliiter et al., 1997]. Da jedoch die Aminosduren im C-
Terminus, welcher eine wichtige Rolle bei der Interaktion mit $-Aktin spielt [Schliiter et al., 1997,
Witke, 2004], noch gut konserviert sind, ist eine Bindung an Aktin moglich. Ebenso wie fiir Aktin
musste bei Profilin III auch eine geringere Affinitédt zu Poly-Prolin-Liganden angenommen werden,
da es dhnlich wie Profilin IIb, welches eine schwichere Affinitit zu Poly-L-Prolin aufweist
[Lambrechts et al., 2000], einen geringeren aromatischen Charakter besitzt (vergl. Abb. 3.30).
Diese Vermutung liel sich durch Bindungsstudien mittels einer Poly-L-Prolin-Sédule bestitigen.
Wihrend fiir Profilin I eine Elution bei 6 M Harnstoff und fiir Profilin Ila, aufgrund der hoheren
Affinitdt zu PLP, erst bei 8 M Harnstoff beschrieben ist [Wittenmayer et al., 2000], eluierte PFN
IIT bereits bei 4 M Harnstoff von der Sédule. Generell zeigt PFN III jedoch noch eine Interaktion mit
Poly-L-Prolin. Dies wurde im Y2H-System bestitigt, indem eine Interaktion mit dem Poly-Prolin-
haltigen FH-Protein Diaph3 gezeigt werden konnte. Mit dem Poly-Prolin-Liganden VASP, dessen
Interaktion mit den Profilinen bisher am besten dokumentiert ist [Reinhard et al., 1995; Gertler et
al., 1996], konnte fiir PFN III jedoch keine Interaktion gezeigt werden. Dies kann auf die in den
Proteinen enthaltenen Poly-Prolin-Sequenzen und die schwéchere Affinitidt von PEN III zu Poly-
Prolin zuriickzufiithren sein. Fiir die Interaktion mit Profilin typische prolinreiche Regionen
umfassen mindestens fiinf Proline in Folge, jedoch vermitteln acht bis zehn Proline stirkere
Wechselwirkungen. Diese Folge kann durch Glycin unterbrochen sein [Lambrechts et al., 1997].
VASP enthilt ein so genanntes GP5-Motiv aus einem Glycin und fiinf Prolinen, das Interaktion mit
dem C-Terminus der Profiline vermittelt [Lambrechts et al., 1997; Kang et al., 1997]. Diaph3
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hingegen besitzt in seiner FH1-Domine, fiir die eine Interaktion mit Profilinen beschrieben ist
[Watanabe er al., 1997; Wallar & Alberts, 2003], eine Poly-Prolin-reiche Region (aa 575-615) die
zweimal fiinf und einmal elf Proline in Folge enthdlt. Aufgrund der durch Mutationen
geschwiichten Poly-Prolin-Affinitédt des Profilin III ist daher anzunehmen, dass ein GP5-Motiv fiir
eine Interaktion nicht ausreichend ist und erst eine groBere Poly-Prolin-Sequenz eine ausreichend
starke Wechselwirkung mit der Poly-Prolin-Bindungsregion des Profilin III vermittelt.

So wie fiir die bereits gut charakterisierten Profiline I und II neben Aktin eine Vielzahl weiterer
Interaktionspartner beschrieben sind, durch welche die Profiline in diverse Signaltransduktions-
wege eingebunden werden, konnten auch fiir Profilin III weitere potentielle Interaktionspartner
ermittelt werden. Hierbei handelt es sich um Liganden, die bisher als Profilin-Bindungspartner
nicht beschrieben und iiberwiegend Testis-spezifisch exprimiert sind. Als interessantester
Interaktionspartner erscheint unter diesen ein hypothetisches Protein (XP_904353), welches
zweimal detektiert wurde und als einziges spezifisch mit Profilin III interagierte. Das Gen ist
Testis-spezifisch exprimiert, so dass es sich um einen Keimzell-spezifischen Interaktionspartner
des Profilin III handeln konnte. Jedoch ist das Protein bisher nicht charakterisiert, so dass weder
etwas liber die zelluldre Lokalisation, potentielle Interaktionspartner noch die molekulare Funktion
bekannt ist und keine Riickschliisse auf die Funktion des Profilin III gemacht werden konnen.
Ebenfalls unbekannt sind die molekularen Funktionen der potentiellen Interaktionspartner Odz3,
Arrdc5 und Pxtl, so dass ausgehend von diesen Proteinen ebenfalls keine Riickschliisse auf weitere
Funktionen des Profilin III in den Keimzellen gemacht werden konnen.

Ein weiterer potentiell interessanter Interaktionspartner des Profilin III ist das Endophilin SH3-
domain GRB2-like Bl (Sh3glb1l). Endophiline sind mit intrazelluliren Membranen assoziiert und
haben eine Funktion beim membrangebundenen Transport und der Endozytose von Vesikeln
[Schuske et al., 2003; Modregger et al., 2003]. Sie interagieren zudem mit Dynamin und Poly-
Prolin-reichen Proteinen [Ringstad et al., 1997], welche wiederum mit vielen Aktin-bindenden
Proteinen und anderen Zytoskelett-Proteinen interagieren. Endophilin wird daher als Adapter-
Protein zwischen Zytoskelett und membranassoziierter Endozytose angesehen. Die Interaktion
zwischen Profilin III und Endophilin kdnnte eine Bedeutung fiir die Entstehung des Akrosoms
wihrend der Spermiogenese und/oder die Akrosomreaktion bei der Befruchtung haben. Die
Akrosomen-Biogenese beginnt in frithen runden Spermatiden, indem proakrosomale Golgi-Vesikel
sezerniert werden und zum Akrosomenblidschen fusionieren [Moreno et al., 2000]. Bedingt durch
die weitere Endozytose von Golgi-Vesikeln bildet sich das Akrosom aus und breitet sich bis iiber
den Aquator des Zellkerns aus. Dieser Prozess erfordert einen membrangebundenen
Vesikeltransport und die regulierte Endozytose der Golgi-Vesikel. Zeitgleich mit dem Akrosom
wird das F-Aktin-haltige Akroplaxom ausgebildet, welches das Akrosom auf dem Zellkern
verankert. Es ist somit eine Koordination zwischen Akrosomen-Biogenese = Endozytose und
Akroplaxom-Bildung = Aktin-Zytoskelett-Regulation erforderlich, die durch eine Interaktion
zwischen Profilin III und Endophilin vermittelt und reguliert werden konnte. Zudem bildet das
Akrosom selbst ein vesikuldres Organell, in dem auch nach der Akrosomen-Biogenese
endozytotische Vorginge ablaufen. So fusioniert im Zuge der Akrosomreaktion die
Plasmamembran iiber dem Akrosom mit der duleren Akrosommembran, was zur Bildung von
Vesikeln fiihrt, die wihrend der Passage durch die Zona pellucida der Eizelle abgegeben werden

[Tulsiani et al., 1998; Wassarman, 1999; Wassarman et al., 2001]. Diese endozytotischen



Diskussion 134

Vorginge sind fiir die Befruchtungsfihigkeit der Spermien essentiell und es ist moglich, dass
Profilin III und Endophilin hier eine entscheidende Rolle spielen.

Beim Spermiogenesis specific transcript on Y2 (Ssty2; NP_076036) handelt es sich um ein
hypothetisches Protein, welches bisher noch nicht beschrieben oder charakterisiert wurde. Das Gen
wird jedoch ebenso wie Profilin III spezifisch post-meiotisch wihrend der Spermiogenese in
Spermatiden exprimiert [Bishop & Hatat, 1987; Toure et al., 2005], so dass aufgrund des gleichen
Expressionsprofils ein Zusammenhang nicht ausgeschlossen werden kann. Ssty2 ist eines der Y-
chromosomalen Ssty-Multicopy-Gene, fiir die bisher kaum Proteine nachgewiesen wurden.
Deletionsstudien zeigten jedoch, dass partielle Deletionen der Ssty-Bereiche in Spermienkopf-
Defekten und gestorter Fertilitdt resultieren, so dass eine essentielle Bedeutung der Ssty-
Genprodukte fiir die Spermatogenese angenommen werden muss [Toure et al., 2003 + 2005]. Der
Bezug zum Profilin und seine molekularen Funktionen sind jedoch unbekannt.

Als ein weiterer potentieller Interaktionspartner wurde das Multiple-PDZ-Protein 1 (MUPP1)
ermittelt, das ebenso wie Profilin III im Akrosom runder, elongierender und reifer Sduger-
Spermatiden lokalisiert sein soll [Heydecke et al., 2006]. Im Unterschied zu Profilin III, dass
bereits auf Transkript-Ebene ein post-meiotisches Expressionsprofil zeigt, konnte fir MUPPI
jedoch keine Assoziation mit dem Verlauf der Spermatogenese beobachtet werden, so dass eine
iiberwiegend somatische Expression angenommen werden muss. Jedoch miissen mRNA und
Protein-Vorkommen nicht zwingen miteinander korrelieren, so dass eine post-meiotische
Lokalisation des Proteins im Akrosom der Spermatiden durchaus moglich ist. Aufgrund der
Lokalisation im Akrosom und der Beobachtung, dass MUPP1 nach Akrosomreaktion nicht mehr zu
detektieren ist, postulieren Heydecke et al. (2006) fiir MUPP1 eine Funktion bei der Kapazitation
und Akrosmreaktion. Die molekulare Funktion von MUPP1 in Spermien bleibt jedoch ungeklirt.
Generell spielen PDZ-Proteine eine Rolle bei der Mediation spezifischer Protein-Protein-
Interaktionen, die an Signaltransduktion sowie am Aufbau und Erhalt von Zellpolaritit beteiligt
sind. Sie bilden so genannte scaffolding-Proteine, also Geriistproteine, welche die Grundlage fiir
die Organisation von grofleren Proteinkomplexen an spezifischen, subzelluldren Kompartimenten
bilden. Spermiogenese, Kapazitation und Akrosomreaktion sind komplexe Vorginge, die durch
eine Vielzahl an intrazelluliren Signaltransduktionswege und somit spezifische Protein-
Interaktionen reguliert werden. In diese Prozesse konnten Profilin III und MUPPI involviert sein.

Den Ergebnissen der Interaktionsstudien zufolge scheint es sich bei Profilin III um ein ,,typisches*
Aktin-bindendes Profilin zu handeln, dessen Funktion in der Regulierung und Forderung der Aktin-
Polymerisation liegt. Ebenso wie Profilin I und II konnte es die Aktin-Dynamik beeinflussen,
indem es durch direkte Interaktion mit Aktin oder die Bindung an F-Aktin-gebundenes Diaph3, die
Aktin-Polymerisationsrate steigert. Es konnte sich um das ,,typische* Aktin-regulatorische Profilin
der Keimzellen handeln, das essentiell an der morphologischen Differenzierung der Spermatiden,
der Ausbildung charakteristischer Keimzellstrukturen sowie intrazelluldrer Signaltransduktion
beteiligt ist und womdoglich auch bei der Akrosomreaktion und Befruchtung eine Rolle spielt, und
dem durch die Interaktion mit weiteren Liganden eine zentrale Rolle bei der Regulation und
Vermittlung der molekularen Interaktionen und der Vernetzung zum Aktin-Zytoskelett zukommt.
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Profilin IV

Fiir das murine und humane Profilin IV konnte eindeutig keine Interaktion mit Aktin und Poly-L-
Prolin bzw. den Poly-Prolin-Proteinen VASP und Diaph3 gezeigt werden. Die Versuche wurden
parallel zu Profilin III durchgefiihrt, so dass anzunehmen ist, dass es sich bei Profilin IV um kein
,»typisches* Profilin handelt. Phylogenetische Analysen und ein Aminosédure-Sequenzvergleich mit
den anderen Profilin-Isoformen zeigten, dass sich Profilin IV erheblich von den anderen Profilinen
unterscheidet. Es weist mit durchschnittlich 23 % die geringste Homologie zu den anderen
Profilinen auf und bildet eine separate Gruppe (siehe Abb.3.10 und Polet et al., 2007). Vor allem
hoch konservierte Aminosduren, die die Aktin und Poly-Prolin-Bindestellen ausbilden, sind in
Profilin IV nicht mehr erhalten (siche Abb. 3.30), was die fehlenden Interaktionen mit Aktin und
Poly-Prolin-reichen Proteinen erklért. Trotz dieser drastischen Sequenzabweichungen wird Profilin
IV jedoch eindeutig in die Gruppe der Profiline eingeordnet. Polet et al. (2007) untersuchten die
phylogenetische Verwandtschaft der Profilin-Isoformen zwischen verschiedenen Spezies. Dabei
beobachteten sie ebenfalls, dass die Profilin IV-Isoformen der verschiedenen Spezies einen vollig
getrennten Cluster bilden und die geringste Homologie zu den {iibrigen Profilin-Isoformen
aufweisen. Zudem stellten sie bei einem Vergleich aller vier humanen Profiline mit denen der
Wirbellosen fest, dass die Profiline I, II und III des Menschen zwar zusammen clustern, das
humane Profilin IV jedoch die grofite Homologie zu den Profilin-Sequenzen von Seeigel und Ciona
zeigte. Ein Profilin im Akrosom von Seeigel-Spermien war das erste beschriebene 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 Sequenzen, von denen bisher nicht
bekannt ist, ob sie tatsdchlich das Akrosomen-Profilin des Seeigels kodieren. Aufgrund der grof3ten
Ahnlichkeit des Profilin IV zu den Profilinen der Evertebraten und niederen Eukaryoten und da ein
Profilin IV-@hnliches Gen in allen sequenzierten Spezies gefunden wird, vermuten Polet et al
(2007), dass es frithzeitig in der Evolution der Tiere zu einer Genverdopplung kam und sich das
Profilin IV-Gen womdglich bereits vor der Abspaltung der Wirbeltiere getrennt von den iibrigen
Profilinen entwickelt hat. Die Tatsache, dass sich die verschiedenen Profilin-Gruppen (Profilin I, II
und IIT auf der einen Seite und Profilin IV auf der anderen Seite) frith in der Evolution getrennt
haben, dass aber die Isoformen innerhalb der Gruppen hoch konserviert geblieben sind, legen die
Vermutung nahe, dass die Profiline spezifische Funktionen besitzen. Diese These kann schon allein
durch die gut charakterisierten Profilin-Isoformen I und II unterstiitzt werden. Beide sind
hauptséchlich in unterschiedlichen Geweben exprimiert, und es sind unterschiedliche Liganden und
verschiedene Affinitdten zu gleichen Liganden beschrieben [Witke et al., 1998; Lambrechts et al.,
1997, 2000]. Die funktionellen Studien und die distinkte subzelluldre Lokalisation der Testis-
exprimierten Profiline III und IV in den Keimzellen unterstreichen diese Vermutung. So scheint es
sich bei Profilin III um ein ,,typisches* Profilin mit Aktin- und Poly-L-Prolin-Bindungsfihigkeit zu
handeln, wéhrend Profilin IV diese biochemischen Bindungseigenschaften nicht aufweist. Auch in
den Y2H-Library-Screenings zur Identifizierung potentieller Interaktionspartner, die Hinweise auf
die molekularen Funktionen der Profiline III und IV in der Spermiogenese liefern sollten, zeigten
sich diese Unterschiede. Wihrend fiir Profilin III B-Aktin als Interaktionspartner gefunden wurden,
befand sich unter den ermittelten Profilin IV-Interaktionpartnern weder Aktin noch andere
charakteristische Profilin-Liganden wie z.B. Poly-Prolin-reiche Proteine. Hauptsdchlich wurden
Proteine unbekannter molekularer Funktion als potentielle Interaktionspartner ermittelt, die keine
direkten Riickschliisse auf die Funktion des Profilin IV in den Keimzellen erlauben. Zwar kénnen

einige dieser potentiellen Interaktionspartner in einen Zusammenhang mit dem Zytoskelett und /
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oder der intrazelluldren Signaltransduktion gebracht werden, jedoch ist derzeit nicht sicher, ob es
sich um tatsdchliche Interaktionspartner handelt, da alle diese Proteine jeweils nur einmal als
Bindungspartner ermittelt wurden und die Interaktionen noch nicht durch Kontrollversuche
bestitigt werden konnten.

Einer dieser potentiellen Interaktionspartner ist Tensin, das iiber seine zahlreichen funktionellen
Dominen an verschiedene Strukturproteine und Signalmolekiile binden kann. Unter anderem
interagiert es iiber seine drei Aktin-Bindestellen mit F-Aktin und ist an der Regulation des Aktin-
Zytoskeletts beteiligt, in dem es dhnlich wie die FH-Protein an die (+)-Enden der Filamente bindet
und so das Wachstum in diese Richtung inhibiert oder verschiedene Aktin-Filamente miteinander
verkniipft [Ruhnau et al., 1989, Weigt et al., 1992]. Uber eine der weiteren Proteindominen (SH2-
oder PTB-Domine) ist Tensin als Adapterprotein in der Lage, das Zytoskelett mit der Zellmembran
und dort lokalisierten Rezeptoren wie z.B. dem Integrin-Rezeptor zu verbinden. Es ist so unter
anderem in die Tyrosin-Kinase-Signaltransduktion involviert [Lo et al., 1994 + 2004]. Auch fiir
WDR48 kann aufgrund seiner Zugehorigkeit zur WD-repeat-Famile eine Funktion als Adapter-
bzw. Regulator-Molekiil in der Signaltransduktion und Zytoskelett-Organisation vermutet werden.
Ein Beispiel fiir ein WD-repeat-Protein, dem eine Funktion in der Vermittlung von Protein-Protein-
Interaktionen und bei der Zytoskelett Regulation zukommt ist das Actin -related Protein Arp2/3.
Dieses bindet an mehrere F-Aktin-Filamente und vernetzt diese so in einer Y-Anordnung
[Blanchoin et al., 2000; Mullins et al., 1998]. Fiir die potentiellen Interaktionspartner Elmo2 und
Skd3, deren in vivo Funktionen unbekannt sind, kann ebenfalls eine Beziehung zum Zytoskelett
vermutet werden. So ist fiir die Elmo/Ced-12-Familie eine Rolle bei der Zytoskelett-Mediation
beschrieben [Lemmon ef al, 1998; Gumienny et al., 2001], und Skd3 enthilt drei Ankyrin-
Dominen, welche eine Vielzahl von Protein-Protein- und Protein-Zytoskelett-Interaktionen
vermitteln [Mosavi et al., 2004]. Snx3, Rnf184 und Cops5 spielen vermutlich eine Funktion bei der
Vermittlung von Protein-Protein-Interaktionen und bei der intrazelluldren Signaltransduktion,
jedoch sind auch hier die Funktionen im Testis bzw. den Keimzellen unbekannt. Uber das

gefundene hypothetische Protein sowie Asrgll ist bisher nichts bekannt.

Die Ergebnisse der Protein-Protein-Interaktionsstudien legen den Verdacht nahe, dass es sich bei
Profilin IV um kein charakteristisches Profilin handelt, dessen Hauptfunktion in der direkten Aktin-
Regulation ldge. Moglicherweise handelt es sich um ein Protein der so genannten Profilin like
adaptor proteins (ProflAP). Diese Proteine weisen eine Profilin-dhnliche Struktur auf; jedoch sind
sie ebenso wie Profilin IV in Bereichen fiir Poly-L-Prolin und PIP2-Interaktionen kaum
konserviert, so dass sie nur eine schwache Interaktion mit wenigen Phosphoinositolen zeigen und
wie Profilin IV keine Bindung mit Poly-Prolin-Sequenzen eingehen kénnen [Qian et al., 2005]. Als
erstes reprisentatives Protein dieser neuen Subgruppe wurde das Adapter-Protein p14 beschrieben
[Kurzbauer et al., 2004; Qian et al., 2005]. Dieses ist mit dem spiten endosomalen/lysosomalen
Kompartiment assoziiert und hat eine Funktion bei der Endozytose. In dem es an das scaffolding-
Proteine MP1 bindet, wird MP1 in das Endosom transportiert wo sich ein Komplex aus p14/MP1,
dem Kinase-Aktivator MEK1 wund der MAP-Kinase ERKI1 bildet, welcher fiir die
Signaltransduktion iiber die ERK-MAP-Kinase essentiell ist [Qian et al., 2005]. Ebenso wie die
ProflAPs konnte Profilin IV eine hauptsédchliche Funktion in der Signaltransduktion und weniger in

der direkten Zytoskelett-Regulation einnehmen.
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4.6 Ausblick

Durch Vergleich der Genexpressionsmuster von WT- und HE6-KO-Nebenhoden sowie Y2H-
Screening konnten potentielle Kandidaten ermittelt werden, die in eine HEG6-abhingige
Signaltransduktion involviert sein konnten. Aufgrund der verdnderten Genexpressionsmuster im
HE6-KO-Nebenhoden und der Co-Expression der betroffenen Gene mit HE6 kann ein
Zusammenhang zwischen HE6 und den beeinflussten Genen angenommen werden. Jedoch bleibt
zu kléren, ob es sich bei diesen Genen um so genannte downstream-regulierten Gene handelt, deren
Expression direkt durch das chronische Fehlen des HE6-Rezeptors verdndert wird oder ob das
verdnderte Genexpressionsmuster eine indirekte Folge des KO-Phédnotyps mit partiellem
Verschluss der Ductuli ist. Da zudem die funktionelle Ebene die Protein-Ebene ist, miissen in
einem néchsten Schritt Analysen auf Proteinebene durchgefiihrt werden, um zu untersuchen, in wie
weit die Menge der einzelnen Transkripte mit der jeweiligen Proteinmenge assoziiert ist.
Gegenwirtig gibt es nur wenig gesicherte Informationen {iiber das Verhiltnis zwischen
,» Transkriptom* und ,,Proteom®, jedoch besteht in vielen Féllen keine direkte Korrelation
[Gronborg et al., 2006; Nissom et al., 2006]. Dies ist z.B. auf unterschiedliche Umsatzraten von
mRNAs, mogliche Regulationsvorgiinge auf Ebene der Translation oder unterschiedliche
Stabilititen von Proteinen zuriickzufiihren.

Mittels der Y2H-Technik konnten auf Proteinebene potentielle direkte Interaktionspartner des
HEG6-C-Terminus auf Proteinebene ermittelt werden. Diese Interaktionen miissen jedoch in Zukunft
durch alternative Methoden wie z.B. Co-Immunoprizipitation, PDZ-Pulldown oder ELISA
bestitigt werden. Im Rahmen dieser Arbeit wurden bereits erste Experimente zur in vitro
Translation und Co-IP von HE6 und CRIPT bzw. SMA4 durchgefiihrt (nicht gezeigt).

Auch fiir die Testis-exprimierten Profiline III und IV konnten auf Proteinebene imY2H-System
potentielle neue Interaktionspartner ermittelt werden. Die detektierten Interaktionen miissten
ebenfalls durch weiterfiihrende Studien im Y2H-System und alternative Methoden bestitigt
werden, bevor Aussagen iiber mogliche molekularen Funktionen der Profiline in den Keimzellen
und ihre Rolle bei der Differenzierung der Spermatiden gemacht werden konnen. Um weitere
Hinweise auf eine mogliche Interaktion der ermittelten Proteine mit den Profilinen zu erhalten,
bieten sich Co-Lokalisations-Studien mit spezifischen Antikoérpern auf Keimzellpriparaten an.
Weiterhin stehen noch funktionelle Untersuchungen der Testis-exprimierten Profiline zur PIP2-
Interaktion aus. Hierfiir und fiir weitere Studien wie z.B. ELISA, Cross-link-Studien, Dot-Overlays
oder auch fiir eine Profilin-Séule zur Affinitdtschromatographie mit Testis-Lysaten, wire eine
rekombinante Expression und Aufreinungung der Profiline geeignet. Im Rahmen dieser Arbeit
wurden bereits verschiedene Methoden zur Expression und Aufreinigung der Profiline III und IV
ausgetestet (HIS-tag, GST-tag, Poly-L-Prolin-Sdule). Jedoch gelang es noch nicht, die
Aufreinigung so weit zu optimieren, dass ausreichende Mengen an nativem Protein fiir funktionelle
Studien gewonnen werden konnten.

Um die im Rahmen dieser Arbeit erlangten Ergebnisse besser einordnen zu kénnen und um die in
vivo Funktionen der Profiline in den minnlichen Keimzellen und ihre Bedeutung fiir die
Spermatogenese und Befruchtungsfihigkeit der Spermien zu uberpriifen, wiirde sich die
Generierung von Profilin IIT / IV-KO-Miusen anbieten.
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V Zusammenfassung

Die Dynamik des Aktin-Zytoskletts bildet die Grundlage fiir die Regulation zweier zentraler
Vorginge des Fortpflanzungsgeschehens, nimlich der Spermatogenese und des transepithelialen
Fliissigkeitstransportes in den ableitenden Samenwegen.

Ein Aspekt dieser Arbeit war die Rolle des heptahelikalen HE6-Rezeptors (GPR64) beim
transepithelialen Fliissigkeitstransport im proximalen Nebenhoden. Aufgrund seiner Lokalisation in
unmittelbarer Nihe zum apikalen Aktin-Zytoskelett der Epithelzellen [Kirchhoff ef al., submitted]
konnte HE6 am Anfang eines Signaltransduktionsweges stehen, der ein Signal von der adluminalen
Seite des Epithels auf das apikale Aktin-Zytosklett und die tight junctions weiterleitet und somit
den transzelluldren und parazelluldren Fliissigkeitstransport reguliert. In dieser Arbeit konnte mit
Claudin-10, das durch die gezielte Mutation des HE6-Rezeptors in seiner Expression beeinflusst
wird, eine Verbindung des HE6-Rezeptors zu den tight junctions und dem apikalen Aktin-
Zytoskelett hergestellt werden. Claudin-10 konnte auf einen HE6-Stimulus hin iiber das apikale
Aktin-Zytoskelett die Permeabilitit der tight junctions verindern und so in eine HE6-abhingige
Regulation des parazelluldren Fliissigkeitstransports involviert sein. Eine zunidchst vermutete
direkte Interaktion des HE6-Rezeptors mit den Profilinen, vor allem dem Profilin IV, konnte in
dieser Arbeit dagegen nicht bestitigt werden, so dass die Regulation der Aktin-Dynamik mittels
Profilinen, wie in Kirchhoff et al. (2006) angenommen, unwahrscheinlich erscheint. Jedoch wurde
mit CRIPT auf Proteinebene ein anderes Zytoskelett-Protein als potentieller Interaktionspartner des
HE6-Rezeptors ermittelt, das in die intrazelluldre Signaltransduktion involviert sein konnte. Durch
eine gleichzeitige Interaktion mit dem HE6-C-Terminus und Tubulin konnte es die Schnittstelle
zwischen dem Rezeptor und dem apikalen Zytosklett herstellen, iiber das wiederum weitere
Proteine, Ionenkanéle oder Transporter reguliert werden konnen.

Ein weiterer Aspekt dieser Arbeit waren die Testis-exprimierten Profiline III und IV und ihre Rolle
bei der Ausbildung der spezifischen Zellgestalt der Spermien. Hauptexpressionsort beider Profiline
sind die ménnlichen Keimzellen. Fiir die mRNAs konnten distinkte Expressionsprofile gezeigt
werden, die mit dem Verlauf der Spermatogenese korreliert sind. Wihrend das Profilin III-Gen ein
post-meiotisches Expressionsmuster aufweist und erst in den haploiden Spermatiden zu finden ist,
sind Profilin IV-Transkripte bereits prid-/meiotisch in Spermatozyten nachzuweisen. Auf
Proteinebene sind beide Profiline mit der Phase der Spermiogenese korreliert und erst post-
meiotisch in Spermatiden vorzufinden. Jedoch sind beide in unterschiedlichen Keimzellstrukturen
lokalisiert. Profilin III ist im kompletten Akrosom runder, elongierender und reifer Spermatiden
vorzufinden, wohingegen Profilin IV in runden Spermatiden zunichst im akrosomalen Vesikel und
in reifen Spermatozoen nur im apikalen Akrosomenbereich lokalisiert ist. Zuséatzlich konnte es in
einer post-akrosomalen Struktur zwischen Akrosom und Manschette detektiert werden. Diese
zeitlich und raumlich unterschiedlichen Expressionsprofile sprechen fiir distinkte Funktionen der
Profiline wihrend der Spermiogenese. Diese Vermutung wurde durch die funktionellen Studien
und die Ergebnisse der Yeast Two-Hybrid-Library-Screenings unterstrichen. Hier zeigte sich
Profilin III als ein ,typisches® Profilin mit den charakteristischen Aktin- und Poly-L-Prolin-
Bindungseigenschaften, Profilin IV hingegen nicht. Die Interaktion des Profilin III mit Aktin und
dem FH-Protein Diaph3 lassen vermuten, dass es sich bei Profilin III um ein regulatorisches
Protein des Aktin-Zytoskeletts der Keimzellen handelt. Ebenso wie die Profiline I und II konnte es
die Aktin-Dynamik beeinflussen, in dem es in vivo durch Bildung von Profilin-Aktin-Komplexen
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oder die Bindung an F-Aktin-gebundenes Diaph3, die Aktin-Polymerisationsrate steigert [Selden et
al., 1999; Pantaloni & Carlier, 1993; Higgs, 2005]. Bei Profilin III konnte es sich also um das
»typische® Aktin-bindende Profilin der ménnlichen Keimzellen handeln, das durch direkte und
indirekte Regulation des Aktin-Zytoskelettes an der morphologischen Differenzierung der
Spermatiden, die fiir die Fertilitit des Spermium von grundlegender Bedeutung ist [Barros et al.,
1996; Kierszenbaum et al, 2003] beteiligt ist. Da dem Aktin-Zytoskelett der Spermien weiterhin
eine wichtige Bedeutung bei Membran-Umgestaltungen und intrazelluldrer Signaltransduktion
withrend der post-testikulidren Reifung der Spermien im Nebenhoden [Lin ef al., 2002] sowie bei
der Kapazitation und der Akrosomen-Reaktion [Breitbart et al., 2005; Liu ef al., 1999] zukommt,
kann eine Beteiligung des Keimzell-spezifischen Profilin III, als Aktin-regulatorisches Protein, an
all diesen Prozessen vermutet werden.

Profilin IV scheint im Unterschied zu Profilin III kein ,typisches Profilin mit den
charakteristischen ~Aktin- und Poly-Prolin-Bindungseigenschaften zu sein. Schon der
phylogenetische Vergleich und die Sequenz-Analyse lieBen vermuten, dass Profilin IV aufgrund
seiner geringen Homologie zu den anderen Profilinen und kaum konservierten funktionellen
Aminosiduren keine charakteristischen Profilin-Interaktionen eingehen kann. Dementsprechend
konnte weder in den funktionellen Studien noch im Y2H-Library Screen eine Interaktion mit Aktin
oder anderen charakteristischen Profilin-Liganden, wie z.B. Poly-Prolin-Proteinen ermittelt
werden. Es ist daher anzunehmen, dass Profilin IV im Gegensatz zu Profilin III in keiner direkten
oder sehr schwachen Interaktion mit dem Aktin-Zytoskelett steht. Moglicherweise handelt es sich
um eine Profilin-Isoform, die ihre hauptsichliche Funktion in der Signaltransduktion und weniger

in der direkten Zytoskelett-Regulation hat.
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