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1. Einleitung

1 Einleitung

Zu den Wesenszugen von Organismen gehort die Fahigkeit sich fortzupflanzen. In der
Tierwelt haben sich verschiedene Arten der Fortpflanzung entwickelt, wobei Reproduktion
und Sex zwei zentrale Prozesse sind. Reproduktion bedeutet das Hervorbringen eines
neuen Individuums. Unter Sex versteht man die Neukombination von Erbmaterial zwischen
zwei Organismen was eine sehr frihe und entscheidende Errungenschaft der Evolution war.
Reproduktion ohne Sex bringt Organismen hervor, die mit ihren Vorfahren genetisch
identisch sind. In dieser asexuellen Reproduktion vermehrt sich ein Organismus durch
einfache Zweiteilung (Amoebe) oder durch Knospung (Hydra) wodurch eine potentielle
Unsterblichkeit des Organismus erreicht wird. Vorteil dieser Fortpflanzung ist das rasche
Wachstum einer Population in guten Zeiten um zeitlich begrenzte Ressourcen optimal zu
nutzten. Sex ohne Reproduktion findet man bei Bakterien und z.B. bei Paramecium. Hier
kommt es zum Austausch von genetischem Material zwischen zwei Organismen ohne dass
sich der Organismus reproduziert. In der Geschichte des Lebens hat sich allerdings die
Kombination von Reproduktion und Sex durchgesetzt. Der entscheidende Vorteil der
sexuellen Reproduktion ist die bessere Anpassung der Organismen an die sich standig
veranderten Umweltbedingungen. Durch das Zusammenbringen von Fortpflanzung und
Neukombination des Erbmaterials sind zwei neue Prozesse entstanden. Zum einen hat sich
die Meiose als eine besondere Art der Zellteilung entwickelt, in der spezialisierte Zellen
entstehen, die die Halfte der speziesspezifischen Chromosomenanzahl besitzen. Die Meiose
ist ein Prozess in der eine diploide Urkeimzelle zu haploiden Gameten reduziert wird und
zugleich das Erbmaterial durch Austausch zwischen den ,elterlichen®, den so genannten
homologen Chromosomen neu kombiniert wird. Zusatzlich zur Meiose durchlaufen die
Keimzellen eine tief greifende Zelldifferenzierung, aus der die reifen Gameten hervorgehen.
Innerhalb des Tierreichs besitzen die Arten zwei Typen von Gameten, Eier und Spermien,
welche verschiedene Funktionen erfillen und deshalb vollig unterschiedlich gestaltet sind.
Der Zelldifferenzierungsprozess, durch den diese unterschiedlichen Typen der Gameten
hervorgehen, wird beim Ei als Oogenese und beim Spermium als Spermatogenese
bezeichnet. Da die Chromosomenanzahl der jeweiligen Spezies konstant gehalten werden
muss, ist die Befruchtung, als zweiter neuer Prozess entstanden. Bei der Befruchtung
fusionieren nun zwei haploide Gameten, Spermium und Eizelle zu einer diploiden Zygote,
woraus sich ein neues Individuum entwickelt, in dem der Genbestand beider Eltern in

neuartiger Zusammenstellung vereinigt ist.



1. Einleitung

1.1 Die Meiose

Die Meiose ist ein zentraler Bestandteil des Zelldiffernzierungsprozess der Keimzell-
entwicklung, die man in allen sexuell reproduzierenden Organismen findet. Die meisten
Kdrperzellen der hbéheren Lebewesen, sowie auch einzellige Eukaryoten, haben einen
diploiden Chromosomensatz, das heifl}t, sie besitzen von jedem Chromosom zwei homologe
Exemplare, eines geerbt von der Mutter und eines vom Vater. Das setzt aber voraus, dass
die Gameten der beiden Eltern einen haploiden Chromosomensatz aufweisen, also von
jedem Chromosom nur ein Exemplar besitzen. Ware dies nicht der Fall, wirde bei der
Fusion der Gameten in der Befruchtung der Chromosomensatz mit jeder weiteren
Generation verdoppelt.

Die Halbierung des Chromosomensatz findet in der Meiose (meioo, griech. vermindern,
verkleinern) statt. Im Gegensatz zur Mitose bei der genetisch identische Zellen entstehen,
kommt es durch die Meiose zu einer Reduktion des Chromosomensatz von diploid zu
haploid und Teile der homologen Chromosomen werden durch genetische Rekombination
Uber Kreuz ausgetauscht (vgl. Abbildung 1.1). Vor dem Eintritt in die Meiose wird die
vorhandene DNA durch eine Replikationsrunde in der S-Phase verdoppelt. Anschlielend

finden zwei aufeinander folgende Zellteilungen statt, die als Meiose | und Il bezeichnet

werden. In der Meiose |

mitosis et
durchlaufen die homologen one division

Lo :
Chromosomen  Paarung, ,,_;> o= o *

Synapsis und Rekombination "Mom®"  "Dad" -
ynap

und werden anschlielRend

. . |meiosis  two divisions
voneinander getrennt. Die

erste meiotische Teilung wird e

L
J30

somit als Reduktionsteilung 7
1 chiasma !
bezeichnet, da hier die I (= crossover)

| equalltional |

| redU(l:tionaI

,mutterlichen Chromosomen Abbildung 1.1: Vergleich zwischen Mitose und Meiose (aus

Trennung der ,vaterlichen“ und

stattfindet. Zickler und Kleckner, 1998)

In der Meiose Il werden die Schwesterchromatiden eines jeden Chromosoms, ahnlich zu den
Ereignissen in der Mitose, getrennt und auf die Tochterzellen aufgeteilt.

So entstehen in der Meiose aus einer diploiden Zelle (2n) mit doppeltem DNA-Gehalt jeweils
vier haploide Zellen (1n) mit einfachem DNA-Gehalt wobei (n) fir die Chromosomenzahl im

haploiden Genom steht.



1. Einleitung

1.1.1 Meiose |

Die Meiose | lasst sich in verschiedene Phasen unterteilen: Prophase, Prometaphase,
Metaphase, Anaphase und Telophase. In der Prophase der ersten meiotischen Teilung
erfolgt die Paarung, Synapse und Rekombination der homologen Chromosomen. Diese
Prophase | ist charakterisiert durch ihre lange Dauer, die in der Spermatogenese mehrere
Tage, und im Fall der Oogenese mehrere Jahre dauern kann. Aufgrund morphologischer
Veranderungen des Zellkerns und der Chromosomen wurde die Prophase | in funf Stadien
unterteilt: Leptotéan, Zygotan, Pachytén, Diplotan und Diakinese (Ubersicht in Zickler und
Kleckner, 1998).

Im Leptotan (leptos, griech. dinn) ist die DNA Replikation bereits abgeschlossen und jedes
Chromosom besteht aus zwei Schwesterchromatiden, die (ber Kohasin- und
Kondensinkomplexe miteinander verkniipft werden. Dadurch beginnen die Chromosomen zu
kondensieren und werden so im Lichtmikroskop als diinne Faden erkennbar. Aul3erdem
kommt es zur Bildung einer proteindsen Achse entlang eines jeden Chromosoms, die als
Axialelemente (AEs) bezeichnet werden. Weiterhin wurden kleine, proteindse,
elektronendichte Strukturen beschrieben, die als Rekombinationsknoten (RNs) bezeichnet
werden. Proteinkomponenten der RNs sind an der Suche homologer Chromosomen-
abschnitte beteiligt, was auf den Mechanismus der homologen Rekombination zurlickgeht
(Carpenter, 1975; 1979; Moens et al., 2002). Die Chromosomenenden werden U(ber
proteindse Strukturen den so genannten ,Attachment-Plates (vgl. Abbildung 1.2) an der
inneren Kernhille verankert (Liebe et al., 2004).

Im Zygotan (zygos, griech. Paar) wandern die Telomere entlang der Kernhdlle und
konzentrieren sich an der Stelle, die dem Zentrosom zugewandt ist. Die Chromosomen
strahlen in Form eines Blumenstrauf3es in das Nukleoplasma weswegen diese Struktur als
Bouquet bezeichnet wird (Scherthan et al, 1996; Zickler und Kleckner, 1998). Aullerdem
kondensieren die Chromosomen weiter und es beginnt die Verknlipfung der homologen
Chromosomen durch den sogenannten Synaptonemalkomplex (SC) einer hochkonservierten
proteindsen Struktur (Moses, 1956; Fawcett, 1956). Hierbei werden die im Leptotan
aufgebauten (AEs) homologer Chromosomen (ber Transversalfilamente (TFs) miteinander
verbunden. Es kommt somit zu einem fortschreitenden Prozess der kompletten Synapse der
homologen Chromosomen. Die Geschlechtschromosomen (X und Y) bei der mannlichen
Meiose in Saugern erfahren keine vollstandige Synapse durch den SC, sondern paaren sich
nur Uber einen kleinen homologen Bereich, der pseudoautosomalen Region. Aullerdem
weillen diese Chromosomen einen hoheren Kondensationsgrad als das restliche Chromatin
auf, wodurch sie als sogenannter ,XY-Body“ im Mikroskop erkannt werden (Solari, 1974;
Handel, 2004).



1. Einleitung

Im Pachytan (pakhus, griech. dick) sind die SCs vollstdndig zwischen den homologen
Chromosomen ausgebildet und die Synapse der homologen Chromosomen ist abge-
schlossen. Wie in Abbildung 1.2 zu sehen ist, besitzt nun der SC eine lang gestreckte

dreiteilige Struktur bestehend aus: _ .
w % Abbildung 1.2:

e Zwei parallel laufenden | Synaptonemalkomplex

AEs, die nun als Lateral- aus Medaka Fisch

elemente (LEs) bezeichnet (eigene Aufnahme).
werden, { LE: Lateralelement

e einer zentralen Region | CR: zentale Region

(CR) zwischen den zwei CE: zentales Element
LEs, die mit den TFs

durchzogen sind

TF: Transversalfilament
| AP: Attachment-Plate*

. CH: Chromatinschleifen
e und einem zentralen Ele-

ment (CE), das parallel zu
den LE im Zentrum des SC
liegt.

Je ein Chromosom ist Uber Chromatinschleifen mit je einem LE des SC assoziiert (Roeder,
1997). Die so Uber den SC verknlpften homologen Chromosomen werden als Bivalente
bezeichnet und sind im Lichtmikroskop als kurze dicke Faden erkennbar. In diesem zeitlich
langsten Abschnitt der Prophase | findet die genetische Rekombination statt, in der Teile der
homologen Chromosomen Uber Kreuz ausgetauscht werden. Diese Crossover-Ereignisse
finden an bestimmten RNs statt, die mit dem SC assoziiert sind (Zickler und Kleckner, 1999;
Carpenter, 2003; Page und Hawley, 2003). Des Weiteren bleiben die Telomere in der
inneren Kernmembran verankert, breiten sich aber wieder Uber die gesamte Kernhllle aus
(Scherthan et al., 1996; Zickler und Kleckner, 1998).

Im Diplotan (diploos, griech. doppelt) I6sen sich die SCs auf und die homologen
Chromosomen trennen sich wieder. Sie bleiben nur an den Stellen miteinander verbunden,
an denen Crossover-Ereignisse stattgefunden haben. Hier finden sich Uberkreuzungsstellen,
die als Chiasmata bezeichnet werden, wortuber die sich trennenden homologen
Chromosomen miteinander verbunden bleiben (Creighton und McClintock, 1931). In diesem
Stadium sind die Sduger-Oocyten Uber mehrere Jahre arretiert und es kommt zu einer
voribergehenden Dekondensation der Chromosomen wodurch aktive Genexpression
stattfinden kann.

Diese Genexpression kommt mit der starken Kondensation der Chromosomen in der
Diakinese (diakinein, griech. Auseinanderbewegung) zum Erliegen. Die Chiasmata und die

vier Chromatiden pro Bivalent sind im Lichtmikroskop erkennbar.



1. Einleitung

Die Prometaphase |,
in der sich die
Kernhille auflést und
sich der meiotische

Spindelapparat bildet,

stellt einen Ubergang

in die Metaphase |

dar. Hier ordnen sich pachytene metaphase | anaphase |

. i . = SC racombination o© arm ® centromare
die Bivalenten in der = nodule © cohesin * cohesin
. i sister U maonopoling spindla
Aquatorialebene an. kinetochore microtubules

Da in der Meiose | die ] ]
Abbildung 1.3: Verhalten der homologen Chromosomen in der

Schwesterchroma- Meiose I: Verknipfung der Bivalenten wahrend der Prohase | und

tiden eines Chromo- Metaphase |; Trennung der homologen Chromosomen wahrend der

soms nicht getrennt  Anaphase I (aus Page und Hawley, 2003)
werden durfen, halten

spezifische Kohasine diese zusammen. Zudem kommt es nur zu einer einseitigen Anheftung
der Spindelfasern an die Kinetochore der Schwesterchromatiden. Zu beginn der Anaphase |
I6sen sich die Chiasmata zwischen den Bivalenten auf. Somit kénnen die homologen
Chromosomen mit dem Spindelapparat zu den unterschiedlichen Polen der Zelle gezogen
werden. Das Verhalten der homologen Chromosomen wahrend der ersten meiotischen
Teilung ist in Abbildung 1.3 schematisch veranschaulicht. Es folgt die Telophase | in der es
zur Neubildung der Kernhille kommt. Das Chromatin dekondensiert und es bilden sich zwei
Zellkerne mit je einer Kopie aller autosomalen Chromosomen und ein Geschlechts-

chromosom (1n) mit je zwei Schwesternchromatiden.

1.1.2 Meiose Il

Nach einer kurzen Interphase durchlaufen die Zellen ohne zwischenzeitliche DNA-Synthese
die zweite meiotische Teilung, wobei jeweils die Schwesterchromatiden der Chromosomen
voneinander getrennt werden. Die Meiose Il lauft also ahnlich wie die Mitose ab. Wahrend
der Teilungsphasen Prophase I, Metaphase Il, Anaphase Il und Telophase Il werden die
beiden Schwesterchromatiden jedes Chromosoms voneinander getrennt und auf die
Tochterzellen verteilt. Nach Abschluss der Meiose besitzen also alle Gameten den
bendtigten haploiden Chromosomensatz, mit je einem homologen Chromosom (1n)

bestehend aus einem Chromatid.



1. Einleitung

In der Meiose ergeben sich durch die rein zufallige Verteilung ,vaterlicher* und ,mutterlicher”
Chromosomen auf die Tochterzellen 2" Mdglichkeiten (n = Chromosomenzahl im haploiden
Genom) fur die Bildung von genetisch unterschiedlicher Gameten. Diese genetische
Variation der Gameten wird durch Rekombinationsereignisse, bei denen Abschnitte
zwischen homologen Chromosomen ausgetauscht und Allele neu kombiniert werden, noch

stark erhoht.

1.2 Molekulare Architektur des meiotischen Chromosoms

Die grundlegende Funktion der Meiose ist die korrekte Segregation der Chromosomen auf
die Tochterzellen um die Chromosomenanzahl zu halbieren. Hierzu miissen zunachst in der
ersten meiotischen Teilung die homologen Chromosomen, dann in der zweiten meiotischen
Teilung die Schwesterchromatiden voneinander getrennt werden. Auflerdem werden
Abschnitte zwischen homologen Chromosomen ausgetauscht, wodurch Allele neu
kombiniert werden.

Damit diese Prozesse reguliert ablaufen kénnen, musste sich eine spezielle molekulare
Architektur der meiotischen Chromosomen entwickeln: Hierzu gehort die meiosespezifische
Kohasion und Kondensation der Schwesterchomatiden eines jeden Chromosoms und die
Aneinanderlagerung der homologen Chromosomen. Die Paarung der homologen
Chromosomen wird zum einen auf DNA-Ebene vermittelt, was auf den Mechanismus der
homologen Rekombination zuriickgeht, und zum anderen durch die Synapse uber den
Synaptonemalkomplex (SC), die auffalligste Struktur des meiotischen Chromosoms. Diese
grundlegenden Mechanismen finden in der meiotischen Prophase | statt und sind auf
molekularer Ebene miteinander verknUpft.

Im Folgenden sollen zundchst die meiosespezifische Kohasin- und Kondensinkomplexe und
deren Verteilung wahrend der Meiose beschrieben werden (vgl. 1.2.1). Anschliel’end wird
auf die Rekombination (vgl. 1.2.2) und auf die synaptische Paarung der homologen
Chromosomen (vgl. 1.2.3) ndher eingegangen. Wegen der zentralen Bedeutung des SC fir
die Meiose, und da bis jetzt nur wenig Uber den Mechanismus des SC-Aufbaus bekannt ist,
soll die Struktur, der molekularer Aufbau und die Funktion des SC zentraler Bestandteil

dieser Arbeit sein.

1.2.1 Kohéasine und Kondesine

Sowohl in der Mitose als auch in der Meiose sind die in der S-Phase duplizierten DNA-
Strdnge von der Replikation bis zur Segregation in der Anaphase Uber Kohasin- und
Kondensinkomplexe miteinander verknipft. Diese Proteinkomplexe sind von der einzelligen

Hefe bis hin zu den Saugern hochkonserviert und spielen eine wichtige Rolle in der korrekten
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Verteilung der Chromatiden auf die Tochterzellen (Nasmyth, 2001; Hearing und Nasmyth,
2003).

Kohasinkomplexe bestehen aus vier Proteinuntereinheiten (vgl. Abbildung 1.4), den zwei
.Structural Maintenance of Chromosome“-Proteinen,

SMC1 und SMC3, die mit den zwei ,Sister Chromatid Cohesin
Cohesion“-Proteinen SCC1 und SCC3 assoziiert sind

(Hirano et al., 2002; Haering und Nasmyth, 2003). Die

SMC-Proteine  bilden Heterodimere  Uber  die

ausgedehnte ,Coiled-Coil*-Domanen und formen eine SMC1/3

Klammer. Die Nicht-SMC-Proteinen SCC1 und SCC3

schlielen diese Klammer zu einer ringartigen Struktur

um die Schwesterchromatiden eines Chromosoms,

wodurch diese zusammengehalten werden. (Hirano et Seet
al., 2002; Haering und Nasmyth, 2003; Losoda et al.,

2000; Sumara et al., 2000; Gruber et al., 2003; Haering

et al., 2004). Die Trennung der Schwesterchromatiden Abbildung  1.4:  Schematische
Darstellung des Aufbaus eines

Sced

wahrend der Anaphase wird durch die Spaltung von

SCC1 durch das Enzym Separase induziert wodurch es Kohasinkomplexes  und  dessen

Untereinheiten (aus Jessberger,

zur Auflésung des Kohesinringes kommt (Nasmyth et al., 2005)

2001).

Kondensinkomplexe bestehen aus funf Proteinuntereinheiten den zwei SMC-Proteinen
SMC2/CAP-E und SMC4/CAP-C, sowie den drei Nicht-SMC-Proteinen CAP-D2, CAP-G und
CAP-H (Hirano et al., 1997; Ubersicht in Hirano, 2002). Die Aufgabe der Kondensine ist die
longitudinale Kompaktierung der Chromosomen in der Mitose und Meiose (Hirano, 2002; Yu
und Koshland, 2003).

Funktion der Kohasinkomplexe in der Meiose:

Die zwei aufeinander folgenden Zellteilungen der Meiose stellen besondere Anforderungen
an die Kohasinverteilung entlang der Chromosomen. Zur Trennung der homologen
Chromosomen in der ersten meiotischen Teilung verknipfen Kohasinkomplexe die Arme der
Schwesterchromatiden bis zur Anaphase I. Die Kohasion der Chromosomen wird jedoch am
Zentromer bis zur Trennung der Schwesterchromatiden in der in der Anaphase |l
aufrechterhalten (Valdeolmillos et al.,, 2007). Diese besondere Segregation der
Chromosomen wird vermutlich durch zeitlich kontrollierte Synthese bzw. Abbau
unterschiedlicher, teils meiosespezifischer, Kohasinuntereinheiten ermdglicht, wodurch
verschiedene Kohasinkomplexe gebildet werden kénnen (Mc Dougall et al., 2005,

Revenkova und Jessberger; 2006; vgl. Abbildung 1.5). So wird in der Meiose nheben SMC1,
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das im Zusammenhang mit der Meiose als Mitose Meiose

SMC1a bezeichnet wird, zusatzlich das

meiosespezifische SMC1B exprimiert. Zudem REC8 STAG3
ist das mitotische SCC1-Protein Rad21 in S
einigen  Kohasinkomplexen durch das smca

meiosespezifische Protein Rec8 ersetzt. Auch
das SCC2-Protein, das in der Mitose in den
Varianten SA1 und SA2 existiert, ist in

manchen Kohasinkomplexen durch das SMC3

REC8 STAG3

SMC1p

meiosespezifische Protein STAG3 ausge-

tauscht (Revenkova und Jessberger; 2006). SA1/SA2?

Aulerdem andern sich das Expressions-
muster und die chromosomale Lokalisation ::ZB
der verschiedenen Kohasinuntereinheiten im Abbildung 1.5: Schematische Darstellung
Verlauf der Meiose. So kann Rec8 wahrend verschiedener Typen von Kohesin-
der prameiotischen S-Phase, Rad21, SMC18, komplexen  (aus  Revenkova  und
SMC3 und STAG3 ab dem Leptotan Jessberger; 2006)

nachgewiesen werden. Diese Proteine

lokalisieren an den Armen und im Zentromerbereich und I6sen sich in der Metaphase I
wieder vom Chromosom (Eijpe et al., 2003; Lee et al., 2003; Kouznetsova et al., 2005; Prieto
et al, 2002; 2001; Revenkova et al., 2001). SMC1a dagegen kann nur an den
Chromosomenarmen in der meiotischen Prophase | nachgewiesen werden (Eijpe et al.,
2000; Revenkova et al., 2001). Diese spezifisches Expressions- und Verteilungsmuster der
verschiedenen Kohasinuntereinheiten zusammen mit Interaktionsstudien zwischen Kohasin-
untereinheiten deuten darauf hin, dass Rec8/STAG3/SMC1a Komplexe eine Rolle in der
Chromosomenarm-Kohasion in der Prophase | spielen wahrend die Kohasinkomplexe
Rec8/SMC1B/SMC3 und Rad21/SMC1B/SMC3 sowohl an den Chromosomenarmen in der
ersten meiotischen Teilung, als auch im Zentromer bis zur Metaphase Il lokalisieren
(Ubersicht in Revenkova und Jessberger; 2006). Weiterhin konnte gezeigt werden, dass es
in rec8 Mutanten der Hefe zu einer friihzeitigen Trennung der Schwesterchromatiden in der
Meiose | kommt (Watanabe et al., 1999). Ein weiteres meiosespezifisches Protein der Hefe
ist Rec11, welches mit Rec8 Komplexe bildet und hauptsachlich an den Chromosomen-
armen lokalisiert. Eine Rec11-Null-Mutation fUhrt dazu, dass Rec8 in der Anaphase | nicht an
den Chromosomenarmen abgespalten werden kann, was die Separation der Homologen
verhindert (Kitajima et al., 2003). Als Folge dessen wird das Voranschreiten der Meiose I
blockiert. Die unterschiedliche Lokalisation und Abspaltung der Kohasine an den

Chromosomenarmen und an den Zentromeren ermdglicht also die zwei aufeinander
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folgenden Zellteilungen der Meiose wobei zunachst die homologen Chromosomen und
anschlief3end die Schwesterchromatiden getrennt werden.

Neben der Verknupfung der Schwesterchromatiden scheinen die Kohasine weitere
funktionelle Auswirkungen auf das meiotische Chromosom zu haben. So findet in Rec8
Knockout-Mausen die Rekombination zwischen den Schwesterchromatiden anstatt zwischen
homologen Chromosomen statt (Xu et al., 2005). AuRerdem scheint in der SMC13 Knockout-
Maus die Chromosomenkondensation beeinflusst zu sein. Die Chromosomenachsen sind
stark verkirzt, was auf eine veranderte Organisation der Chromatinschleifen hinweist
(Revenkova et al., 2004). Weiterhin haben Kohasine eine Bedeutung flr den Zusammenbau
des SC. In niederen Organismen wie Saccharomyces cerevisiae oder Caenorhabditis
elegans ist das Vorhandensein von Rec8 notwendig fir die Bildung der SCs (Klein et al.,
1999; Pasierbek et al., 2001). In Vertebraten dagegen wirkt sich das Fehlen einzelner
Kohasinuntereinheiten nicht so stark auf die SC-Bildung aus, was durch die hohe Varietat
und Redundanz der Kohasine zu erklaren ist. Sowohl in der SMC1 als auch in der Rec8
Knockout-Maus kommt es zur Bildung der SCs, diese sind aber verkirzt und weisen zudem
Lucken auf (Bannister et al., 2004; Revenkova et al., 2004; Xu et al., 2005).

1.2.2 Rekombination

Homologe Rekombination, die Neukombination von DNA-Abschnitten, findet man im
gesamten eukraryontischen Tierreich, wobei die beteiligten Proteinkomponenten zwischen
Hefe und Sauger hochkonserviert sind. Bei folgenden Prozessen spielt die homologe
Rekombination eine entscheidende Rolle: Reparaturmechanismen der DNA nach
Doppelstrangbriichen in somatischen Zellen, Genumstrukturierungsereignisse in B- und T-
Lymphozyten des zelluldren Immunsystems und Austausch von Genabschnitten zwischen
~matterlich“ und ,vaterlichen“ homologen Chromosomen in der Meiose.

Die homologe Rekombination in der Meiose tragt zum einem zur genetischen Vielfalt der
Eykaryonten bei und zum anderen ist sie wichtig flr die korrekte Paarung und Trennung der
homologen Chromosomen. Die Paarung wird durch direkte DNA-DNA-Interaktion vermittelt
und fir die korrekte Trennung ist eine aus der homologen Rekombination resultierende
physikalische Verbindung zwischen den homologen Chromosomen notwendig. Die Daten
stammen aus Ubersichtsartikel, die das Thema sehr ausfiihrlich abarbeiten (Cohen et al.,
2006; de Massy, 2003; Kleckner, 2006; Paques und Haber, 1999; Zickler, 2006; Wang und
Ho66g, 2006).
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Abbildung 1.6: Mechanismus der homologen Rekombination (aus de Massy, 2003)

Mechanismus der Rekombination (vgl. Abbildung 1.6):

Der Mechanismus der homologen Rekombination beginnt mit der aktiven und kontrollierten
Einflhrung von Doppelstrangbriichen (DSBs) in das gesamte Genom. Die 5°-Enden, die
durch die DSBs entstanden sind, werden durch eine Exonuklease abgebaut, so dass an
jedem DSB ein 3"-Uberhang der DNA entsteht (vgl. Abbildung 1.6 a). Das Einfiigen der DSB
wird von der Endonuclease Spo11 katalysiert, die durch die Proteine Rad50 und Mre11
wieder von den DSBs entfernt wird. Weiterhin spielen Rad50, Mre11 zusammen mit Xrs2
eine Rolle im Abbau der 5-Enden an den DSBs. An die einzelstrangigen 3’-Uberhange
lagern sich nun das Proteine Rad51 zusammen mit seinem meiosespezifischem Homolog
Dmc1 an, unterstitzt von den Rekombinationsmediatoren Rad54, Rad52, Rad55-Rad57 und
RPA. Dieses so erzeugte Nukleoproteinfilament ist nun in der Lage doppelstrangige DNA zu
binden, sie partiell zu 6ffnen und auf Homologie zu testen, um so den entsprechenden DNA-
Abschnitt auf dem intakten homologen Chromosom zu finden. Wurde die komplementare
Region auf dem homologen Chromosom gefunden, wird in diesem Bereich die DNA-
Doppelhelix gedffnet, wodurch ein so genannter D-Loop entsteht, und das 3’-Uberhangenden
DNA-Ende wandert in das intakte Chromosom ein. Um die Paarung zwischen den

homologen Chromosomen zu stabilisieren, dehnt sich die Bindung des 3’-Uberhangenden
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DNA-Abschnitts in der DNA-Doppelhelix aus, was als ,strand extension“ bezeichnet wird.
Dieser so entstandene partielle Paarungsabschnitt zweier homologer DNA-Abschnitte in dem
jeweils ein Strang von einem der beiden homologen Chromosomen kommt, und sich durch
Fehlpaarungen zwischen den Allelen auszeichnet, nennet sich Heteroduplex. Eine solche
Heteroduplex wird von einem komplexen Reparatursystem erkannt, an dem Proteine beteiligt
sind, die Fehlpaarungen erkennen und binden (MSH2-MSHG6), Proteine mit ATPase-Aktivitat,
die mit den Proteinen der MSH-Familie Komplexe eingehen (MLH1, MLH2, MLH3, PMS2),
die DNA-Helikase BLM und die Topoisomerase TOPOIllla. Weiterhin kommt es zur DNA-
Synthese am freien 3’-Ende wobei das ungeschnittene Chromosom als Matrize dient (vgl.
Abbildung 1.6 b). Die Verknupfung der beiden homologen Chromosomen auf DNA Ebene
kann nun auf unterschiedliche Weise aufgelost werden. Dabei konnen DNA-Abschnitte
zwischen homologen Chromosonen ausgetauscht werden (Crossover-Produkte) oder nicht
(Nicht-Crossover-Produkte) und es konnen kleinere DNA-Abschnitte von einem Homologen
auf das andere Ubertragen werden (Genkonversion) was auf die ,Mismatch“-Reparatur
einzelner Basen der Heteroduplex-DNA zuriickzufiihren ist.

Fur die meiotische Rekombination gibt es zwei wichtige Modelle, die Doppelstrangbruch-
reparatur (DSBR) und das syntheseabhangige Einzelstrangannealing (SDSA), mit derer sich
die Umwandlung von DSBs in Crossover-Produkte und Nicht-Crossover-Produkte erklaren
lassen (vgl. Abbildung 1.6 c und d).

Doppelstrangbruch Reparatur (DSBR):

Im DSBR-Mechanismus wird der zweite 3’-Gberhangende DNA-Abschnitt des geschnittenen
Chromosoms in das Intakte aufgenommen und durch DNA-Synthese verlangert. Beide neu
synthetisierten 3’-Enden werden mit den 5°-Enden des geschnittenen Chromosoms ligiert
und es entsteht eine doppelte ,Holliday Junction® (dHJ), eine 4-Strang Kreuzungsstruktur, in
deren Mitte die DNA als Heteroduplex gepaart vorliegt. Die Verzweigungspunkte der dHJ
konnen auf dem Chromosom wandern was als ,branch migration® bezeichnet wird. Die
Auflosung der dHJ erfolgt durch Spaltung zweier ssDNA-Strange mit anschlieliender
Ligation. Je nachdem, welche DNA-Strange der dHJ gespalten werden, entsteht ein
Crossover-Produkt oder ein Nicht-Crossover-Produkt. Werden beide gekreuzte oder beide
nicht gekreuzten DNA-Strange gespalten, entsteht ein Nicht-Crossover-Produkt. Kommt es
zur Spaltung des Kreuzungsstranges der einen HJ und des Nichtkreuzungsstranges der
anderen HJ, entsteht ein Crossover-Produkt, was zum Austausch der Chromosomenarme
zwischen homologen Chromosomen fuhrt. Nun werden noch die Fehlpaarungen der
Heteroduplex-DNA von einem Reparatursystem erkannt und je nachdem welcher DNA-

Strang repariert wird, kommt es zur Restauration oder Genkonversion des Allels. Dient das
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ursprungliche Allel als Matrize kommt es zur Restauration des DNA-Abschnitts, wird jedoch

das Allel des homologen Chromosom als Matrize benutzt, findet eine Genkonversion statt.

Syntheseabhéangiges Strang-Annealing (SDSA):

Beim SDSA wird die Rekombinationszwischenstufe aufgelést, indem sich der neu
synthetisierte 3’-DNA-Strang vom homologen Chromosom ablést und an den anderen 3'-
Uberhang des DSBs anlagert. Hierbei entsteht eine Heteroduplex-DNA mit Fehlpaarungen
zwischen den Allelen. Die Reparatur des DSB wird durch DNA-Synthese und Ligation
vervollstandigt und es entsteht ein Nicht-Crossover-Produkt bei dem es nicht zum Austausch
der Chromosomenarme zwischen den homologen Chromosomen kommt. Die
Fehlpaarungen der Basen in der Heteroduplex-DNA werden ebenfalls repariert. Wie oben
beschrieben, kann dies zu einer Restauration des Allels filhren, wodurch die exakte DNA-
Sequenz des Chromosoms nach dem DSB wieder hergestellt wird. Oder es findet
Genkonversion statt, wobei ein Allel vom ungeschnittenen auf das homologe Chromosom

Ubertragen wird.

Strukturen der Rekombination auf dem meiotischen Chromosom

Proteine, die fur die Prozesse der homologen Rekombination verantwortlich sind, lagern sich
an die Stellen der Doppelstrangbriiche (DSBs), die somit ultrastrukturell als elektronendichte
Rekombinationsknoten (RNs) sichtbar werden. RNs sind kleine (& ca. 100-200 nm)
proteinése Strukturen auf dem Chromosom, die mit den Synaptonemalkomplex (SC)
assoziiert sind und an der Homologenpaarung und deren Rekombination beteiligt sind. Die
Proteinzusammensetzung der RNs andert sich wahrend des Voranschreitens der homologen
Rekombination in der meiotischen Prophase 1, weswegen man zwischen friihen,
transformierten und spaten RNs unterscheidet. AuBerdem gibt es Unterschiede in der
Qualitat von RNs wodurch sich die Umwandlung von DSBs in Crossover-Produkte und Nicht-
Crossover-Produkte erklaren lasst (Carpenter 1975; Clermont, 1972; Moens et al., 1995;
2007).

Frihe Rekombinationsknoten (EN) entstehen an den Stellen auf dem Chromosom, an denen
unmittelbar nach der S-Phase DSBs eingefuhrt wurden, indem sich die Proteine Rad51 und
DMC1 an die einzistrangige DNA anlagern und die Paarung des 3’-Uiberhdngenden DNA-
Abschnitte mit der jeweiligen komplementaren Region einer DNA-Doppelhelix der
homologen Chromosomen katalysieren. Solche ENs kdnnen zum ersten Mal im frihen
Leptotdn nachgewiesen werden, erreichen in der Maus-Spermatocyte eine Anzahl von
maximal 250-300 und lokalisieren an den Axialelementen (AEs) des sich aufbauenden SC
(vgl. 1.2.3). Im Ubergang vom Leptotdn zum Zygotdn &ndert sich die proteindse
Zusammensetzung der ENs. Die Proteine RPA, MSH4, MSH5, BLM und die
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Topoisomeraselll sind nun Bestandteil der Rekombinationsknoten, wahrend sich Rad51 und
DMC1 vom Chromosom abldésen. Diese so genannten transformierten Rekombinations-
knoten (TNs), deren Anzahl sich in der Maus-Spermatocyte auf ca. 200 belauft, lokalisieren
ebenfalls an den AEs und vermitteln eine strukturelle Verbindung zwischen den homologen
Chromosomen noch vor der Synapse des SC durch die TF (vgl. 1.2.3). Im Pachytan ist der
SC komplett aufgebaut und die TNs lokalisieren in der zentralen Region des SC zwischen
den homologen Chromosomen. In einer kleinen Anzahl der TNs (ca. 25 pro Maus-
Spermatocyte) ist nun das Reparaturprotein MHL1 nachweisbar. Diese spaten
Rekombinationsknoten spiegeln die Anzahl und Verteilung der Crossover-Ereignisse entlang
der homologen Chromosoms wieder und scheinen somit Orte fir die homologe
Rekombination zu sein. Alle weiteren TNs lokalisieren nun nicht mehr im Zentrum des SC
sondern assoziieren mit den LEs und werden als Nicht-Crossover-Ereignisse aufgelost
(Cohen et al., 2006; Moens et al., 2007).

1.2.3 Der Synaptonemalkomplex (SC)

Der Synaptonemalkomplex (SC) ist ein Proteinkomplex, der zwischen homologen
Chromosomen wahrend der meiotischen Prophase | ausgebildet wird. Er ist an der
synaptischen Paarung der homologen Chromosomen beteiligt und erstreckt sich Uber die
gesamte Lange der Bivalente. Aullerdem hat der SC eine zentrale Bedeutung fir die
molekulare Architektur des meiotischen Chromosoms, denn er steht in Verbindung mit den
Kohasinen und hat eine entscheidende Bedeutung flr die Rekombination der homologen
Chromosomen. Der SC ist eine in der Evolution hochkonservierte Struktur, die bereits in den
50er Jahren des letzten Jahrhunderts mit Hilfe der Elektronenmikroskopie in meiotischen
Zellen entdeckt wurde (Moses, 1956; Fawcett, 1956). SCs sind Nukleoproteinkomplexe, die
aufgrund ihrer Bestandigkeit gegeniber Nukleasen, hohen Salzkonzentrationen und
hypotonen Detergenzien den Kernstrukturelementen zugeordnet werden (Comings und
Okada, 1976; lerardi et al., 1983; Risley, 1986).

Der SC kann als leiterartige Struktur angesehen werden und besteht aus zwei parallel
angeordneten Lateralelementen (LEs), welche durch eine zentrale Region (CR) getrennt
sind. Die CR wird von Transversalfilamenten (TFs) senkrecht zu den LEs durchspannt,
welche so miteinander verbunden sind. In der Mitte des SC, parallel zu den beiden LEs,
befindet sich das zentrale Element (CE) (vgl. Abbildung 1.7).
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Transverse

Central filarmart e

Abbildung 1.7: (A) TEM-Aufnahme eines Synaptonemalkomplexes (SC) von Medaka Fisch (eigene
Aufnahme). LE: Lateralelement, CE: zentrales Element, CR: zentrale Region (B) schematische
Darstellung der Struktur des SC, unterteilt in LEs und CR, welche sich in Transversalfilamente (TFs)
und CE gliedert: auf die Achsen der seitlich gezeichneten Chromatinschleifen sind die Kondensin-
und Kohasinkomplexes (blau) aufgelagert und bilden zusammen mit den SC-Proteinen SYCP2 und
SYCP3 (grun) die LEs, die Uber die TFs (gelb) mit dem CE verbunden sind. Die Anordnung der TF-
Proteine, deren C-Termini in den LEs verankert sind und deren N-Termini in die CR ragen, ist
unterhalb des SC-Schemas dargestellt (aus Page und Hawley, 2004).

Die Bildung des SC beginnt im Leptotdn indem sich proteinése Strukturen an den
Chromosomenachsen bilden. Diese werden im Ubergang zum Zygotdn zu einer
kontinuierlichen Achse verknlpft und als Axialelement (AE) bezeichnet. Die synaptische
Paarung beginnt im Zygotan, indem sich zahlreiche Transversalfilamente (TFs) senkrecht an
den AEs anlagern und die zwei AEs eines homologen Chromosomenpaares parallel
verknipfen. Die Synapse ist im Pachytdn abgeschlossen und der SC ist nun kontinuierlich
zwischen den homologen Chromosomen aufgebaut, wobei die AEs nun als Lateralelemente
(LEs) bezeichnet werden.

Die Struktur des SC ist zwar bei innerhalb der Eukaryonten hochkonserviert, es gibt aber
Unterschiede in der proteindsen Zusammensetzung zwischen den Spezies. (Heyting, 1996;
Roeder, 1997; Schmekel und Daneholt, 1995; von Wettstein et al., 1984; Zickler und
Kleckner, 1999; Page und Hawley, 2004). Im Folgenden sollen bekannte

Proteinkomponenten des SC aus verschiedenen Spezies beschrieben werden.
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1.2.3.1 Proteinkomponenten des Synaptonemalkomplexes

Der SC wurde seit seiner Entdeckung als wichtige Struktur fur die Funktionen der Paarung
und Rekombination der homologen Chromosomen angesehen, weswegen die
Proteinzusammensetzung des SC verschiedener Organismen aufgeklart wurde. Durch die
Untersuchung der rdumlichen und zeitlichen Verteilung der Proteinkomponenten des SC
sowie durch die Herstellung und Charakterisierung von Mutanten dieser Gene konnte der
Einfluss des SC auf verschiedene Prozesse in der Meiose naher geklart werden.
Proteinkomponenten des SC wurden erstmals von C. Heyting und Mitarbeitern in Sgugern
charakterisiert. Hierzu wurden monoklonale Antikérper gewonnen, die gegen, mit SC-
angereicherten Proteinfraktionen aus Rattehoden gerichtet waren. Durch diese Antikorper
konnten Proteine mit einer molekularen Masse von 190 kDa, 33 kDa, 30 kDa und 125 kDa
identifiziert werden, die dann naher charakterisiert wurden (Heyting et al., 1989). Die cDNAs
dieser Proteine wurden nach und nach isoliert und die Proteinen auf molekularer Ebene als
SYCP1 (125 kDa, Meuwissen et al., 1992) SYCP3 (33 kDa bzw. 30 kDa; Lammers et al.,
1994) und SYCP2 (190 kDa; Offenberg et al. 1998) bezeichnet. Mit ahnlichen Ansatzen
wurde von der Arbeitsgruppe Moens die homologen Proteine von SYCP1 und SYCP3 in
Hamster, Syn1 und Cor1 (Dobson et al., 1994) identifiziert. Kiirzlich wurden drei Proteine des
CE, SYCE1, SYCE2 und TEX12, aus Sauger (Costa et al., 2005; Hamer et al., 2006), sowie
die Lateralelement Proteine SYCP1 und SYCP3 in der Fischspezies Medaka Oryzias latipes
beschrieben (Iwai et al., 2006). Weiterhin wurden verschiedene Proteine des SC der Hefe
Saccharomyces serevisiae, des Fadenwurms Caenoraptitis elegans, der Fruchtfliege
Drosophila melanogaster und in verschiedenen Pflanzen identifiziert.

Obwohl die Struktur des SC zwischen den verschiedenen Spezies hochkonserviert ist, sind
die Proteinkomponenten in den untersuchten Tier-, Pflanzen- und Pilzstdmmen auf
Aminosauresequenzebene sehr unterschiedlich und weisen, wenn Uberhaupt, eine
strukturelle Homologie in ihrer Domanenorganisation auf.

In Folgenden soll nun die rdumliche und zeitliche Verteilung dieser Verschiedenen SC

Proteine sowie deren Funktion, soweit bekannt, beschrieben werden.

Proteinkomponenten der Lateralelemente

Die Lateralelemente (LEs) eines SC sind im Elektronenmikroskop als elektronendichte
Strukturen zu erkennen, die beim Nager ca. 50 nm breit sind und sich entlang der
homologen Chromosomen erstrecken. Bekannte Proteine der LEs sind SYCP2 und SYCP3

in Saugern, SYCP3 in Medaka sowie Red1 und Hop1 in Saccharomyces cerevisiae.
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Sauger: SYCP3 (Corl)

SYCP3 wird im Leptotan zum ersten Mal nachweisbar und lokalisiert zunachst an den AE
der Chromosomen. Wahrend der Synapse der homologen Chromosomen ist SYCP3
Bestandteil der LE und verbleibt dort bis zur Auflésung des SC im Diplotan. Bis zur
Metaphase | ist SYCP3 im Centromerbreich nachweisbar (Dobson et al., 1994; Lammers et
al., 1994; Schalk et al., 1998; Pelttari et al., 2001; Eijpe et al., 2003).

SYCP3 (synaptonemal complex protein 3) bzw. Cor1 (meiotic chromosome core protein)
sind homologe Proteine aus Ratte, Maus, Mensch (SYCP3) und Hamster (Cor1). Die
Proteine bestehen aus 257 (Ratte), 254 (Maus), 236 (Mensch) bzw. 234 Aminosauren
(Hamster) und sind zwischen Saugern konserviert, besitzen aber speziesspezifische
Unterschiede (Bothelo et al., 2001). So liefert SYCP3 aus Maus und Ratte zwei Banden im
Polyacrylamidgel mit einer molekularen Masse von 30 kDa bzw. 33 kDa (Heyting et al.,
1987; Lammers et al., 1994). Die homologen Proteine aus Hamster und Mensch werden als
Einzelbande mit einer molekularen Masse von 30 kDa im Immunblot nachgewiesen (Dobson
et al., 1994; Miyamoto et al., 2003). Datenbankanalysen zwischen Ratte, Maus und Hamster
ergaben flr das SYCP3 Gene neun Exons wobei dem Exon 1 in Hamster das Startcodon
ATG fehlt, das in Ratte und Maus vorhanden ist. Das Hamster SYCP3 Gen besitzt an der
entsrechenden Position ein AAG, wodurch das Exon 1 nicht abgelesen wird. Das Startcodon
ATG scheint bei Hamster im Exon 2 zu liegen und zwar an einer Position in der auch das
Ratten und Maus SYCP3 Gen ein ATG Codon besitzt (Botelho et al. 2001). Die Analyse des
SYCP3/Cor1 Proteins ergab einen hohen Anteil an den Aminosduren Glutamin und Lysin
(Lammers et al., 1994; Dobson et al., 1994). Durch die Analyse der Aminosduresequenz
nach der Methode von A. Lupas (Lupas et al., 1991) konnten in der C-terminalen Halfte von
SYCP3 (Cor1) eine a-helikale Domane identifiziert werden, die typisch fir die Ausbildung
von ,Coiled-Coil“-Strukturen ist. Uber diese C-terminale ,Coiled-Coil“-Struktur kann SYCP3
(Cor1) homophile Protein-Protein-Interaktionen eingehen (Yuan et al., 1998; Tarsounas et
al., 1997). In der nichthelikalen N-terminalen Halfte hat SYCP3/Cor1 ein putatives Kern-
lokalisationssignal (NLS) (Chelsky et al., 1989). Weiterhin wurde in diesem Bereich ein
sogenanntes ,Motiv-A“ gefunden, was typisch fir verschiedene nukleotidbindende Proteine
ist (Walker et al., 1982). Die flankierenden Bereiche des ,Motiv-A“ lassen auf eine mdgliche
Purinbindungstelle in SYCP3 (Cor1) schlielen. Der Nachweis einer Nukleotidspezifitat
konnte allerdings noch nicht erbracht werden. Dariber hinaus besitzt das Protein
verschiedene potentielle Phosphorylierungsstellen welche tber das gesamte Molekul verteilt
sind. SYCP3 (Cor1) hat eine Zielsequenz fur eine cAMP bzw. cGMP abhéangige Protein-
Kinase (Feramisco et al., 1980), vier weitere Zielsequenzen fur die Protein-Kinase C
(Kishimoto et al., 1985) und funf potentielle Zielsequenzen fur die Casein Kinase Il (Pinna,

1990). Die Bindung von Phosphatresten an SYCP3 (Cor1) ist wahrscheinlich verantwortlich
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fur die Dissoziation des Proteins von den Chromosomen am Ende des Pachytans
(Tarsounas et al., 1999).

L. Yuan und Mitarbeiter untersuchten die homophilen Protein-Protein-Interaktions-
eigenschaften von SYCP3 um dessen Rolle im AE bzw. LE verstehen zu kénnen. Wird
SYCP3, das N-terminal einen ,FLAG-Tag“ tragt, in somatischen Zellen unabhangig von
anderen meiotischen Proteinen exprimiert, bildet SYCP3 dicke Filamente im Zellkern und
dinnere Filamente im Cytoplasma, die im Durchmesser variierten und netzwerkartige
Strukturen bildeten. Die Filamente erreichten eine Dicke von bis zu 0,5 um. Die genauere
Struktur dieser Filamente wurde im Transmissionselektronenmikroskop untersucht. Die
dickeren Filamente erschienen hier als quergestreift, wobei sich dieses Streifenmuster alle
20 nm wiederholte. Diese Filamente bestanden aus mehreren, parallel angeordneten,
dinnen Filamenten, die je einen Durchmesser von 5-10 nm hatten. Um Informationen Uber
die Funktion einzelner Domanen fur die Protein-Protein-Interaktion von SYCP3 zu erhalten,
wurden zwei verkirzte Konstrukte von SYCP3 hergestellt. Ein Teilprotein bestand aus der
N-terminalen nicht helikalen Domane (SYCP3-N, Aminosduren 2-130), das zweite Teilprotein
bestand aus der C-terminalen Halfe von SYCP3, welche die ,Coiled-Coil“-Doméane
beinhaltete (SYCP3-C, Aminosauren 125-257). Da weder SYCP3-N, noch SYCP3-C,
exprimiert in Kulturzellen, Filamente bilden konnten, scheinen also beide Domanen fir die
Filamentbildung notwendig zu sein. Es konnte zudem gezeigt werden, dass SYCP3-C mit
SYCP3 interagiert, SYCP3-N dagegen nicht. Daraus ergibt sich, dass die im C-Terminus
liegende ,Coiled-Coil*-Domane fur die Ausbildung homophiler Protein-Protein-Interaktionen
zustandig ist. Zudem wurde je ein Teilprotein mit SYCP3 in Kulturzellen koexprimiert. Wurde
SYCP3-C mit SYCP3 koexprimiert konnte SYCP3 keine Filamente mehr bilden. Die ,Coiled-
Coil*-Domane von SYCP3-C scheint mit der ,Coiled-Coil*-Domane von SYCP3 zu
interagieren wodurch die Filamentbildung gestort wird. Durch die Koexpression von
SYCP3-N mit SYCP3 wird die Filamentbildung nicht gestoért, die Filamente sind aber dliinner
als im wildtypischen Protein. Eine Ursache dafiir kdnnte sein, dass die laterale Blindelung
der diinneren Filamente zu dickeren Filamenten durch SYCP3-N gestort wird.

SYCP3 hat aber nicht nur die Fahigkeit homophilen Protein-Protein-Interaktionen
einzugehen, sondern es interagiert auch mit SYCP2 (siehe unten), einer weiteren
Proteinkomponente der LEs (Tarsounas et al.,, 1999; Pelttari et al., 2001), wobei die
konservierte ,Coiled-Coil-Doméane in SYCP2 essentiell fir die Bindung an SYCP3 ist (Yang
et al., 2006). Eine Interaktion von SYCP3 (Cor1) mit SYCP1 (Syn1), einem Protein der TFs,
welches in das LE hineinreicht (siehe unten), konnte aber weder in vivo, noch in vitro

nachgewiesen werden (Tarsounas et al., 1997; Yuan et al., 1998).
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Sauger: SYCP2

SYCP2 wird ebenso wie SYCP3 im Leptotan zum ersten Mal nachweisbar und lokalisiert
zunachst an den AE der Chromosomen. Wahrend der Synapse der homologen
Chromosomen ist SYCP2 Bestandteil der LEs und verbleibt dort bis zur Auflésung des SC im
Diplotan. Bis zur Metaphase | ist SYCP2 im Centromerbreich nachweisbar (Dobson et al.,
1994; Lammers et al., 1994; Schalk et al., 1998; Pelttari et al., 2001; Eijpe et al., 2003).
SYCP2 (synaptonemal complex protein 2) ist ein meiosespezifisches Protein. Es wurden die
homologen Proteine aus Ratte, Maus und Mensch identifiziert, die aus 1505 (Ratte),
1500 (Maus) bzw. 1530 Aminosauren (Mensch) bestehen (Offenberg et al., 1998; Schalk et
al.,, 1999; Wang et al.,, 2001). SYCP2 hat ein Molekulargewicht von 190000 bzw. eine
molekularen Masse von 173 kDa. Der Unterschied in der Wanderungsgeschwindigkeit von
SYCP2 im elektrischen Feld (M, 190000) und der vorhergesagten molekularen Masse von
173 kDa ist durch den hohen Anteil an basischen Prolinresten zu erklaren, wobei basische
Proteine langsam in Polyacrylamidgelen wandern. Durch Analyse der Aminosauresequenz
(Lupas et al., 1991) konnte im C-Terminus von SYCP2 eine kurze a-helikale Domane
identifiziert werden, die typisch fir die Ausbildung von ,Coiled-Coil“-Strukturen ist. Dieser
kurze ,Coiled-Coil“-Bereich ist zwischen SYCP2 aus Ratte, Maus und Mensch konserviert
(Yang et al., 2006). Weiterhin hat SYCP2 zwei putative Kernlokalisationssignale, mehrere
Zielsequenzen fir eine cAMP bzw. cGMP abhangige Proteinkinase, sowie weitere potentielle
Zielsequenzen fiir die p34°““Kinase. Durch Phosphorylierung dieser potentiellen
Phosphorylierungsstellen kénnte es zu strukturellen Veranderungen von SYCP2 kommen,
wodurch der Auf- und Abbau des SC reguliert werden kdnnte. Weiterhin wurden mehrere
DNA-Bindungsmotive identifiziert. Diese Motive bilden ,B-turns* und koénnten
sequenzunspezifisch mit der kleinen Furche der DNA interagieren. Sie sind in zwei
,Clustern“ angeordnet, die eine basische Domane von SYCP2 flankieren (Offenberg et al.,
1998; Schalk et al., 1999). Die Lokalisation von SYCP2 im AE bzw. LE und die potentielle
Fahigkeit DNA zu binden, lasst vermuten, dass dieses Protein an der Organisation des
meiotischen Prophasenchromatins beteiligt ist (Offenberg et al., 1998).

Da sowohl SYCP2 als auch SYCP3 an den AE/LE des meiotischen Chromosoms
Lokalisieren wurden beiden Proteine auf eine mogliche Interaktion hin untersucht. Zum einen
wurden Bindungsexperimente durchgefiihrt, indem beide Proteine in somatischen
Kulturzellen exprimiert wurden. Die ektopische Expression von SYCP2 in Kulturzellen flhrte
zur Aggregation der Molekuhle im Zellkern. Diese Aggregate I6sen sich allerdings mit
koexprimierten SYCP3 auf und die SYCP2-Molekile kolokalisieren mit SYCP3 in grof3en
filamentahnlichen Strukturen im Zellkern (Pelttari et al., 2001) was auf eine Interaktion beider
Proteine hinweist. Neben den Kolakalisationsstudien konnte Uber weitere in vitro und in vivo

Bindungsstudien bestatigt werden, dass SYCP2 und SYCP3 miteinander interagieren
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(Pelttari et al., 2001; Tarsounas et al.,, 1999). Kirzlich wurde beschrieben, dass die
konservierte ,Coiled-Coil“-Domane in SYCP2 essentiell fir die Bindung an SYCP3 ist (Yang
et al., 2006).

Medaka: SYCP3

SYCP3 ist ein meiosespezifisches Protein in der Fischspezies Medaka. Antikérper gegen
SYCP3 detektieren ein 27 kDa und ein 30 kDa Protein im Western Blot. Das Protein wird im
frhen Leptotan zum ersten Mal nachweisbar, lokalisiert an den AE und ist wahrend der
Synapse der homologen Chromosomen Bestandteil der LEs. In der Metaphase | ist SYCP3
nicht nur im Centromerbereich sondern auch an den Chromosomenarmen lokalisiert,
wodurch sich die Verteilung des Medaka SYCP3 zu dem homologen Protein in Sduger in der

Metaphase | unterscheidet (lwai et al., 2006).

S. cerevisiae: Redl und Hop1l

Red1 ist ein meiosespezifisches 95,5 kDa Protein in Saccharomyces cerevisiae, besteht aus
827 Aminosauren und ist fur die Ausbildung von AEs bzw. LEs verantwortlich ist (Rockmill
und Roeder, 1990; Smith und Roeder, 1997). Es hat einen hohen Anteil an Glutamin und
Lysin (Thompson und Roeder, 1989). Durch Analyse der Aminosauresequenz (Lupas et al.,
1991) konnten im C-Terminus von Red1 eine a-helikale Domane identifiziert werden, die
typisch fur die Ausbildung von ,Coiled-Coil“-Strukturen ist. Zudem besitzt Red1 mehrere
DNA-Bindungsmotive. Diese Motive bilden ,R-turns® und kdénnten sequenzunspezifisch mit
der kleinen Furche der DNA interagieren (Offenberg et al., 1998). Die Verteilung von Red1
entlang des AE ist diskontinuierlich. Es wird postuliert, dass Red1 die Bildung des AE am
Chromosom initiieren kann, indem sich weitere Proteinkomponenten anlagern und ein
kontinuierliches lineares Element, das AE, entsteht (Smith und Roeder, 1997). Red1 bildet
Homo-Oligomere und interagiert mit dem Protein Hop1, einem meiosespezifisches 70 kDa
Protein in Saccharomyces cerevisiae (Hollingsworth et al., 1990; Woltering et al., 2000).
Hop1 und Red1 sind an denselben Stellen auf dem Chromosom lokalisiert. Wahrend Red1
an den Chromosomen verbleibt, dissoziiert Hop1 im Laufe der Synapse. Red1 kann,
unabhangig von Hop1, an die chromosomale DNA binden, ist aber wichtig flir dessen
Rekrutierung an die Chromosomen (Smith & Roeder, 1997).

Red1 hat keine Homologie zu SYCP3 (Smith und Roeder, 1997), es weist aber strukturelle
Ahnlichkeiten zu SYCP2 auf (Offenberg et al., 1998).
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Proteinkomponenten der zentralen Region

Die zentrale Region (CR) besteht aus dem elektronendichten zentralen Element (CE),
welche parallel zu den Lateralelementen (LEs) verlauft, und den Transversalfilamenten
(TFs), die die Kluft zwischen den LEs und dem CE Uberspannen. Bei Nagern hat die CR
einen Durchmesser von 80-100 nm. Bekannte Proteine der CR sind SC48, das TF-Protein
SYCP1 und die CE-Proteine SYCE1, SYCE2 und TEX12 in Saugern sowie die TF-Proteine
SYCP1 in Medaka, Zip1 in Saccharomyces cerevisiae, SYP1 und SYP2 in
Caenorhadtitis elegans, C(3)G in Drosophila melanogaster und ZYP1 in Arabidopsis

thaliana.

Sauger: SYCP1 (Synl)

SYCP1 kann ab dem Zygotan an gepaarten homologen Chromosomen nachgewiesen
werden (Meuwissen et al., 1992; Dobson et al.,, 1994) und dissoziiert am Ende des
Pachytans von den Chromosomen (Tarsounas et al., 1999).

SYCP1 (synaptonemal complex protein 1) bzw. Syn1 (meiotic chromosome synaptic protein)
sind homologe Proteine aus Ratte, Maus, Mensch (SYCP1) und Hamster (Syn1). Die
Proteine bestehen aus 997 (Ratte), 993 (Maus), 976 (Mensch) bzw. 845 Aminosauren
(Hamster). SYCP1/Syn1 hat eine molekulare Masse von 125 kDa (Meuwissen et al., 1992,
1997; Sage et al.,, 1995; Liu et al.,, 1996; Dobson et al., 1994). Durch die Analyse der
Aminosduresequenz nach der Methode von Chou und Fasman (1978) lasst sich
SYCP1/Syn1 in drei Domanen unterteilen, eine N- und eine C-terminale globulare Domane,
die durch eine zentrale a-helikale Domane getrennt sind. Die N-terminale Domane besteht
hauptsachlich aus sauren Aminosaureresten und enthalt keine strukturellen Motive. Der C-
Terminus dagegen ist aus Uberwiegend basischen Aminosaureresten aufgebaut und weildt
verschiedene Motive auf. Hier wurden z.B. mehrere DNA-Bindungsmotive identifiziert. Diese
Motive bilden ,R-turns“ und kdénnten sequenzunspezifisch mit der kleinen Furche der DNA
interagieren. Aullerdem konnte in dieser Doméane eine potentielle Zielsequenz fir die
p34°“Kinase, und ein putatives Kernlokalisationssignal identifiziert werden. Die lange
zentrale a-helikale Domane kann ,Coiled-Coil“-Strukturen ausbilden. Hier konnte ein
.Leucinzipper®, ein weiteres DNA-Bindungsmotiv, identifiziert werden. Zudem wurden
mehrere Zielsequenzen fir eine cAMP bzw. cGMP abhangige Proteinkinase und eine
Tyrosinkinase identifiziert. AuRerdem liegen 12 potentielle Zielsequenzen der Proteinkinase
C Uber das gesamte Protein verteilt (Meuwissen et al., 1997). Durch Phosphorylierung der
potentiellen Phosphorylierungsstellen kénnte es zu strukturellen Veranderungen von SYCP1
(Syn1) kommen, wodurch der Auf- und Abbau des SC reguliert werden kénnte (Meuwissen

et al, 1997). SYCP1/Syn1 bildet Homodimere mit einer stabférmigen zentralen
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,Coiled-Coil“-Doméane, die von zwei kleineren globuldren Domanen flankiert ist, ahnlich der
Struktur von Myosin oder Intermediarfilamenten (Roeder, 1997).

Verschiedene Versuche zeigten, dass ein TF, dass von einem LE durch das CE zum
anderen LE reicht, aus zwei, Kopf an Kopf angeordneten, SYCP1 Dimeren besteht. Dabei
sind die C-terminalen Enden der SYCP1 Dimere in den LEs verankert und die N-Termini
lokalisieren im CE (Dobson et al., 1994; Liu et al., 1996; Schmekel et al., 1996). Zudem
bildet SYCP1 die Grundstruktur der CR wobei die Weite der CR von der Lange der
a-helikalen Domane von SYCP1 abhéngig ist (Ollinger et. al., 2005). Die N-terminalen
Bereiche der SYCP1-Dimere scheinen eine Aufgabe in der Rekrutierung von Proteinen des
CE, SYCE1 und SYCEZ2, zu haben (siehe unten; Costa et. al., 2005).

Sauger: SC48:

SC48 ist ein meiosespezifisches 48 kDa Protein der Ratte dessen Proteinsequenz nicht
bekannt ist. Es wurde Uber einen monoklonalen Antikérper in der CR des gepaarten SC
lokalisiert.  Auerdem  konnte SC48 durch Zellfraktionierungsexperimente  als

Kernstrukturprotein charakterisiert werden (Smith und Benavente, 1992).

Sauger: SYCE1

SYCE1 (synaptonemal complex central element 1) ist ein meiosespezifisches 329 Amino-
sauren groles Protein der Maus. Nach Computerberechnungen besitzt SYCE1 vier
potentielle ,Coiled-Coil“-Domanen, darlber hinaus wurden aber keine weiteren markanten
Motive identifiziert. Uber Datenbankanalysen wurden orthologe Proteinsequenzen in
Saugern gefunden. SYCE1 lokalisiert am CE des SC. Es konnte gezeigt werden, dass
SYCE1 mit sich selbst, mit SYCE2 und mit dem N-Terminus von SYCP1 interagieren kann
(Costa et. al., 2005; Bolcun-Filas et. al., 2006)

Sauger: SYCE2

SYCE2 (synaptonemal complex central element 2) ist ein meiosespezifisches 171 Amino-
sauren grolles Protein der Maus. Nach Computerberechnungen besitzt SYCE2 eine
potentielle ,Coiled-Coil“-Domane. Aufierdem wurde in der Sekundarstruktur des Proteins
eine lange Haarnadelschleife (a-haipin-Struktur) identifiziert, die Teil einer neuen
konservierten Domane ist. Die Haarnadelschleife besteht aus zwei Helices, die durch einen
kurzen Loop getrennt sind. Diese Sekundarstrukturen befinden sich haufig an
Proteinoberflachen, wo sie eine enge Kurve bilden, mit der sich die Polypeptidkette wieder in
das Innere des Proteins zuriickwindet (Lodisch 2001). Uber die Funktion dieser
konservierten Domane in SYCE2 ist allerdings nichts bekannt. Uber Datenbankanalysen

wurden orthologe Proteinsequenzen in Sduger, Huhn, Frosch und Fisch gefunden. SYCE2
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lokalisiert am CE des gepaarten SC. Es konnte gezeigt werden, dass SYCE2 mit sich selbst,
mit SYCE1 und mit dem N-Terminus von SYCP1 interagieren kann (Costa et. al., 2005;
Bolcun-Filas et. al., 2006).

Sauger: TEX12

TEX12 (testis expressed sequence 12) ist ein meiosespezifisches 14 kDa Protein der Maus,
dass keine markanten Proteindomanen aufweit. Uber Datenbankanalysen wurden
orthologe Proteinsequenzen in Sduger und Zebrafisch gefunden. TEX12 lokalisiert am CE
des gepaarten SC und interagiert mit SYCE2 (Hamer et. al., 2006).

Medaka: SYCP1
SYCP1 ist ein meiosespezifisches Protein in Medaka mit einer molekularen Masse von
104 kDa. Es kann an gepaarten Chromosomen nachgewiesen werden und scheint fir die

Ausbildung von TFs verantwortlich zu sein (lwai et al., 2006).

S. cerevisiae: Zipl:

Zip1 ist ein meiosespezifisches Protein in Saccharomyces cerevisiae, besteht aus
875 Aminosduren und hat eine molekulare Masse von 125 kDa. Obwohl Zip1 keine
Aminosauresequenzhomologie zu SYCP1 (Syn1) besitzt, besteht eine strukturelle
Ahnlichkeit zwischen diesen Proteinen (Roeder, 1997). Es lasst sich, ebenso wie SYCP1
(Syn1), in drei Domanen unterteilen: eine kurze N- und eine C-terminale globulare Domane
die durch eine zentrale a-helikale Domane, welche ,Coiled-Coil“-Strukturen ausbilden kann,
getrennt sind (Sym et al.,, 1993; Sym und Roeder, 1995) Zip1 kann an gepaarten
Chromosomen nachgewiesen werden und ist fir die Ausbildung von TFs verantwortlich
(Sym et al., 1993). Analog zu Saugern bestehen die TFs aus je zwei Zip1-Dimeren, wobei
die N-Termini in der CR und die C-Termini im LE lokalisieren (Dong und Roeder, 2000).

C. elegans: SYP-1; SYP-2

Syp-1 und Syp-2 sind meiosespezifische Proteine in Caenorhadtitis elegans. Syp-1 besteht
aus 484 Aminosauren und Syp-2 setzt sich aus 213 Aminosauren zusammen (MacQueen et
al.,, 2002; Colaiacovo et al.,, 2003). Beide Proteine bestehen aus einer N- und einer
C-terminalen globuldren Domane die durch eine zentrale a-helikale Domane, welche
,Coiled-Coil“-Strukturen ausbilden kann, getrennt sind. Syp-1 und Syp-2 bilden zusammen
die strukturelle Einheit der TFs des SC da sowohl in der syp-1 Mutante als auch in der syp-2
Mutante keine synaptische Paarung der homologen Chromosomen stattfinden kann
(Colaiacovo et al., 2003; Colaiacovo 2006). Die Orientierung der beiden Proteine in der CR

und der Mechanismus des TF-Aufbaus konnte allerdings noch nicht geklart werden.
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Drosophila: C@3)G

C(3)G ist ein meiosespezifisches Protein in Drosophila melanogaster und besteht aus 744
Aminosauren. Es Iasst sich in eine N- und eine C-terminale globulare Domane und in eine
ausgepragte, zentralen a-helikalen Domane, welche ,Coiled-Coil“-Strukturen ausbilden kann,
unterteilen (Page & Hawley, 2001). C(3) G kann an gepaarten Chromosomen nachgewiesen

werden und ist fiir die Ausbildung von TFs verantwortlich (Page und Hawley, 2004)

A. thaliana: ZYP1 (AAD10695)

ZYP1, ein meiosezpezifisches Protein in Arabidopsis thaliana, wurde mittels Computerana-
lysen aufgrund der strukturellen Homologie zu anderen bekannten TF-Proteinen identifiziert
(Bogdanov et al., 2003; Higgins et al., 2005). Dieses Protein kann in der CR an gepaarten
Chromosomen nachgewiesen werden und da sich ohne ZYP1 keine SCs ausbilden kénnen

wird das Protein als wichtig fir die Ausbildung von TFs beschrieben (Osman et al., 2006).

1.2.3.2 Organismen ohne Synaptonemalkomplex

Obwohl der SC in den meisten Spezies eine weit verbreitete Struktur der ersten meiotischen
Teilung ist, gibt es einige Organismen, die wahrend der Meiose keinen SC ausbilden. Zu
diesen zahlen unter anderem die Spalthefe Schizosaccharomyces pombe, der Pilz
Aspergillus nidulans und mannliche Fruchtfliegen Drosophila melanogaster (Olson et al.,
1978; Egel-Mitani et al., 1982; Meyer, 1960; Rasmussen et al., 1973). In diesen Organismen
findet eine Paarung der homologen Chromosomen ohne die Bildung einer SC-Struktur statt.
Die Paarung der homologen Chromosomen muss demzufolge durch andere Mechanismen
ermoglicht werden. Beispielsweise sind in Schizosaccharomyces pombe entlang der
Chromosomenachsen ,lineare Elemente“ erkennbar (Olson et al., 1978; Bahler et al., 1993),
die den AEs bzw. den LEs ahnlich sind. Hier findet zwar homologe Rekombination statt aber
Crossover-Produkte entstehen in einer grolRen Anzahl und unreguliert. Drosophila Mannchen
bilden im Gegensatz zu den Weibchen wahrend der Meiose keine SC-Struktur aus (Meyer,

1960; Rasmussen, 1973) und es findet keinerlei Rekombination statt (Morgan, 1912).

1.3 Die Funktion des SC und dessen Proteinbestandteile

Die Entdeckung neuer Proteinbestandteile des SC in verschiedenen Organismen, sowie
deren cytologische Untersuchung und genetische Manipulation waren wichtige Schritte um
die Funktion des SC in den entschiedenen Vorgangen der Meiose besser einordnen zu
konnen. Weitergehend wurden die wechselseitigen Abhangigkeiten von Paarung, Synapse

und Rekombination der homologen Chromosomen besser verstanden. Die Funktion des SC
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innerhalb dieser Vorgange ist die synaptische Paarung der homologen Chromosomen und
die Stabilisierung der Homologenpaarung im Pachytan, sowie die fehlerfreie Segregation der
Homologen auf die Tochterzellen. Weiterhin ist das korrekte Voranschreiten der homologen
Rekombination zu Crossover-Ereignissen vom SC abhangig (Moens et al., 2002; Kleckner
2006).

Um die Funktion der AEs bzw. der LEs in Sdugern zu untersuchen, wurden Maus-Mutanten
fur die beiden Hauptproteinkomponenten SYCP2 und SYCP3 hergestellt. In der SYCP2
JKnockout“-Maus wurde die C-terminale ,Coiled-Coil“-Doméane deletiert, die flr die
Anlagerung von SYCP3 verantwortlich ist. Die SYCP3 ,Knockout“-Maus ist eine Nullmutante.
In beiden Maus-Mutanten kdnnen sich keine AEs bzw. LEs ausbilden. Weibliche Maus-
Mutanten sind fruchtbar, haben aber eine geringere Anzahl an Nachkommen. Es entstehen
aneuploide Keimzellen, aus denen Embryonen hervorgehen, die bereits im Mutterleib
sterben. In mannlichen Maus-Mutanten kommt es zum Abbruch der Spermatogenese und
die Tiere sind steril. (Pelttari et al., 2001; Yuan et al., 2000; 2002; Yang et al., 2006; Wang
und H68g, 2006). Aulderdem wurde klrzlich die Identifikation einer Mutation von SYCP3 in
Mensch publiziert, die zu einer Verkirzung des C-Terminus fluhrt und schon bei
Heterozygoten Azoospermie zur Folge hat (Miyamoto et al., 2003). Es konnte zudem
festgestellt werden, dass das Fehlen von AEs bzw. LEs einen Einfluss auf die Reparatur der
DSBs und somit auf die homologe Rekombination hat (Wang und Hé6g, 2006).

Um die Rolle der AEs bzw. der LEs bei der Fertilitdt und in der homologen Rekombination
besser zu verstehen, wurde die Oogenese und Spermatogenese in SYCP3” Mausen naher
untersucht. Fehlt SYCP3, kdnnen keine AEs bzw. LEs ausgebildet werden, und es kommt zu
keiner Anlagerung von SYCP2 an Chromosomen. Aber auch ohne diese AEs bzw. LEs
kommt es zur Anlagerung von Proteinen, die fir die Rekombination zustandig sind, die
Bindung dieser Proteine ans Chromosom ist aber nicht so stabil wie im Wildtyp. Ohne AEs
bzw. LEs ist die Chromosomenkondensation beeinflusst. Die Chromosomen sind doppelt so
lang wie im Wildtyp (Yuan et al., 2002; Liebe et al., 2004). AuRerdem ist die Synapse der
homologen Chromosomen gestort. Die TFs kénnen sich zwar zwischen den homologen
Chromosomen anlagern, sind aber im Gegensatz zur normalerweise kontinuierlichen
Verteilung im Wildtyp, lickenhaft angeordnet (Liebe et al., 2004). Die Ausbildung von
Crossover-Produkten ist mdglich, allerdings ist deren Anzahl im Vergleich zum Wildtyp
reduziert. Wang und Hé6g (2006) konnten kiirzlich zeigen, dass es in SYCP3" Oocyten zu
einer verspateten Ablosung verschiedener Rekombinationsproteine vom Chromosom in der
Prophase | kommt. Die AEs bzw. LEs scheinen demnach eine essentielle Rolle fir den
Reifnungsprozess von DSBs zu Crossover-Produkten im Zeitfenster der Prophase | zu
spielen (Liebe et al., 2004; Kleckner, 2006; Wang und H66g, 2006). Weiterhin scheinen die

LEs einen Einfluss auf die Ablésung der Kohasinkomplexe an den Chromosomenarmen im
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Diplotdn zu haben (Kouznetsova et al., 2005). Die reduzierte Anzahl von Crossover-
Produkten und das vorzeitige Auflésen der Armkohasion kénnte die Segregation der
homologen Chromosomen beeinflussen, wodurch aneuploide Keimzellen entstehen, womit
die Stérung der Fertilitat zu erklaren ware.

Die Funktion der CR wurde in SYCP1 und SYCE2 ,Knockout‘“Mausen sowie in
Zip1-Null-Mutanten bei Saccharomyces cerevisiae untersucht.

In SYCP1 und SYCE2 Maus-Mutanten konnen sich zwar die AEs bilden, aber obwohl die
Initiation der Homologenpaarung nicht beeinflusst ist, kommt es zu keiner synaptischen
Paarung der homologen Chromosomen durch die TFs und es findet kein Crossover-
Ereigniss statt (de Vries et al., 2005; Bolcun-Filas et al., 2007). Zipl-Mutanten kénnen
ebenfalls keinen SC aufbauen. Die Homologenpaarung und die Bildung der AE findet zwar
statt, aber es erfolgt keine Synapse (Nag et al., 1995; Rockmill et al., 1995; Sym et al.,
1993). Die Anzahl der Nicht-Crossosver-Rekombinationsereignisse ist im Vergleich zum
Wildtyp unverandert, die Reifung dieser zu Crossover-Produkte ist aber verringert (Sym et
al., 1993; Sym und Roeder, 1994). Weiterhin weisen die verbleibenden Crossover-Produkte
keine Interferenz auf (Tung und Roeder, 1998). Unter Interferenz versteht man die
Regulation der Crossover-Produkte auf dem Chromosom, welche bewirkt, dass ein
Crossover an einem Lokus die Wahrscheinlichkeit eines Crossovers an einem benachbarten
Lokus verringert. Die Entscheidung, welcher DSB spater zu einem Crossover-Produkt
umgewandelt wird, findet schon bei der Bildung des DSB, noch vor der SC Bildung, statt. Da
die Synapse der homologen Chromosomen an den DSB beginnt (Keeney, 2001), die zu
Crossover-Produkten reifen, kénnte der SC eine wichtige Rolle bei der Stabilisierung der
zukinftigen Crossover-Produkte haben und den Achsenaustausch bei Crossover zu
unterstitzen (Bomer et al., 2004). Dazu stimmt auch die Beobachtung, dass Organismen wie
Schizosaccharomyces pompe und Aspergillus, die keine SCs besitzen eine Grof3e Anzahl
von unregulierten Crossover-Produkten haben (Egel-Mitani et al., 1982; Kleckner, 2006).

Der SC scheint also eine essentielle Rolle fir den Reifungsprozess von DSBs zu Crossover-
Produkten zu haben. Hierzu passt auch, dass, im Gegensatz zu Saccharomyces cerevisiae
und Saugern die Paarung der homologen Chromosomen und die Bildung des SC bei
Caenorhadtitis elegans und Drosophila melanogaster unabhangig von DSBs ablauft, deren
Reifung zu Crossover-Produkten aber vom SC abhangt. Es wird vermutet, dass bestimmte
Chromatinbereiche, so genannte Paarungszentren, flr die Aneinanderlagerung der
homologen Chromosomen verantwortlich sind (Colaiacovo et al., 2003; MacQueen et al.,
2002). Die Einflhrung von DSBs erfolgt bei beiden Organismen erst nach der SC-Bildung.
Bei fehlender SC-Bildung werden DSBs erzeugt, die Reifung von DSBs zu Crossover-
Produkten kommt jedoch véllig zum erliegen (Colaidcovo et al., 2003; MacQueen et al.,
2002; Page und Hawley, 2001).
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1.4 Struktur und Funktion von Proteinen

Wie unter 1.2.3.1 beschrieben besteht SYCP3 der Ratte aus 257 Aminosauren und besitzt
eine, im C-Terminus liegende, a-helikale Region, die mit hoher Wahrscheinlichkeit eine
,Coiled-Coil“-Domane ausbildet. Umgeben ist die a-helikale Region von zwei nicht-helikalen
Doméanen. Und obwohl sich die SYCP3-Sequenzen innerhalb der Sauger auf
Aminosaureebene unterscheiden weisen die Proteine eine strukturelle Homologie in ihrer
Doméanenorganisation auf und fungieren als Hauptstrukturkomponente der Lateralelemente
(Lammer et al., 1994; Dobson et al., 1994; Tarsounas et al., 1997; Yuan et al., 1998; 2000;
Liebe et al., 2004).

Man geht davon aus, dass die Funktion von Proteinen von deren dreidimensionalen Struktur
abhangig ist, die wiederum durch die Aminosauresequenz festgelegt wird. So kann man Gber
die Primarsequenz von Proteinen auf ihre Sekundar- und Tertiarstruktur, ihre
Modifikationsfahigkeit und somit auf deren Funktion schlieRen. Mit Datenbankanalysen kann
man Aminosaurensequenzen bekannter Proteinen mit bekannter Funktion mit unbekannten
Proteinen vergleichen und so Riickschliisse auf die Funktion von Domanen innerhalb eines
Proteins ziehen. AuRerdem kann man durch den Vergleich von Aminosaurensequenzen aus
verschiedenen Organismen Verwandschaftsbeziehungen zwischen Organismen sehr genau
untersuchen. Ahneln sich Proteine in ihrer Aminoséuresequenz spricht man von homologen
Proteinen, die in der Evolution aus einem gemeinsamen Vorlauferprotein hervorgegangen
sind. Je gréler die Sequenzahnlichkeit zwischen Proteinen ist, desto naher verwandt sind
Organismen miteinander.

Proteine sind aus Aminosauren aufgebaut, welche die monomeren Untereinheiten darstellen.
Alle Aminosauren besitzen ein a-Kohlenstoffatom, dass mit einer Aminogruppe (-NH.), einer
Carboxylgruppe (-COOH), einem Wasserstoffatom (-H) und einer variablen Seitenketten, die
von Aminosaure zu Aminosaure in Grélke, Form, Ladung, Hydrophobizitdt und Reaktivitat
unterschiedlich sind, verbunden ist. Man kann die Aminosauren aufgrund ihrer
Wasserl6slichkeit in  hydrophile (wasserldslich) und hydrophobe (wasserabweisend)
unterteilen. Aminosauren werden Uber eine Peptidbindung zu linearen, unverzweigten Ketten
zusammengefligt, wobei die Abfolge der Aminosauren als Primarstruktur eines Proteins
bezeichnet wird. Als Sekundarstruktur bezeichnet man die lokale Faltung einzelner Teile der
Aminosaurekette wie z.B. a-Helices, B-Faltblatter oder Haarnadelschleifen. Die endgultige
dreidimensionale Struktur eines Proteins wird als Tertiarstruktur bezeichnet. Bilden mehrer
Proteine miteinander einen Komplex spricht man von einer Quartarstruktur. Enthalten
Proteine innerhalb einer hohergeordneten Konformation strukturelle und funktionelle Module,
spricht man von einer Domane. Weiterhin konnen Proteine nach ihrer Synthese auf

verschiedene Weise modifiziert werden, sodass sich ihre Struktur und Funktion andern.
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Die , Coiled-Coil“-Domane

Eine besondere Art der Proteinfaltung ist die ,Coiled-Coil“-Organisation, die der
Dimerisierung von Proteinen dient. Da auch SYCP3 dieses Strukturmotiv ausbilden kann und
die Funktion der ,Coiled-Coil*-Domane die Vermittlung einer homophilen Protein-Protein-
Interaktion zwischen den SYCP3-Molekiilen zu sein scheint (Yuan et al., 1998; Tarsounas et

al., 1997), soll im folgendem naher darauf eingegangen werden.
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Abbildung 1.8: (A) Modell einer a-Helix; (B) Modell eines ,Coiled-Coil*-Dimers, (aus Lodisch
2001), (C) Schema eines parallelen ,Coiled-Coil“-Dimers in Aufsicht (aus Mason und Arndt,
2004)

Voraussetzung fur die stabile Dimerisierung von Proteinen ist die Ausbildung einer
a-helikalen Sekundarstruktur. Als a-Helix bezeichnet man eine gleichmafige, spiralférmige
Konformation in einem Proteinabschnitt. In einer a-Helix geht der Sauerstoff der
Carboxylgruppe der einen Peptidbindung eine Wasserstoffbriicke mit dem Wasserstoffatom
ein, das sich in der Aminogruppe der viertnachsten Aminosaure befindet. Auf eine Windung
entfallen in einer a-Helix 3,6 Aminosauren, wobei die Seitenketten auf der Oberflache des
Zylinders nach aufden zeigen (vgl. Abbildung.1.8 A). Eine ,Coiled-Coil“-Domane besteht aus
zwei a-Helices, die linksgangig umeinander gewunden sind und auf diese Weise eine
stabchenformige Struktur ausbilden (vgl. Abbildung. 1.8 B). Wahrend regulare a-Helices eine
Windung pro 3,6 Aminosaureresten aufweisen, ist durch die Verwindung zweier a-Helices in
einer,Coiled-Coil“-Domane diese Zahl auf 3,5 Reste pro Windung herabgesetzt. Also bilden
sieben Reste einer a-Helices, ein so genanntes Heptad, zwei Windungen in einer ,Coiled-

Coil“-Domane. Die Heptaden der a-Helices werden von a bis g durchgezahlt wobei die
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Aminosauren an erster (a) und an vierter (d) Position hydrophob sind und entlang der
Helixoberflache einen hydrophoben Streifen bilden. Zwei Helices lagern sich aufgrund der
hydrophoben Streifen zusammen und bilden so das Zentrum der stabférmige ,Coiled-Coil“-
Doméane das vom Wasser abgeschirmt ist (vgl. Abbildung 1.8 B). Die Ubrigen Reste sind
meist polar und ragen in die wassrige Umgebung. Es handelt sich bei der Faltung zur
,Coiled-Coil“-Struktur also um einen hydrophoben Kollaps. Zusatzlich kénnen die Reste (e)
und (g), Positionen, die oft von geladenen Resten eingenommen werden, die Bindung
zwischen den Helices verstarken, indem sie elektrostatische Wechselwirkungen aufbauen
(vgl. Abbildung 1.8 C).

Fir die Faltung von ,Coiled-Coil“-Domaénen ist in vielen Proteinen, die dieses Strukturmotiv
aufweisen, ein kleiner Bereich ausschlaggebend, von dem aus die Faltung ihren Anfang
nimmt. Dieser Bereich wird als ,Schaltersequenz® (,trigger sequence®) bezeichnet und wurde
unter anderem in Myosin gefunden (Kammerer et al., 1998). Die Zusammensetzung mit
einer wiederkehrenden Folge von sieben Aminosauren mit definierten Eigenschaften lasst es
relativ einfach zu, aufgrund der Primarstruktur die Ausbildung einer ,Coiled-Coil“-Doméane
zwischen zwei Proteinen vorherzusagen. Die Primarsequenz der a-helikalen Doméane und
der Ubereinstimmung der Heptadabfolge entscheidet darliber, welche Proteine miteinander
parallele oder antiparalle Hetero- oder Homodimere bilden. Aulerdem ist die Abfolge an
Heptaden in vielen Proteinen von so genannten ,Linker‘-Regionen unterbrochen wodurch

ebenso reguliert wird, welche Proteine miteinander Dimerisieren kénnen.

1.5 Modellsystem: Spermatogenese

Die Meiose ist wegen ihrer grundsatzlichen Bedeutung fur die geschlechtliche Fortpflanzung
schon seit ihrer Entdeckung ein Prozess, der in den verschiedensten Organismen Uber
zytologische Methoden untersucht wurde. Die zunehmende Ausweitung auf molekulare
Aspekte und die gezielte Herstellung von Mutanten wurde in einigen wenigen
Modellorganismen durchgefihrt. Am besten untersucht ist dabei die Backerhefe
Saccharomyces cerevisiae aber auch die Spalthefe Schizosaccharomyces pombe. Unter
den Metazoa haben sich fiur die Meiose, wie auch fir die verschiedensten Richtungen der
Molekularbiologie, der Fadenwurm Caenorhabditis elegans, das Insekt Drosophila
melanogaster, die Pflanze Arabidopsis thaliana und verschiedene Spezies der Sauger wie
Ratte, Maus und Mensch bewahrt.

Schwerpunkt dieser Arbeit ist es, ein besseres Verstandnis tber die Ausbildung von SCs bei
Nagern zu erlangen, weswegen im Folgenden auf die Sauger-Spermatogenese naher

eingegangen wird.

-28 -



1. Einleitung

1.5.1 Aufbau des Hodens und Nebenhodens bei Sdugern

Der Hoden ist ein paarig angelegtes mannliches Geschlechtsorgan das Spermien und
Sexualhormone produziert. Er ist von einer dicken Bindegewebskapsel umgeben (Tunica
albuginea), von der sich Septen (Septula testis) in das Innere des Hodens ziehen und diesen
in Hodenlappchen (Lobuli testis) unterteilen. Die Hodenlappchen erhalten zahlreiche, stark
gewundene Samenkanalchen (Tubuli seminiferi contorti) die in das Rete testis minden.
Zwischen den Tubuli seminiferi liegt das Hodeninterstitium, welches lockeres Bindegewebe,
Gefalle, Nerven und Testosteron-bildende interstitielle Zellen, die Leydig-Zwischenzellen,
enthalt. Die Wand der Hodenkanalchen besteht aus Bindegewebshaut (Tunica propria),
einer Basalmembran und dem Keimepithel. Das Keimepithel enthalt Keimzellen in
verschiedenen Stadien der Spermatogenese. Die Spermatogonien befinden sich am
aulleren Rand und geben die sich differenzierenden Tochterzellen nach innen ab, die
wahrend der Differenzierung immer weiter in Richtung eines zentralen Lumens wandern, in
welches die Spermatozoen schliellich abgegeben werden. Die somatischen Sertolizellen
hillen die verschiedenen Keimzellstadien ein und erfilllen Schutz- und Versorgungs-
funktionen. An der Basalmembran liegen schmale Muskelzellen, die bei Kontraktion dem
passiven Transport der Spermien Richtung Nebenhoden dienen. Das Rete testis setzt sich in
die Ductuli efferentes fort, welche die Tunica albuginea dort durchbrechen, wo der Hoden mit
dem Nebenhoden verwachsen ist. Der Nebenhoden (Epididymis) 1alt sich in Kopf, Kérper
und Schwanz gliedern (Caput-, Corpus-, Cauda epididymidis). Im Nebenhodenkopf gehen
die Ductuli efferentes in den Nebenhodengang (Ductus epididymidis) Uber dessen distales

Ende im Nebenhodenschwanz in den Ductus deferens mindet.

1.5.2 Spermatogenese bei Saugern

Die Spermatogenese ist der Prozess, in dessen Verlauf aus diploiden mannlichen
Stammzellen haploide Spermien hervorgehen. Es handelt sich um einen kontinuierlichen
Prozess, der in den Samenkanalchen (Tubuli seminiferi contorti) der Hoden wellenformig
ablauft (vgl. Abbildung 1.9).

Frihe Stadien der Spermatogenese bezeichnet man als Stamm-Spermatogonien, welche
peripher an der Basalmembran der Samenkanadlchen liegen. Wahrend einige der
Spermatogonien mehrere mitotische Zellteilungen durchlaufen und aufgrund ihrer weiteren
Differenzierung in Spermatogonien des Typs A, intermedidre Spermatogonien und
Spermatogonien des Typs B unterteilt werden, verbleiben andere weiterhin im
Stammzellstadium. Aus den Spermatogonien des Typs B gehen die primaren Spermatozyten
hervor, welche in die Prophase | der ersten meiotischen Teilung eintreten. Wahrend des

Praleptotans erfolgt die letzte DNA Replikation der Spermatogenese. In den folgenden
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Stadien Leptotdn, Zygotdn und Pachytan, findet die Chromosomenpaarung und
Rekombination statt. Nach der ersten Reifeteilung entstehen aus einer primaren
Spermatozyte zwei haploide sekundare Spermatozyten, die nach einer kurzen Interkinese
die zweite Reifeteilung durchlaufen. Am Ende entstehen vier haploide Spermatiden, die nun
in der Nahe des Lumens der Samenkanalchen liegen. Wahrend des gesamten
Entwicklungsprozesses sind Gruppen von Keimzellen durch zytoplasmatische Briicken

miteinander verbunden, welche die synchrone Entwicklung garantieren.
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Abbildung 1.9: Aufbau des Hodens. Von links nach rechts sind schematische der Hoden mit
Nebenhoden und Samenleiter, ein Querschnitt eines Hodenkanalchens und ein vergrolerter

Ausschnitt eines Kanalchens dargestellt (aus Gilbert 2000).

In der letzten Phase der Spermatogenese, der so genannten Spermiogenese, kommt es zu
Umgestaltungsvorgangen, in deren Verlauf aus den runden Spermatiden hochdifferenzierte
Spermien entstehen. Dieser Prozess beinhaltet eine zunehmende Kondensation und
Verdichtung der DNA, die Reduktion des Zytoplasmas, die Bildung des Akrosoms sowie die
Ausdifferenzierung des Flagellatums. Die Spermien werden in das Lumen des

Samenkanalchens entlassen und beenden ihre Reifung im Nebenhoden.
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1.6 Zielsetzung

Die synaptische Paarung der homologen Chromosomen und die Ausbildung der
Synaptonemalkomplexe (SCs) sind essentielle Vorgédnge wahrend der ersten meiotischen
Prophase, damit Rekombination und Segregation der Homologen korrekt ablaufen kann. Um
ein besseres Verstandnis der Funktion des SC fur die Meiose zu erlangen mussen die
Eigenschaften der Proteinkomponenten des SC naher analysiert werden.

Ziel dieser Arbeit war es den Auf- und Abbau der Lateralelemente des SC besser zu
verstehen. Deswegen sollte SYCP3, die Hauptstrukturkomponente der Lateralenelemente in
Vertebraten, naher analysiert werden. Um evolutionar konservierte Domanen zu
identifizieren sollte zunachst ein Datenbankvergleich homologer SYCP3-Sequenzen in
Vertebraten durchgefiihrt werden. Die Funktion der evolutionar konservierten Domanen auf
die Polymerisationseigenschaften sollte in SYCP3 von Saugern analysiert werden, indem
verschiedene Teile von SYCP3 deletiert oder punktmutiert wurden und das Verhalten der
SYCP3 Teilfragmente bzw. Punktmutanten mit dem Verhalten des wildtypischen SYCP3
verglichen wurde.

Weiterhin sollte untersucht werden, ob die Polymerisationseigenschaften von SYCP3 in der
Evolution konserviert sind. Hierzu wurden die Eigenschaften der orthologe SYCP3 Proteine

aus den taxonomisch entfernten Spezies Ratte und Medaka miteinander verglichen.

-31-



2. Abkirzungen

2 Abkilrzungen

%)

®

™

A
Abb.
AE
Amp
APS
ATP
bp
BSA

cDNA
CDK
CE
CH
CM1/2
CR
CTP
Da
ddATP
ddCTG
ddGTP
ddNTP
ddTTP
dHJ
DMF
DMSO
DNA
dNTP
DMEM
ds
DSB
DSBR
DTT

Durchmesser, Durchschnitt

registered

Trademark

Ampere/ Adenin/ Alanin

Abbildung

Axiales Element (,axial element)

Ampicillin

Ammoniumpersulfat

Adenosin-Triphosphat

Basenpaar(e)

Rinderserum Albumin

Cytosin
komplementare DNA (,complementary DNA®)
Cyclin abhéngige Proteinkinase (,cyclin-dependent kinase*)
zentrales Element (,central element®)
Chromatinschleife

konserviertes Motiv 1/2 (,conserved motiv 1/2)
zentrale Region (,central region®)
Cytidin-Triphosphat

Dalton

Dideoxy-Adenosin-Triphosphat
Dideoxy-Cytidin-Triphosphat
Dideoxy-Guanosin-Triphosphat
Dideoxy-Nukleosid-Triphosphat
Dideoxy-Thymidin-Triphosphat

doppelte ,Holliday Junction“

Dimethylformamid

Dimethylsulfoxid

Deoxyribonukleinsaure (,desoxiribonucleic acid®)
Deoxy-Nukleosid-Triphosphat

Dulbecco’s modified eagle’s medium; Eurobio, Biotechnology
double stranded
Doppelstrangbruch (,douple strand break")
Doppelstrangbruch-Reparatur (,douple strand break repair)
Dithiotreitol

Extinktion/ Glutamat
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E. coli
ECL
EDTA
EGFP
EN
FCS
G

g
GST
GTE
GTP
h

H,O bidest.
HRP
HA
HJ

I

IPTG
Kan
kb

LB
LE

mcs
me
M/mM
min
mg

mi

ng
NLS
nm
NTP
oD

Escherichia coli

Enhanced Chemiluminescence
Ethylendiamintetraessigsaure

Enhanced Green Flourescent Protein

frihe Rekombinationsknoten (,early noduls®)
Fotales Kalberserum

Guanosin

Gramm, Erdbeschleunigung in "/
Glutathion-S-Transferase

Glucose, Tris, EDTA

Guanosin-Triphosphat

Stunde

doppelt destilliertes Wasser
Meerrettich-Peroxidase (,horse radish peroxidase*)
Hamaglutinin

»Holliday Junction*“

Isoleucin

Isopropyl B-D-Thiogalactosid

Kanamycin

Kilobase(n)

Liter

Luria Bertami

Lateralelement (,lateral element®)

Methionin

multiple Klonierungsstelle (,multiple kloning site®)
Medaka

Molar/millimolar

Minute

Milligramm

Milliliter

Molekulargewicht

Normal

Chromosomenzahl im haploiden Genom
Nanogramm

Kernlokalisationssignal (,nuclear localization signal®)
Nanometer

Nukleosid-Triphosphat

Optische Dichte
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PAGE
PBS
PCR
PFA
RN
RNA
rpm
RT
S
SAP
SC
SCC
SDS

SDSA

sek
SL
SMC
Ss
SYCP

TBE
TBS
TBST
TF

Tm
TN
TSS
TTP
Tween 20
U

UN
UNK
uv

Y,

viv
vgl.
wiv

Polyacrylamid-Gelelektrophorese
Phosphat-gepufferte Salzldsung

Polymerasekettenreaktion (,polymerase chain reaction®)

Paraformaldehyd

Rekombinationsknoten (,rekombination nodule®)
Ribonukleinséaure (,ribonucleic acid®)
Umdrehungen pro Minute

Raumtemperatur

Svedberg-Einheit/ Serin

Shrimp alkalische Phosphatase
Synaptonemalkomplex (,synaptonemal complex*)
,Sister chromatid cohesion*

Natrium Dodecylsulfat (,sodium dodecyl sulfate®)

syntheseabhéngige Strang-Annealing (,synthesis
strand annealing®)

Sekunde

Stammldsung

»Structural maintenance of chromosome*
single stranded
Synaptonemalkomplexprotein

Tymidin

Tris-Bor-EDTA-Puffer

Tris-gepufferte Salzlosung

TBS mit Tween

Transversalfilament (,transversal filament")

Schmelztemperatur

dependent

transformierte Rekombinationsknoten (,transformed noduls*)

Transformation and storage solution
Thymidin-Triphosphat
Polyoxyethylen-Sorbitan Monolaurat
Unit(s)

Uber Nacht

Ubernachtkultur

Ultraviolett

Volt

Volumen pro Volumen

vergleiche

Gewicht pro Volumen
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3 Material
3.1 Biologisches Material

3.1.1 Tiere
Ratte:

Die verwendeten mannlichen Ratten waren alle vom Stamm ,Wistar® und wurden Uber

Charles River (Sulzfeld) bezogen.

Fischspezies Medaka, Oryzias latipes:
Die verwendeten mannlichen Medaka, Oryzias latipes, wurden aus der Arbeitsgruppe

Manfred Schartl, Phsiologische Chemie | (Wirzburg) von Nils Kllver bezogen.

3.1.2 Zelllinien

COS-7:
Die COS-7 Zellinie (ATTC CRL1651) entstammt aus Nierenzellen von Cercopithecus

aethiops (afrikanischer Grinaffe).

3.1.3 Bakterienstamme

E.coli M15 Qiagen, Hilden
E.coli TOP10 OneShot® Invitrogen, Karlsruhe
E.coli XL 1-Blue Stratagene, Heidelberg

3.1.4 Antikorper
a-ratSYCP3

Das polyklonale a-ratSYCP3-Serum, wurde aus einem Meerschweinchen gewonnen, das mit
einer SYCP3 spezifischen Polypeptidsequenz der Ratte (27GGRKHSGKSGKP38)
immunisiert wurde (Alsheimer und Benavente, 1996).

Im Western Blot wurde das Serum in einer Verdiinnung von 15000 in Milch verwendet. Da das
Serum in der Immunfluoreszenz eine deutliche Hintergrundfarbung erzeugte, musste der
Antikorper affinitatsgereinigt werden. Hierzu wurden die Fusionsproteine GST-n1-130-
SYCP3 bzw. His-n1-130-SYCP3 (vgl. 3.6.2) in Bakterien exprimiert (vgl. 4.3.1) und Uber
Glutathion-Sepharose® 4B (Amersham) bzw. iiber Ni-NTA-Agarose (Qiagen) aufgereinigt
(vgl. 4.3.2. bzw. 4.3.3). AnschlieBend wurden die gereinigten Proteine an eine CNBr-
aktivierte Sepharose oder eine HiTrap-Saule gebunden und eine Affinitatsreinigung des
SYCP3-Serums durchgefihrt (vgl. 4.4). Fur Immunfluoreszenzen wurde der gereinigte

Antikorper 400 in PBS und fiir Immungoldlokalisationen 1/20 in PBS verdinnt.
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a-meSYCP3

Um einen spezifischen polyklonalen Antikdrper gegen SYCP3 aus Medaka zu gewinnen
wurde das Fusionsprotein RGSHis-meSYCP3 (vgl. 3.6.2) in Bakterien exprimiert (vgl. 4.3.1)
und Uber Ni-NTA-Agarose (Qiagen) aufgereinigt (vgl. 4.3.3.). Die Immunisierung eines
Kaninchens mit dem aufgereinigten Protein wurde bei der Firma SEQLAB (Géttingen) in
Auftrag gegeben. Die von der Firma gesendeten Serumproben wurden in Immunfarbungen
auf Gefrierschnitten von Medaka Hoden auf ihre Spezifitat Gberprift. Die dritte Blutung zeigte
eine deutliche Farbung fadenférmiger Strukturen in Spermatocytenkernen, die erfahrungs-
gemal den Synaptonemalkomplexen entsprechen.

Da das Serum jedoch eine deutliche Hintergrundfarbung erzeugte, wurde der Antikorper
gegen das RGSHis-meSYCP3 Protein (ber eine HiTrap-Saule affinitdtsgereinigt (vgl. 4.4.2).
Im Western Blot wurde der gereinigte Antikorper 15000 in Milch, fiir Immunfluoreszenzen /o5,

in PBS und fir Immungoldlokalisationen /5o in PBS verdiinnt.

a-myc
Um ein myc-Fusionsprotein zu detektieren wurde ein monoklonaler Antikérper Maus a-myc

(BD Bioscience, Clontech, USA) verwendet.

a-HA
Um ein HA-Fusionsprotein zu detektieren wurde ein polyklonaler Antikérper Ratte a-myc (BD

Bioscience, Clontech, USA) verwendet.

a-RGS-His
Um ein RGS-His-Fusionsprotein zu detektieren wurde ein monoklonaler Antikbrper Maus

a-RGS-His (Qiagen, Hilden) verwendet.

Sekundarantikorper:

Fir die Immunfluoreszenz wurden Sekundarantikdrper eingesetzt, die an Fluorochrome
Texas Red, DTAF oder Cy2 gekoppelt waren. Fur Western Blot Analysen waren die
Sekundarantikbrper an Meerrettich-Peroxidase (HRP) gekoppelt. Die Antikérper wurden Gber
die Firmen Dianova (Hamburg) oder Promega (Mannheim) bezogen. Die Seren wurden aus
Ziegen gewonnen und waren entweder gegen Maus, Ratte, Meerschweinchen oder
Kaninchen gerichtet.

Fur die elektronenmikroskopische Immungoldliokalisation waren die Sekundarantikbrper an
ein 1,4 nm grolRes Gold-Partikel gekoppelt. Diese Antikbérper wurden Uber die Firma

Nanoprobes (Yaphank) bezogen und waren gegen Kaninchen gerichtet.
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Ziege IgG anti-Maus

Ziege IgG anti-Meerschwein
Ziege 1gG anti-Rabbit

Ziege IgG anti-Maus

Ziege IgG anti-Meerschwein
Ziege IgG anti-Meerschwein
Ziege IgG anti-Rabbit

Ziege IgG anti-Ratte

Ziege IgG anti-Rabbit

3.2 Molekularbiologisches Material

3.2.1 Plasmidvektoren

e pCR®2.1-TOPO®

Dieser Vektor ist Teil des TOPO TA
Cloning® Kit der Firma Invitrogen und
wurde fur die direkte Klonierung von DNA-
Fragmenten verwendet, die durch PCR
Der Vektor besitzt

und eine Kanamycin-

gewonnen wurden.
eine  Ampicillin-
Resistenz und ermdglicht Uber ein Lac-
Operon eine Blau/Weil3-Selektion zum
erleichterten Auffinden positiver Klone.
Dieser Vektor wurde ausschlieRlich zur
PCR-Pro-

~Zwischen-Klonierung“ von

dukten verwendet.

Meerrettich-Peroxidase gekoppelt
Meerrettich-Peroxidase gekoppelt

Meerrettich-Peroxidase gekoppelt

1:5000 Dianova
1:5000 Dianova
1:5000 Promega

TexasRed gekoppelt 1:50 Dianova
TexasRed gekoppelt 1:50 Dianova
DTAF gekoppelt 1:50 Dianova
Cy2 gekoppelt 1:50 Dianova
Cy2 gekoppelt 1:50 Dianova
1,4 nm Goldpartikel gekoppelt 1:50 Nanoprobes

lncZa ATG i
M13 Raversa Primar Hing 1l Kpal

3 [CAG ¢

Sac| BarH|  Spel

I T I

ATT ACG CCA AGC TTG GTA CCG AGC TCG GAT CCA CTA
TGC GGT TCG AAC CAT GGC TCG AGC CTA GGT GAT

EcoRt 1

R PCR Product SRS

GhA TIC TGC
CTT AAG ACG

Nei | Xbal Apa |

Abbildung. 3.1: pCR®2.1-TOPO®
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o pGEX-5X-2
D. V k . T I . b k . ” ’_&mm&-]c%o DGEXSX\%—&E—?:}@SEG%* i
ieser Vektor ist Teil eines bakteriellen AT A o3 B::Iocca:ﬁqccm _M_lg_ffr-lm “c:m.m‘a_gﬁ
Expressionssystems der Firma Amersham R R e
. . . i Llrcmc%ﬂc%nccﬁ:%unﬁoc&%cmcm&mgtfcogrn%f_w_

Pharmacia Biotech (Braunschweig). Die BT Al g ST S

. . . . . '_me:a._._ ., PGEX-5X-3 (27-4586-01)
einklonierte cDNA wird als Fusionsprotein as &% 15 5 35 % &

exprimiert, an das N-terminal das aus

Shistosoma  japonicum stammende
Enzym Glutathion-S-Transferase fusio-
niert ist. Der GST-Anteil ermoglicht die
Aufreinigung des Fusionsproteins Uber

eine Matrix aus Glutathion-Sepharose

e PpQE-30, -31, -32

Die Vektoren der pQE-Familie wurden ns -Ioco—h:o-tss—_m—m:msm
von der Firma Qiagen (Hilden) bezogen
pEEID ==
. . . . . PQE3]  AC
und fur die Expression von Proteinen in paES2 -G
Bakterien verwendet. f PR30, POE31,
3.4 kb
Die einklonierte cDNA wird als \
Fusionsprotein  exprimiert, an das -
. . . 0 . pﬂ“m
N-terminal ein RGSHis-Epitop-Tag fusio- e it bl Sl Bk st re1 i
C ATGacaccarcs Bll- -(GOATCCOCATGOGAGCT LW‘MC\LGC&ILG.'\CU\AA&LA—KI M”NGL L.ME
. . . . . RGSHis
niert ist. Dieses sehr kleine Epitop A
. . . PRE-31
besteht aus 10 Aminosauren, ist stark T . . ,
. L rmm_-'un.;r AGAGGATCT —xmt ?‘:"—uc}:tclu,?"l:\{e:‘rnu (»:( .arc‘llc M/(::(d/{llﬁll»(ﬂ{ =
immunreaktiv und eignet sich flr eine et
Proteinaufreinigung Uber eine Ni-NTA- ™% -
S" I rm“mj\mu AGGATET 2 rar:\“L cs:’clLlloLlectwwt.:\(?:wtlmct‘l: t\oC\-v-Ldrcrr laaTiaGcn um:
aule. G5 o apcpe

Abbildung. 3.3: pQE-30, -31, -32

e Vektoren der pEGFP-Familie
Die Vektoren der pEGFP-Familie wurden von der Firma Clontech (Heidelberg) bezogen und
fur die Expression von Proteinen in eukaryotischen Zellen verwendet, da sie einen

menschlichen CMV (Cytomegalovirus) Promotor enthalten.
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In den pEGFP-N Vektoren wird das, aus Aequorea victoria stammende, fluoreszierende
Protein EGFP (enhanced green fluorescent protein), an den C-Terminus des gewtlinschten
Proteins fusioniert. Es kénnen aber auch Proteine ohne EGFP-Fusion exprimiert werden,
indem man die einklonierte cDNA durch ein Stoppcodon von EGFP trennt.

In den pEGFP-C Vektoren wird das Protein EGFP an den N-Terminus des gewlinschten

Proteins fusioniert.

Ecol109

Aft 64
Dra lll ez

Stul
Stu| Stl
. i = star
N1 nare Cq1 e,
ff@___gGETiEEf GAC Elrl CICgagC ”'iv\r 111 ff'\-l"E'IGE-l' lEr ARG, lrEr I:l'lfr) £og fﬂ LCALLD |Y|:UCI"E ATO 0TE TQC ll&mETL E! G 0G4 g; ;ur‘;:u ﬁfﬁ;‘;yﬁ ﬁ  6¢ GEE! EE ACE GGA L !ﬁ»\lucjﬂ_u
Mol Feoll I Bglll Xbed \.'bc Wil EeoR| Pl Sail ‘Knl h&llml Agel Bin sl jafll P JICI S“N m l Bal*
a .l a
Fr 8 Aeel AsTIal | mml ]| aaly =3 sl At
" i - . [ t
N2 P ¢ 3 ATC CAC [0 806 07C 60T ACC ATE 676 C2 u..mc.;mm;rr Aj_srv—iis 1eaageH ceﬂngwp £68 0ol TaC gt A;mmnamﬁit@m
. T = Eatl Xhol gye) Ml EcoRi Parl Sall %M% =
\ : ,5,.15 Acc| AspTe| )i‘”ml xml
. w . wr, Q3 T e s » e
C AGA TCT CHAGET CAA GCT TCT AATTET GCAQ COSTACC 603 6T C0G GiA TOT ATC GCE ACC ATE GTE uuy,r..;'\:-\ AT CTC GAG €1 k; ch-\ngmu;mﬁ ;_ GTACLG CRE rtccush\,g TAAC TGA TCA

Seal Bl Wl o) Ml Rl Pl o Koal N, dpad it ta [
1 Asphinl Hﬂuﬂl I
nmn e

Abbildung. 3.4: Vektoren der pEGFP-Familie

e pCMV-Myc

Der pCMV-Myc Expressionsvektor wurde

von der Firma Clontech (Heidelberg) et
SV40 SD/SA

bezogen und fur die Expression von pCMV-Myc m’c MCS

r 3.8kb SVl =
poly A

| pUC ori '

mh - Forward sequencing

Proteinen in eukaryotischen Zellen ver- Amp

wendet, da er einen menschlichen CMV Xbal
(1134)

(Cytomegalovirus) Promotor enthalt.

Die einklonierte cDNA wird als

Fusionsprotein  exprimiert, an das primer
N-terminal ein c-Myc-Epitop-Tag fusio- 0 “ = = o

_ _ _ _ . C ACC ATG GCA TCA ATG CAG AAG CTG ATC TCA GAG GAG GAC CTG CTT
niert ist. Dieses sehr kleine Epitop Wye tag

880 830 00 910 920
besteht aus 13 Aminosauren und ist stark ATG GCC ATG GAG GCC CBA ATT GGG TCE ACC GAG ATC TCT CGA GGT ACC GCG GC(
SHIT FcRl  SalP  Bolll xpoP Kpnl  Nerl

immunreaktiv.

Abbildung. 3.5: pCMV-Myc
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e pCMV-HA

Der pCMV-HA Expressionsvektor wurde

von der Firma Clontech (Heidelberg) Haltezs)

bezogen und fir die Expression von
Proteinen in  eukaryotischen  Zellen

verwendet, da er einen menschlichen CMV Xbal

(Cytomegalovirus) Promotor enthalt. (1125]

Die einklonierte cDNA wird als

Fusionsprotein exprimiert, an das - . . -

N-tel’mlnal e|n Hamaglut|n|n (HA)_EpItOp_ ACCATGTACCCATACGALEL:CCAGATTACGCTCTT

g 880 890 00 an

ATG GCC ATG GAG GCC CGA ATT CGG TCG ACC GAB ATC TCT CGA GGT ACC GCG GCC GE
SfHIME EcoR | Sall® Bglll. ~ Xpo!™ Kpnl  Notl

Tag fusioniert ist. Dieses sehr kleine Epitop

besteht aus 10 Aminosauren und ist stark

immunreaktiv.
Abbildung. 3.6: pCMV-HA

3.2.2 Enzyme

Alle Restriktionsenzyme und DNA modifizierenden Enzyme wurden von der Firma MBI
Fermentas (St. Leon-Roth) bezogen. Andere Enzyme wurden bei verschiedenen Firmen

bestellt, was jeweils im Text im Methodenteil vermerkt ist.

3.2.3 Oligonukleotide

Die fir die DNA-Amplifikationen verwendeten Oligonukleotide wurden von den Firmen
ThermoHybaid (Ulm), Biomers (UIm) oder Invitrogen (Karlsruhe) bestellt. Die Vektorprimer,
die fur Sequenzierung und Kolonie-PCR eingesetzt wurden, sind in Tabelle 3.1 aufgelistet.

Die Primer, die fur die Klonierung der SYCP3-Konstrukte verwendet wurden sind unter 3.6

aufgefuhrt.

Bezeichnung Sequenz Annealingtemparatur
M13 Forward 5-GTAAAACGACGGCCAG-3 48°C
M13 Reverse 5-CAGGAAACAGCTATGAC-3 48°C
pGEX 5 5-GGGCTGGCAAGCCACGTTTGGTG-3' 50-60°C
pGEX 3’ 5-CCGGGAGCTGCATGTGTCAGAGG-3 50-60°C
pQE 5 5-GAGCGGATAACAATTTCACAC-3 50°C
pQE 3° 5 -AATCCAGATGGAGTTCTGAGG-3 50°C
pEGFP-N 5 5-GCTGGTTTAGTGAACCGTCAGA-3 50-60°C
pEGFP-N 3 5-CGTCGCCGTCCAGCTCGACCAG-3 50-60°C
pEGFP-C 5 5-ACATGGTCCTGCTGGAGTTCG-3" 50-60°C
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pEGFP-C 3 5-CAGGGGGAGGTGGAGG-3 50-60°C
pCMV-Myc/HA 5 5-AGCTGCGGAATTGTACCC-3 50°C
pCMV-Myc/HA 3 5-TGGTTTGTCCAAACTCATCAA-3 50°C

Tabelle 3.1: Vektorprimer

3.2.4 GroRenstandards
Lambda DNA/EcoRI+Hindlll, Marker 3

Protein Molecular Weight Marker

3.2.5 Kits

ABI Prism® BigDye™ Terminator Cycle
Sequencing Ready Reaction Kit

Bulk GST Purification Module
(mit Glutathion Sepharose.® 4B)

CNBr-aktivierte Sepharose

E.Z.N.A.® Plasmid Miniprep Kit |

E.Z.N.A® Gel Extraction Kit

ECL™ Detection Kit

Effectene™ Transfection Reagent

Lipofectamine™ Reagent

Ni-NTA-Agarose

peqGOLD Trifast™

QlAquick Gel Extraction Kit

QuickChange® Site-Directed
Mutagenesis Kit

Superscript™ One-Step RT-PCR
for Long Templates

TOPO TA Cloning® Kit

3.3 Chemikalien

MBI Fermentas (St. Leon-Rot)
MBI Fermentas (St. Leon-Rot)

Biosystems (Darmstadt)

Amersham Pharmacia Biotech (Braunschweig)

Amersham Pharmacia Biotech (Braunschweig)
PAQLAB Biotechnologie GmbH (Erlangen)
PAQLAB Biotechnologie GmbH (Erlangen)
Amersham Pharmacia Biotech (Braunschweig)
Qiagen (Hilden)

Invitrogen (Karlsruhe)

Qiagen (Hilden)

PAQLAB Biotechnologie GmbH (Erlangen)
Qiagen (Hilden)

Stratagene (Amsterdam, Niederlande)

Invitrogen (Karlsruhe)

Invitrogen (Karlsruhe)

Chemikalien und Lésungsmittel wurden, wenn im Text nicht anders vermerkt, von den
Calbiochem (Darmstadt), Roth Merck
(Darmstadt), Serva (Heidelberg), Fluka (Berlin) oder Sigma (Minchen) in Analysenqualitat

Firmen Applichem (Darmstadt), (Karlsruhe),

bezogen.
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3.4 Gerate

Biophotometer
Brutschrank CO,-Auto-Zero
Drehtisch Reax 2

Drystar Geltrockner

Elutriationseinheit:
J2-21M/E Centrifuge
JE-6B Rotor

Feinwaage Mettler AC 100

Flachbrettscanner
Quatographic Xfinity pro 42
Fluoreszenzmikroskop Axiophot Stereo
HBO050 mit Quecksilberlampe

Gefriermikrotom 2800 Frigocut E
Gewebekulturschalen

Graphitblotkammer

Heizblock

Heizplatte

Kippschuttler WS5

Kihlzentrifuge Minifuge T

Kihlzentrifuge Sorvall RC-5B
Laborpumpe Varioperpex® Il

Laborwaage Mettler PJ 3600 DeltaRange®
Magnetriihrer M35

pH-Meter pH 523

Proteingelkammer Mini V8

Schlittenmikrotom
Sequenzierer

Sonifier B12

Stabilisiertes Netzgerat 500 V 1 A
Sterile Bank

The Denley Mixer A257, Multi Axle Rotator
Thermocycler TECHNE PROGENE
Tischzentrifuge 5415 C
Transmissionselektronenmikroskop EM 10
Umkehrmikroskop Labovert

Vortex L24

Wasserbad WTH 500

Eppendorf, Hamburg
Heraeus-Holding, Hanau
Heidolph, Uber Hartenstein, Wirzburg

H. Holzel GmbH
Beckman, Minchen

Mettler, Disseldorf
LaserSoft Imaging, Kiel

Zeiss, Oberkochen

Reichert-Jung

Greiner Labortechnik

LMS; bezogen Uber Hartenstein, Wirzburg

Liebisch, Gber Hartenstein, Wirzburg
Medax Nagel GmbH, Kiel

Laborgeratebau Edmund Buhler, Tlbingen
Heraeus, Hanau

Du Pont Instruments, Bad Homburg
LKB/Bromma, Schweden

Mettler, Disseldorf

GLW, Wirzburg

WTW, Uber Hartenstein, Wirzburg

Gibco BRL

Leitz, Wetzlar
ABI PRISM™?310 Genetic Analyser

Perkin Elmer, Applied Biotems GmbH,
Weiterstadt
Branson Sonic Power Company, Uber

Gerhard Heinemann, Schwéabisch Gmind
Dipl. Ing. L. Fischer, Heidelberg

Steril GARD Hood Class lli
Mdaller Labortechnik, Windhagen

Uber Hartenstein, Wirzburg
Uber Thermo-Dux, Wertheim
Eppendorf, Hamburg

Zeiss, Oberkochen

Leitz, Wetzlar

GLW, Wirzburg

Uber Hartenstein, Wirzburg
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3.5 Computerprogramme

Adope Photoshop

EasyControl Version 2.15 (PCO, Kelheim)
Mikrosoft Office Excell

Mikrosoft Office Powerpoint

Mikrosoft Office Word

3.6 Rekombinante DNA Konstrukte

Zur molekularbiologischen Untersuchung eines Proteins kdnnen verschiedene Vektoren
herangezogen werden, die es erlauben, das Peptid selbst, Teilsticke davon oder mutierte
Formen in Bakterien oder eukaryontischen Zellen zu exprimieren. In diesem Kapitel wird die
Klonierung aller Konstrukte beschrieben, die flr diese Arbeit nétig waren. Die dazu
notwendigen Methoden werden im Kapitel 4.2 erklart. Alle Vektorkarten sind unter 3.2.1

aufgefluhrt.

3.6.1 SYCP3 Konstrukte zur Proteinexpression in eukaryontischen Zellen

Fir die Expression von SYCP3 und Mutanten in eukaryontischen Zellen wurde die
entsprechende cDNA in die multiple Klonierungsstelle (MCS) von pEGFP-Vektoren
(Clontech, Heidelberg), des pCMV-myc-Vektores (BD Bioscience, Clontech, USA) oder des
pCMV-HA-Vektores (BD Bioscience, Clontech, USA) inseriert. Diese Vektoren besitzen
einen CMV-Promotor, der konstitutiv in eukaryontischen Zellen exprimiert wird. Die in
pEGFP-C bzw. in pEGFP-N Vektoren exprimierten Proteine besitzen ein N-terminal bzw. ein
C-terminal fusioniertes EGFP. Die in pCMV-Myc Vektoren bzw. in pCMV-HA Vektoren
einklonierte cDNA wird als Fusionsprotein exprimiert, an das N-terminal ein c-Myc-Epitop-
Tag bzw. ein HA-Epitop-Tag fusioniert ist. Bei der Konstruktion von Fusionsproteinen war
darauf zu achten, dass das Leseraster eingehalten wurde.

Fur die Expression von Proteinen und Mutanten ohne ein fusioniertes Tag wurde eine mit
einem Startcodon beginnende und mit einem Stopcodon endente cDNA, in einen EGFP-N
Vektor kloniert, wodurch das EGFP vom exprimierten Protein abgekoppelt war.

Alle klonierten Konstrukte wurden (iber Sequenzierung auf ihre Richtigkeit Gberprift.

SYCP3 Konstrukte der Ratte
Die Sequenz der SYCP3-cDNA von Base 47 bis 837 (NM_013041) war im Vektor pCR®2.1-

TOPO® inseriert und wurde mir von der Arbeitsgruppe Benavente, (Wiirzburg), zur Verfiigung
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gestellt. Das Konstrukt SYCP3wt-pCR®2.1-TOPO® war Ausgangspunkt fiir weitere

Klonierungen.

SYCP3wt in EGFP-N2: Protein-Produkt: SYCP3wt

Aus dem Vektor SYCP3wt-pCR®2.1-TOPO® wurde die SYCP3wt cDNA, die zwischen den
EcoRI-Schnittstellen des Vektors liegt, herausgeschnitten und in einen mit EcoRI gedffneten
pEGFP-N2 Vektor kloniert.

SYCP3wt in EGFP-C3: Protein-Produkt: EGFP-SYCP3

Aus dem Vektor SYCP3wt-pCR®2.1-TOPO® wurde die SYCP3wt cDNA, die zwischen den
EcoRI-Schnittstellen des Vektors liegt, herausgeschnitten und in einen mit EcoRI gedffneten
pEGFP-C3 Vektor kloniert.

SYCP3ATGA in EGFP-N2: Protein-Produkt: SYCP3-EGFP
SYCP3wt-pCR®2.1-TOPQO® diente als Template fiir die Amplifikation von SYCP3 ohne
Stopcodon mit den Primern:

SYCP3 5" ATG: 5-GGCTTCGTCAGATGCTTCGAG-3

SYCP3 3" ATGA: 5°-GAA TAA CAT GGA TTG AAG AGA CTT TCG-3°

Das PCR-Produkt wurde in den Vektor pCR®2.1-TOPQ® kloniert und sequenziert.

Aus dem Vektor SYCP3ATGA-pCR®2.1-TOPO® wurde die SYCP3ATGA cDNA, die zwischen
den EcoRI-Schnittstellen des Vektors liegt, herausgeschnitten und in einen mit EcoRI
geodffneten pEGFP-N2 Vektor kloniert.

Acoil1-SYCP3 in EGFP-N2: Protein-Produkt: Acoil1-SYCP3
SYCP3wt-pCR®2.1-TOPO® diente als Template fiir die Amplifikation des DNA-Fragments vor
der ,Coiled-Coil“-Region1 (Base 47-405) und des DNA-Fragments nach der ,Coiled-Coil“-
Region1 (Base 601- 837) mit den Primern:

DNA-Fragments von Base 47-405:

SYCP3 5 ATG: 5-GGCTTCGTCAGATGCTTCGAG-3°

Acoil1 37: 5-TCTGCTGAAA ATACATTTCATTTCTTTTCTTCTTGGCC-3
DNA-Fragments von 601- 837:

Acoil1 57: 5 -AGAAATGTAT TTTCAGCAGACTAGAATTGTTCAGAGC-3’

SYCP3 3" TGA: 5-GACTCATCAGAATAACATGGATTGAAG-3

Hierbei war darauf zu achten, dass der 3'-Primer des DNA-Fragments von Base 47-405
einen 10 Nukleotid langen Uberhang besal, der Komplementéar zum 5-Ende des DNA-
Fragments von Base 601- 837 war. Umgekehrt musste der 5 -Primer des DNA-Fragments

von Base 601- 837 einen 10 Nukleotid langen Uberhang besitzen, der Komplementar zum
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3'-Ende des DNA-Fragments von Base 47-405 war. Die Uberhdngende Primarsequenz ist
durch einen Unterstrich gekennzeichnet.

Die PCR-Produkte von Base 47-405 und von Base 601-837 wurden aus dem Gel gereinigt
und gemeinsam fir eine erneute PCR eingesetzt. Dabei hybridisieren beide PCR-Produkte
mit ihren komplementaren Uberhangen und wurden mit folgenden Primern amplifiziert.
SYCP3 5 ATG: 5-GGCTTCGTCAGATGCTTCGAG-3°

SYCP3 3" TGA: 5-GACTCATCAGAATAACATGGATTGAAG-3’

Das PCR-Produkt mit der deletierten ,Coiled-Coil“-Region1 wurde in den Vektor pCR®2.1-
TOPO®kloniert und sequenziert.

Aus dem Vektor Acoil1-SYCP3-pCR®2.1-TOPO® wurde die Acoil1-SYCP3 cDNA, die
zwischen den EcoRI-Schnittstellen des Vektors liegt, herausgeschnitten und in einen mit
EcoRI gedffneten pEGFP-N2 Vektor kloniert.

Acoil2a-SYCP3 in EGFP-N2: Protein-Produkt: Acoil2a-SYCP3
SYCP3wt-pCR®2.1-TOPQO® diente als Template fiir die Amplifikation des DNA-Fragments vor
der ,Coiled-Coil*-Region2a (47-631) und des DNA-Fragments nach der,Coiled-Coil“-
Region2a (714- 837) mit den Primern:

DNA-Fragments von Base 47-631:

SYCP3 5" ATG: 5-GGCTTCGTCAGATGCTTCGAG-3°

Acoil2a 3: 5-TTTGTGTGCC AACAATTCTAGTCTGCTGAAAAATCTTTT-3'
DNA-Fragments von Base 714-837:

Acoil2a 5°: 5-TAGAATTGTT GGCACACAAAGTGAACTTAAAAAAGA-3

SYCP3 3" TGA: 5 -GACTCATCAGAATAACATGGATTGAAG-3

Hierbei war darauf zu achten, dass der 3'-Primer des DNA-Fragments von Base 47-631
einen 10 Nukleotid langen Uberhang besal, der Komplementéar zum 5-Ende des DNA-
Fragments von Base 714-837 war. Umgekehrt musste der 5 -Primer des DNA-Fragments
von Base 714-837 einen 10 Nukleotid langen Uberhang besitzen, der Komplementar zum 3°-
Ende des DNA-Fragments von Base 47-631 war. Die Uberhangende Primarsequenz ist
durch einen Unterstrich gekennzeichnet.

Die PCR-Produkte von Base 47-631 und von Base 714-837 wurden aus dem Gel gereinigt
und gemeinsam fir eine erneute PCR eingesetzt. Dabei hybridisieren beide PCR-Produkte
mit ihren komplementaren Uberhangen und wurden mit folgenden Primern amplifiziert.
SYCP3 5 ATG: 5-GGCTTCGTCAGATGCTTCGAG-3°

SYCP3 3" TGA: 5 -GACTCATCAGAATAACATGGATTGAAG-3"

Das PCR-Produkt mit der deletierten ,Coiled-Coil*-Region2a wurde in den Vektor pCR®2.1-
TOPO® kloniert und sequenziert.
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Aus dem Vektor Acoil2a-SYCP3-pCR®2.1-TOPO® wurde die Acoil2a-SYCP3 cDNA, die
zwischen den EcoRI-Schnittstellen des Vektors liegt, herausgeschnitten und in einen mit
EcoRI gedffneten pEGFP-N2 Vektor kloniert.

ACM1-SYCP3 in EGFP-N2: Protein-Produkt: ACM1-SYCP3
SYCP3wt-pCR®2.1-TOPO® diente als Template fiir die Amplifikation des DNA-Fragments vor
dem CM1 (Base 47-315) und des DNA-Fragments nach dem CM1 (Base 373-837) mit den
Primern:

DNA-Fragments von Base 47-315:

SYCP3 5 ATG: 5-GGCTTCGTCAGATGCTTCGAG-3°

ACM1 3: 5-TGGCCAGAAG ATCTTCAATTATTCCTGCAGATCTTTTC-3"
DNA-Fragments von Base 373-837:

ACM1 5°; 5-AATTGAAGAT CTTCTGGCCAAGAAGAAAAGAATAGA-3

SYCP3 3" TGA: 5-GACTCATCAGAATAACATGGATTGAAG-3'

Hierbei war darauf zu achten, dass der 3'-Primer des DNA-Fragments von Base 47-315
einen 10 Nukleotid langen Uberhang besal, der Komplementéar zum 5-Ende des DNA-
Fragments von Base 373-837 war. Umgekehrt musste der 5 -Primer des DNA-Fragments
von Base 373-837 einen 10 Nukleotid langen Uberhang besitzen, der Komplementar zum 3'-
Ende des DNA-Fragments von Base 47-315 war. Die Uberhdngende Primarsequenz ist
durch einen Unterstrich gekennzeichnet.

Die PCR-Produkte von Base 47-315 und von Base 373-837 wurden aus dem Gel gereinigt
und gemeinsam fir eine erneute PCR eingesetzt. Dabei hybridisieren beide PCR-Produkte
mit ihren komplementaren Uberhangen und wurden mit folgenden Primern amplifiziert.
SYCP3 5 ATG: 5-GGCTTCGTCAGATGCTTCGAG-3°

SYCP3 3" TGA: 5-GACTCATCAGAATAACATGGATTGAAG-3

Das PCR-Produkt mit dem deletierten CM1 wurde in den Vektor pCR®2.1-TOPO® kloniert und
sequenziert.

Aus dem Vektor ACM1-SYCP3-pCR®2.1-TOPO® wurde die ACM1-SYCP3 cDNA, die
zwischen den EcoRI-Schnittstellen des Vektors liegt, herausgeschnitten und in einen mit
EcoRI gedffneten pEGFP-N2 Vektor kloniert.

ACM2-SYCP3 in EGFP-N2: Protein-Produkt: ACM2-SYCP3:
SYCP3wt-pCR®2.1-TOPO® diente als Template fiir die Amplifikation der Basen 47-810
wodurch das CM2 deletiert wurde.

SYCP3 5" ATG: 5-GGCTTCGTCAGATGCTTCGAG-3°

ACM2 3': 5-TCATCA AGACTTTCGAACATTTGCCATCTC-3
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Der ACM2 3 Primer besall zwei Stoppcodons (TGATGA) als Uberhang, hier als
unterstrichene Primersequenz dargestellt.

Das PCR-Produkt mit dem deletierten CM2 wurde in den Vektor pCR®2.1-TOPO® kloniert und
sequenziert.

Aus dem Vektor ACM2-SYCP3-pCR®2.1-TOPO® wurde die ACM2-SYCP3 cDNA, die
zwischen den EcoRI-Schnittstellen des Vektors liegt, herausgeschnitten und in einen mit
EcoRI gedffneten pEGFP-N2 Vektor kloniert.

A2-25-SYCP3 in EGFP-N2: Protein-Produkt: A2-25-SYCP3
SYCP3wt-pCR®2.1-TOPO® diente als Template fiir die Amplifikation der Basen 133-837
wodurch die ersten 25 Aminosauren des N-Terminus deletiert wurden.

A2-255": 5-ATG CCTGGTGGAAGAAAGCATTCTG-3"

SYCP3 3" TGA: 5 -GACTCATCAGAATAACATGGATTGAAG-3"

Der A2-25 5° Primer besal ein Startcodon ATG als 5 -Uberhang, hier als unterstrichene
Primersequenz dargestellt.

Das PCR-Produkt mit den, entsprechend der Nukleotidsequenz, deletierten Aminosauren
2-25 wurde in den Vektor pCR®2.1-TOPO® kloniert und sequenziert.

Aus dem Vektor A2-25-SYCP3-pCR®2.1-TOPO® wurde die A2-25-SYCP3 cDNA, die zwischen
den EcoRI-Schnittstellen des Vektors liegt, herausgeschnitten und in einen mit EcoRI
geoffneten pEGFP-N2 Vektor kloniert.

A42-86-SYCP3 in EGFP-N2: Protein-Produkt: A42-86-SYCP3
SYCP3wt-pCR®2.1-TOPO® diente als Template fir die Amplifikation des DNA-Fragments
zwischen M13 Forward Primer, der im pCR®2.1-TOPO® hybridisiert, und der Base 180 in der
SYCP3-cDNA (entspricht der Aminosaure 42). Weiterhin wurde ein DNA-Fragment zwischen
Base 315 in der SYCP3-cDNA (entspricht der Aminosdure 86) und dem M13 Reverse
Primer, der im pCR®2.1-TOPQO® hybridisiert, amplifiziert.

DNA-Fragments vor Base 180

M13 Forward: 5 -GTAAAACGACGGCCAG-3

A42-86 3': 5 -AATCAATGGTGGTTTCCCAGATT-3

Das PCR-Produkt wurde EcoRlI verdaut.

DNA-Fragments nach Base 315

N42-86 5: 5 -GTGGGAGGTGAAGTACAGAATATGCT-3

M13 Reverse: 5 -CAGGAAACAGCTATGAC-3

Das PCR-Produkt wurde BamHI verdaut.

Beide PCR-Produkte wurden aus dem Gel gereinigt und zusammen in einen mit EcoRI und

BamHI gedffneten pEGFP-N2 Vektor kloniert und sequenziert.
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A27-38-SYCP3 in EGFP-N2: Protein-Produkt: A27-38-SYCP3
SYCP3wt-pCR®2.1-TOPO® diente als Template fiir die Amplifikation von SYCP3 mit einer
Deletion der Basen 136-171 was den Aminosauren 27-38 entspricht.

Zum Einflgen einer internen Deletion bendtigte man ein Primerpaar, das den zu
deletierenden Bereich flankierte wodurch das gesamte Plasmid mit Insert amplifiziert wurde
mit Ausnahme der Nukleotide, die im Bereich der Deletion lagen.

A27-385': 5-CCATTGATTGATCAGCCTAAAAAAG-3

A27-38 3': 5"-AGGCACCATCTTTAGATGTTTGTTC-3

Man erhielt ein langes lineares PCR-Produkt mit ,glatten® Enden das ,blunt end* ligiert
wurde.

Aus dem Vektor A27-38-SYCP3-pCR®2.1-TOPO® wurde die A27-38-SYCP3 cDNA, die
zwischen den EcoRI-Schnittstellen des Vektors liegt, herausgeschnitten und in einen mit
EcoRI gedffneten pEGFP-N2 Vektor kloniert.

A27-38myc-SYCP3 in EGFP-N2: Protein-Produkt: A27-38myc-SYCP3

Wie oben beschrieben diente zundchst SYCP3wt-pCR®2.1-TOPO® als Template fiir die
Amplifikation von SYCP3 mit einer Deletion der Basen 136-171 mit den Primern:

A27-38 5': 5-CCATTGATTGATCAGCCTAAAAAAG-3

A27-38 3': 5 -AGGCACCATCTTTAGATGTTTGTTC-3"

Zusatzlich wurde ein einzelstrangiges Oligonukleotid bestellt, das flr das myc-Epitop codiert
sowie das entsprechende komplementare Oligonukleotid.

myc 5°: 5'-GCAGAACAAAAACTCATCTCAGAAGAGGATCTGAAT-3

myc 3°: 5 -ATTCAGATCCTCTTCTGAGATGAGTTTTTGTTCTGC-3"

Die myc-Oligonukleotide wurden durch einen Annealingprozess zusammengelagert und zur
,blunt end” Ligation des langen linearen PCR-Produkt zugefiihrt.

Aus dem Vektor A27-38myc-SYCP3-pCR®2.1-TOPO® wurde die A27-38myc-SYCP3 cDNA,
die zwischen den EcoRI-Schnittstellen des Vektors liegt, herausgeschnitten und in einen mit
EcoRI gedffneten pEGFP-N2 Vektor kloniert.

An86-SYCP3 in EGFP-N2: Protein-Produkt: An86-SYCP3
SYCP3wt-pCR®2.1-TOPO® diente als Template fiir die Amplifikation der Basen 316-837 was
einer Deletion der ersten 86 Aminosauren entspricht.

A2-86 5": 5°-ATG GTGGGAGGTGAAGTACAGAATATGCTG-3

SYCP3 3" TGA: 5-GACTCATCAGAATAACATGGATTGAAG-3

Der A2-86 5 Primer besal ein Startcodon ATG als 5 -Uberhang, hier als unterstrichene

Primersequenz dargestellt.
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Das PCR-Produkt mit den, entsprechend der Nukleotidsequenz, deletierten Aminosauren
2-86 wurde in den Vektor pCR®2.1-TOPQ® kloniert und sequenziert.

Aus dem Vektor An86-SYCP3-pCR®2.1-TOPO® wurde die An86-SYCP3 cDNA, die zwischen
den EcoRI-Schnittstellen des Vektors liegt, herausgeschnitten und in einen mit EcoRI
geoffneten pEGFP-N2 Vektor kloniert.

An86myc-SYCP3 in EGFP-N2: Protein-Produkt: An86myc-SYCP3
An86-SYCP3 EGFPN2 diente als Template fur die Amplifikation von An86mcy-SYCP3 dem
N-terminal ein myc-Epitop angefiigt werden sollte. Da ein 5 -Uberhang an einem Primer, der
fur das gesamte myc-Epitop codiert zu Lang ist erfolgte das Anfligen des myc-Epitop in zwei
aufeinander folgenden PCR-Reaktionen. In der ersten PCR-Reaktion wurde An86-SYCP3
ein halbes myc-Epitop Uber einen 5'-Gberhdngenden Primer angefligt. Die Uberhangende
Primarsequenz ist durch einen Unterstrich gekennzeichnet.

An86 ¥2myc 5°: 5-ATCTCAGAAGAGGATCTGGTGGGAGGTGAAGTACAGAATATGY
SYCP3 3" TGA: 5-GACTCATCAGAATAACATGGATTGAAG-3

Dieses An86-2 myc PCR-Produkt wurde aus dem Gel gereinigt und diente als Template fur

eine weitere PCR-Reaktion, in der die zweite Halfte des myc-Epitop und ein Startcodon Uber
einen 5’-Uberhangenden Primer angefigt wurde. Die Uberhangende Primarsequenz ist durch
einen Unterstrich gekennzeichnet.

myc 5" ATG: 5 -ATGGAACAAAAACTCATCTCAGAAGAGGATCTG-3

SYCP3 3" TGA: 5-GACTCATCAGAATAACATGGATTGAAG-3

Das PCR-Produkt mit dem N-terminal fusionierten myc-Epitop wurde in den Vektor pCR®2.1-

TOPO® kloniert und sequenziert. Da sich herausstellte, dass das myc-Epitop in diesem
Konstrukt vom Maus a-myc-Antikérper nicht erkannt wird, mussten ausgehend von diesem
Template noch 6 Basen als Linker zwischen das myc-Epitop und der An86-SYCP3-Sequenz
inseriert werden. Das Einfigen der fiir den Linker codierenden Basen erfolgte mit einem
Primerpaar mit 5 -Uberhang, welche die zu inserierende Stelle flankiert. So wurde das
gesamte Plasmid mit Insert amplifiziert, das um die 6 Basen des Linkers verlangert war. Die
Uberhangende Primarsequenz ist durch einen Unterstrich gekennzeichnet.

An86+Linker 5°: 5-GGA GTGGGAGGTGAAGTACAGAATATGC-3'

myc+Linker 3': 5-AAT CAGATCCTCTTCTGAGATGAGTTTTTG-3"

Man erhalt ein langes lineares PCR-Produkt mit ,glatten” Enden das ,blunt end" ligiert wurde.
Aus dem Vektor An86myc-SYCP3-pCR®2.1-TOPO® wurde die An86myc-SYCP3 cDNA, die
zwischen den EcoRI-Schnittstellen des Vektors liegt, herausgeschnitten und in einen mit
EcoRI gedffneten pEGFP-N2 Vektor kloniert.

-49 -



3. Material

S32A-SYCP3 in EGFP-N2: Protein-Produkt: S32A-SYCP3

Die Mutation der Aminosaure an Position 32 (entspricht den Basen 151-153) von Serin
(TCT) zu Alanin (GCT) erfolgte mittels PCR mit dem Einsatz von 5- und 3'-Primern, die
denselben Bereich umschlieBen und im Zentrum die veranderte Base besitzten. SYCP3wt-
pCR®2.1-TOPO® diente als Template fiir die Mutagenese-PCR.

S32A5: 5 -GGTGGAAGAAAGCATGCTGGGAAATCTGGG-3

S32A 3: 5-CCCAGATTTCCCAGCATGCTTTCTTCCACC-3

Das PCR-Produkt wurde nach einem Dpnl-Verdau in Bakterien transformiert (vgl. 4.1). Die
mutierte Nukleotidsequenz wurde mittels Sequenzierung auf ihre Richtigkeit Gberprift.

Aus dem Vektor AS32A-SYCP3-pCR®2.1-TOPO® wurde die AS32A-SYCP3 cDNA, die
zwischen den EcoRI-Schnittstellen des Vektors liegt, herausgeschnitten und in einen mit
EcoRI gedffneten pEGFP-N2 Vektor kloniert.

S35A-SYCP3 in EGFP-N2: Protein-Produkt: S35A-SYCP3

Die Mutation der Aminosaure an Position 35 (entspricht den Basen 160-162) von Serin
(TCT) zu Alanin (GCT) erfolgte mittels PCR mit dem Einsatz von 5°- und 3'-Primern, die
denselben Bereich umschlieBen und im Zentrum die veranderte Base besitzten. SYCP3wt-
pCR®2.1-TOPQ® diente als Template fiir die Mutagenese-PCR.

S35A 5: 5-CATTCTGGGAAAGCTGGGAAACCACCATTG-3

S35A 3: 5 -CAATGGTGGTTTCCCAGCTTTCCCAGAATG-3

Das PCR-Produkt wurde nach einem Dpnl-Verdau in Bakterien transformiert (vgl. 4.1). Die
mutierte Nukleotidsequenz wurde mittels Sequenzierung auf ihre Richtigkeit Uberprift.

Aus dem Vektor AS35A-SYCP3-pCR®2.1-TOPO® wurde die AS35A-SYCP3 cDNA, die
zwischen den EcoRI-Schnittstellen des Vektors liegt, herausgeschnitten und in einen mit
EcoRI gedffneten pEGFP-N2 Vektor kloniert.

S32E-SYCP3 in EGFP-N2: Protein-Produkt: S32E-SYCP3

Die Mutation der Aminosaure an Position 32 (entspricht den Basen 151-153) von Serin
(TCT) zu Glutamat (GAA) erfolgte mittels PCR mit dem Einsatz von 5°- und 3'-Primern, die
denselben Bereich umschlieRen und im Zentrum die veranderten Basen besitzen. SYCP3wt-
pCR®2.1-TOPQO® diente als Template fiir die Mutagenese-PCR.

S32E 5°: 5-CCTGGTGGAAGAAAGCATGAAGGGAAATCTGGGAAACC-3'

S32E 3: 5-GGTTTCCCAGATTTCCCTTCATGCTTTCTTCCACCAGG-3

Das PCR-Produkt wurde nach einem Dpnl-Verdau in Bakterien transformiert (vgl. 4.1). Die

mutierte Nukleotidsequenz wurde mittels Sequenzierung auf ihre Richtigkeit Uberpruft.

-50 -



3. Material

Aus dem Vektor AS32E-SYCP3-pCR®2.1-TOPO® wurde die AS32E-SYCP3 cDNA, die
zwischen den EcoRI-Schnittstellen des Vektors liegt, herausgeschnitten und in einen mit
EcoRI gedffneten pEGFP-N2 Vektor kloniert.

S35E-SYCP3 in EGFP-N2: Protein-Produkt: S35E-SYCP3

Die Mutation der Aminosaure an Position 35 (entspricht den Basen 160-162) von Serin
(TCT) zu Glutamat (GAA) erfolgte mittels PCR mit dem Einsatz von 5°- und 3'-Primern, die
denselben Bereich umschlieRen und im Zentrum die veranderten Basen besitzen. SYCP3wt-
pCR®2.1-TOPQO® diente als Template fiir die Mutagenese-PCR.

S35E 5°: 5 -GGAAGAAAGCATTCTGGGAAAGAAGGGAAACCACCATTGATT-3

S35E 3: 5 -AATCAATGGTGGTTTCCCTTCTTTCCCAGAATGCTTTCTTCC-3"

Das PCR-Produkt wurde nach einem Dpnl-Verdau in Bakterien transformiert (vgl. 4.1). Die
mutierte Nukleotidsequenz wurde mittels Sequenzierung auf ihre Richtigkeit Gberpruift.

Aus dem Vektor AS35E-SYCP3-pCR®2.1-TOPO® wurde die AS35E-SYCP3 cDNA, die
zwischen den EcoRI-Schnittstellen des Vektors liegt, herausgeschnitten und in einen mit
EcoRI gedffneten pEGFP-N2 Vektor kloniert.

M241-SYCP3 in EGFP-N2: Protein-Produkt: M241-SYCP3

Die Mutation der Aminosaure an Position 24 (entspricht den Basen 127-129) von Methionin
(ATG) zu Isoleucin (ATC) erfolgte mittels PCR mit dem Einsatz von 5°- und 3'-Primern, die
denselben Bereich umschlieBen und im Zentrum die veranderte Base besitzten. SYCP3wt-
pCR®2.1-TOPQO® diente als Template fiir die Mutagenese-PCR.

M2415": 5 -GGCAAATGTTCGAAATCTCTTCAATCATGTTATTCTGATGA-3"

M241 3: 5 -TCATCAGAATAACATGATTGAAGAGATTTCGAACATTTGCC-3"

Das PCR-Produkt wurde nach einem Dpnl-Verdau in Bakterien transformiert (vgl. 4.1). Die
mutierte Nukleotidsequenz wurde mittels Sequenzierung auf ihre Richtigkeit Gberprift.

Aus dem Vektor AM24|-SYCP3-pCR®2.1-TOPO® wurde die AM24|-SYCP3 cDNA, die
zwischen den EcoRI-Schnittstellen des Vektors liegt, herausgeschnitten und in einen mit
EcoRI gedffneten pEGFP-N2 Vektor kloniert.

SYCP3 in pCMV-Myc : Protein-Produkt: myc-SYCP3

Aus dem Vektor SYCP3wt-pCR®2.1-TOPO® wurde die SYCP3wt cDNA, die zwischen den
EcoRI-Schnittstellen des Vektors liegt, herausgeschnitten und in einen mit EcoRI gedffneten
pCMV-Myc Vektor kloniert.
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ACM2-SYCP3 in pCMV-HA: Protein-Produkt: HA-ACM2-SYCP3

Aus dem Vektor ACM2-SYCP3-pCR®2.1-TOPO® wurde die ACM2-SYCP3 cDNA, die
zwischen den EcoRI-Schnittstellen des Vektors liegt, herausgeschnitten und in einen mit
EcoRI gedffneten pCMV-HA Vektor kloniert.

Medaka SYCP3 Konstrukte

Fur die Herstellung verschiedener SYCP3 Konstrukte aus Medaka wurde zunachst die
vollstandige cDNA von Medaka SYCP3 (lwai et al., 2006) bendtigt. Hierzu wurde RNA aus
Medaka Hoden mit Trifast (PEQLAB, Erlangen) isoliert und fir die Amplifikation mit dem
Superscript™ One-Step RT-PCR Kit (Invitrogen, Karlsruhe) mit folgenden Primern

eingesetzt:

meSYCP3 5’ATG: 5-ATGGAGTCTGTGAGAAAAGTGGAG-3’

meSYCP3 3’ TGA  5-ACCAGAAGTCTAGAAGAACATGGTCTG-3’

Die Sequenz der Medaka SYCP3 cDNA von Base 90-695 (AB 162905.1) wurde in den
Vektor pCR®2.1-TOPO® kloniert und sequenziert. Das Konstrukt meSYCP3wt-pCR®2.1-TOPO®

war Ausgangspunkt flr weitere Klonierungen

meSYCP3wt in EGFP-N2 Protein-Produkt: meSYCP3wt

Aus dem Vektor meSYCP3wt-pCR®2.1-TOPO® wurde die Medaka SYCP3wt cDNA, die
zwischen den EcoRI-Schnittstellen des Vektors liegt, herausgeschnitten und in einen mit
EcoRI gedffneten pEGFP-N2 Vektor kloniert.

meACM2-SYCP3 in EGFP-N2: Protein-Produkt: meACM2-SYCP3:
meSYCP3wt-pCR®2.1-TOPO® diente als Template fiir die Amplifikation der Basen 90-665
wodurch das CM2 deletiert wurde.

meSYCP3 5’'ATG: 5-ATGGAGTCTGTGAGAAAAGTGGAG-3’

meACM2 3': 5-CTA GGACTTGCGGACTGTTGCC-3"

Der meACM2 3° Primer besaR ein Stoppcodon (TAG) als Uberhang, hier als unterstrichene
Primersequenz dargestellt.

Das PCR-Produkt mit dem deletierten CM2 wurde in den Vektor pCR®2.1-TOPO® kloniert und
sequenziert.

Aus dem Vektor meACM2-SYCP3-pCR®2.1-TOPO® wurde die Medaka ACM2-SYCP3 cDNA,
die zwischen den EcoRI-Schnittstellen des Vektors liegt, herausgeschnitten und in einen mit
EcoRI gedffneten pEGFP-N2 Vektor kloniert.
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3.6.2 SYCP3 Konstrukte zur Proteinexpression in Bakterien

Fur die Expression von SYCP3 und Mutanten in Bakterien wurde die entsprechende cDNA in
die multiple Klonierungsstelle (MCS) von pGEX-Vektoren (Amersham Pharmacia Biotech,
Buckinghamshire) oder pQE-Vektoren (Quiagen, Hilden) inseriert. Die in pGEX-Vektoren ein-
klonierte cDNA wird als Fusionsprotein exprimiert, an das N-terminal das Enzym GST fusio-
niert ist. Die in pQE-Vektoren exprimierten Proteine besitzen ein N-terminal fusioniertes
RGSHis-Epitop-Tag. Bei der Konstruktion von Fusionsproteinen war darauf zu achten, dass
das Leseraster eingehalten wurde. Die klonierten Konstrukte wurden Uber Sequenzierung

auf ihre Richtigkeit Gberprift.

SYCP3 Konstrukte der Ratte

n1-130-SYCP3 pGEX-5X-2 Protein-Produkt: GST-n1-130-SYCP3
SYCP3wt-pCR®2.1-TOPO® diente als Template fiir die Amplifikation der Basen von 47-448,
(entspricht den Aminosauren von 1-130), mit folgenden Primern.

SYCP3 5" ATG: 5-GGCTTCGTCAGATGCTTCGAG-3°

Ac127 3°: 5-TTATTGTTCAATTTTATGGTTACTGGCTTT-3"

Das PCR-Produkt wurde in den Vektor pCR®2.1-TOPQ® kloniert und sequenziert.

Aus dem Vektor n1-130-SYCP3-pCR®2.1-TOPO® wurde die n1-130-SYCP3 cDNA, die
zwischen den EcoRI-Schnittstellen des Vektors liegt, herausgeschnitten und in einen mit
EcoRI gedffneten pGEX-5X-2 Vektor kloniert.

n1-130-SYCP3-pQE-30 Protein-Produkt: RGSHis-n1-130-SYCP3

Aus dem Vektor n1-130-SYCP3-pCR®2.1-TOPO® wurde die n1-130-SYCP3 cDNA, die
zwischen den EcoRI-Schnittstellen des Vektors liegt, herausgeschnitten und in einen mit
EcoRI gedffneten pQE-30 Vektor kloniert.

Medaka SYCP3 Konstrukt

meSYCP3-pQE-31 Protein-Produkt: RGSHis-meSYCP3

Aus dem Vektor meSYCP3wt-pCR®2.1-TOPO® wurde die Medaka SYCP3wt cDNA, die
zwischen den EcoRI-Schnittstellen des Vektors liegt, herausgeschnitten und in einen mit
EcoRlI gedffneten pQE-31 Vektor kloniert.
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4 Methoden

4.1 Mikrobiologische Methoden

Flussigkultur von Bakterien

LOsungen:
e LB-Medium (Luria Bertami) 1 I: 10 g Bacto-Trypton (Gibco)
— pH 7,4 (NaOH) 5 g Hefeextrakt (Gibco)
10 g NaCl
= autoklavieren
e Antibiotika-Stammlésungen: Ampicillin: 50 ™9/, in H,O bidest.
Kanamycin: 50 ™/, in H,O bidest.
Tetracyclin: 5 M9/ in Ethanol (100 %, p.a.)
Durchflihrung:

Fir eine Ubernachtkultur (UNK) wurden ca. 5-20 ml Medium in einem Greinerréhrchen
vorgelegt. Zur Selektion wurde je nach verwendetem Bakterienstamm ein Antibiotikum
zugesetzt. Ampicillin und Kanamycin wurden in Endkonzentrationen von 50 "9/, eingesetzt,
Tetracyclin wurde mit einer Konzentration von 15 "9/, verwendet. Das Selektionsmedium
wurde mit Bakterienmaterial aus einer Glycerinkultur oder eine Bakterienkolonie von einer
Agarplatte mit einer sterilen Pipettenspitze angeimpft. Die Kultur wurde bei 37°C lGber Nacht
geschittelt.

Fir Flissigkulturen groBerer Volumina wurde zundchst, wie beschrieben, eine UNK

angesetzt. Mit 5 ml dieser UNK wurde dann am nachsten Tag 200 ml Medium angeimpft.

Photometrische Bestimmung der Bakteriendichte einer Flissigkultur

Um die Bakteriendichte in einer FlUssigkeit zu bestimmen, misst man die Extinktion bei einer
Wellenlange von 600 nm. Hierbei gilt, dass eine OD von 1, bei einer Schichtdicke von 1cm,
8x10% 2"/ entspricht. Man benétigt dazu einen Nullwert, der mit LB-Medium eingestellt

wurde.

Glycerinkultur
Zur Aufbewahrung von Bakterien Uber einen langeren Zeitraum wurden Glycerinkulturen
angesetzt. Hierzu wurden 100-200 pl Glycerin mit 900 ul einer UNK vermischt und bei -70°C

gelagert. Ausgehend von der Glycerinkultur konnte nun eine neue UNK angeimpft werden,
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indem mit einer sterilen Pipettenspitze etwas Bakterienmaterial von der Glycerinkultur in die

UNK Ubertragen wurde (siehe oben).

Bakterienkultur auf Agarplatten
LOsungen:
e 1,5 % Agar (Select Agar, Gibco) in LB-Medium (siehe oben)

¢ Antibiotika-Stammldsungen (siehe oben)

Durchfuihrung:

Fir die Herstellung von Agarplatten wurde der Agar in LB-Medium eingewogen und
autoklaviert. Nachdem sich die Lésung nach dem Autoklavieren auf etwa 50°C abgekiihlt
hatte, wurde das geeignete Antibiotikum aus einer Stammlésung in der jeweiligen
Endkonzentration (siehe oben) zugegeben. Der flissige Agar wurde anschlief’end in sterile
Petrischalen gegossen, so dass der Boden einer Schale gerade bedeckt war. Nachdem der
Agar fest geworden war, wurden die Schalen umgedreht, um ein Auftropfen von
Kondenswasser auf den Nahrboden zu verhindern. Die Selektionsplatten wurden iber Nacht
bei RT getrocknet und konnten 3-4 Wochen bei 4°C gelagert werden. Danach verlor das
Antibiotikum seine Wirkung.

Um aus einer Flussigkultur eine Plattenkultur herzustellen wurden ca. 50-100 yl der Kultur
auf die Platte pipettiert und mit einem sterilen Drygalski-Spatel ausplattiert. Sterilisiert wurde
der Drygalski-Spatel indem er mit 70 % Ethanol abgeflammt wurde. Bakterien konnten auch

mit Hilfe einer sterilen Impfése auf die Platte Uberfiihrt und dort ausgestrichen werden.

Herstellen kompetenter Bakterien

Bakterien, die mit Plasmiden transformiert werden sollen, miissen eine gewisse Kompetenz
aufweisen. Das heildt, sie missen die Fahigkeit besitzen, unter geeigneten Bedingungen
DNA aus ihrer Umgebung in sich aufnehmen zu kénnen. Zahlreiche Bakterienstamme
besitzen eine natlrliche Kompetenz zur Aufnahme von DNA. Aber auch andere Arten
konnen, durch Modifikation der sie umgebenden Lipiddoppelschicht, chemisch kompetent

gemacht werden (Chung et al., 1989).

LOsungen:

o LB-Medium (siehe oben)

e Tetracyclin: 5 ™/, in Ethanol (100 %, p.a.)
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e TSS (Transformation and Storage Solution): LB-Medium (siehe oben)
— pH 6,5 + 10 % (w/v) PEG 3350 oder 8000
+5 % (v/iv) DMSO
+20-50 mM Mg** (MgSO, oder MgCl,)

— sterilfiltrieren, Lagerung bei -20°C

Durchflihrung:

Zunachst wurden 10 ml LB-Medium mit Endkonzentration 15 "9/, Tetracyclin versehen. Die
Flissigkultur wurde mit einer Einzelkolonie oder aus einer Glycerinkultur des gewtiinschten
Bakterienstammes angeimpft. StandardmaRig wurde der Bakterienstamm E.coli XL1-blue
verwendet. Die UNK wurde bei 37°C unter Schiitteln inkubiert. Am nachsten Morgen wurden
100 ml LB-Medium mit einer Endkonzentration von 15 "9/ Tetracyclin mit 1-5 ml der UNK
angeimpft. Die Bakterien wurden nun bei 37°C unter Schitteln bis zu einer ODgy von 0,3-0,4
vermehrt, was nach ca. 2 h der Fall war. Dann wurde die Flussigkultur auf zwei
50 ml-Réhrchen verteilt und bei 1000 g und 4°C 10 min zentrifugiert. Der Uberstand wurde
verworfen und das Pellet in ', des Ausgangsvolumens (2,5 ml) eiskaltem TSS
aufgenommen und resuspendiert. Die Suspension wurde in Aliquots zu 100 ul auf
vorgekihlte Eppendorf-Reaktionsgefalie verteilt und sofort in flissigem Stickstoff
eingefroren. Die kompetenten Bakterien wurden bei -70°C gelagert und waren mehrere
Wochen haltbar.

Kompetenz-Test:

Die Qualitdt kompetenter Bakterien Iasst sich ausdricken in ,colony forming units® (cfu) pro
eingesetzter Plasmid-DNA. Ein akzeptabler Wert liegt dabei bei 10”-10° cfu/ug Plasmid-DNA,
bezogen auf den pUC-Vektor.

Zur Ermittlung der Kompetenz wurden die Bakterien mit je 10, 100 und 1000 pg des
pUC-Vektors transformiert. Die auf den Platten erscheinenden Bakterienkolonien wurden
dann ausgezahlt. Dies diente der Bestimmung der Transformationsrate fir 1 uyg DNA des
pUC-Vektors.

Transformation von Plasmid-DNA in Bakterien

Die Aufnahme von Fremd-DNA in ein Bakterium wird als Transformation bezeichnet. Damit
die Fremd-DNA bei der Transformation in eine Bakterienzelle nicht abgebaut wird, muss sie
ringformig vorliegen (Plasmid-DNA) und benétigt einen Replikationsstartpunkt, der von der
Bakterienzelle erkannt werden kann. Zusatzlich tragt die Plasmid-DNA meistens eine
Antibiotikaresistenz, um eine Selektion der erfolgreich transformierten Bakterien zu

ermaoglichen.
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Losungen:

o LB-Medium (siehe oben)

Durchflihrung:

Ein Aliquot (100 pl) kompetenter Bakterien wurde langsam auf Eis aufgetaut. Die Bakterien
wurden mit dem Ligationsansatz (vgl. 4.2.10) vermischt und 45-60 min auf Eis inkubiert. Der
Ansatz wurde dann fir 30 sek bei 42°C einem Hitzeschock ausgesetzt und sofort wieder auf
Eis gestellt. Zu den Bakterien wurde 900 ul LB-Medium zugegeben und 1 h bei 37°C
geschittelt. Es wurden zwei Verdinnungen auf entsprechenden Selektionsplatten (siehe
oben), je nach Antibiotikaresistenz des transformierten Plasmids, ausplattiert. Zunachst
wurden 100 pl des 1 ml Transformationsansatzes entnommen und ausgestrichen, was einer
1,0 Verdiinnung entspricht. Die restlichen Bakterien wurden bei 10000 rpm fiir 30 sek in
einer Tischzentrifuge pelletiert. Der Uberstand wurde bis auf ca. 100 yl abgenommen, in
denen das Pellet resuspendiert wurde. Anschlielend wurde alles auf einer zweiten Platte

ausgestrichen was einer %/, Verdiinnung entspricht.

4.2 Arbeiten mit rekombinanter DNA

4.2.1 Isolierung von RNA aus Geweben

Die Isolierung von Gesamt-RNA aus Hodengewebe erfolgte mit peqGOLD Trifast™ von der
Firma PeqglLab, Erlangen, nach Herstellerprotokoll. Die RNA wurde fiir die Gewinnung von
spezifischer cDNA (vgl. 4.2.2) Uber RT-PCR benutzt.

4.2.2 Gewinnung von cDNA aus isolierter RNA

Die Herstellung von cDNA durch reverse Transkription aus mRNA Uber spezifische Primer ist
die Voraussetzung fur das Arbeiten mit rekombinanter DNA. Der Vorteil gegenlber
genomischer DNA ist ein durchgangiges Leseraster, das nicht von Introns unterbrochen wird.
Dabei kann die DNA fur exogene Expression in eukaryotischen und prokaryotischen Zellen
und in-vitro Expressionssystemen eingesetzt werden.

Die cDNA wurde mithilfe der Superscript™ One-Step RT-PCR for Long Templates
(Invitrogen, Karlsruhe) nach Herstellerprotokoll hergestellt, wobei in den Ansatz 0,8 U/ul
Ribonuklease Inhibitor (MBI Fermentas, St. Leon-Roth) hinzugefligt wurde.

Die amplifizierte cDNA wurde mittels praparativer DNA Gelelektrophorese (vgl. 4.2.4) isoliert,
Uber Topo-TA Klonierung (vgl. 4.2.10) in einen Vektor inseriert und nach Transformation von
Bakterien vervielfaltigt (vgl. 4.1). Von hier aus konnte die cDNA durch PCR oder

Restriktionsendonukleasen beliebig umkloniert und mutiert werden.
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4.2.3 PCR (polymerase chain reaction)

Die Polymerase-Ketten-Reaktion ist eine Technik, mit der man selektiv DNA-Sequenzen
vervielfaltigen kann. Sie basiert auf der Tatsache, dass ein DNA-Doppelstrang bei Erhitzung
denaturiert, sich also in zwei Einzelstrange =zerlegt. Mit Hilfe einer hitzebestandigen
DNA-Polymerase konnen die Einzelstrange in Anwesenheit von Primern und den vier
Nukleotidtriphosphaten repliziert werden. Als Primer werden DNA-Oligomere zugegeben, die
die Zielsequenz flankieren. Man bendétigt also zumindest Kenntnis Uber Teile der Sequenz,

oder aber ahnliche Sequenzen, aus der sich die erforderlichen Primer ableiten lassen.

Primer und Primerdesign:

Der Erfolg einer PCR hangt sehr stark von den verwendeten Primern ab, die bestimmte
Eigenschaften besitzen sollten. Sie sollten nicht mit sich selbst oder dem anderen Primer
hybridisieren koénnen, sie sollten keine Schleifen bilden kénnen und, wenn mdglich, sollte
ihre komplementare Sequenz nur einmal auf der eingesetzten DNA vorkommen. Aul3erdem
sollten die Schmelztemperaturen der beiden verwendeten Primer etwa gleich hoch sein und
der G/C-Gehalt ihrer Sequenzen zwischen 40 und 60 % liegen. Die Schmelztemperatur gibt
an bei wie viel Grad Celsius die Halfte dieser komplementaren Sequenzen in der Lésung als

Doppelstrang vorliegen. Diese Temperatur kann mit folgender Formel berechnet werden:
T,=2°C-(A+T)+(G+C)

Die PCR-Reaktion ist umso spezifischer, je ndher die Annealing-Temperatur bei der
Schmelztemperatur der beiden Primer liegt. Die Annealing-Temperatur wurde anfangs meist
ca. 5°C unter T, gewahlt und bei Misserfolg dann nach oben (unspezifische Amplifikation,
erkennbar als Schmier bei der Gelelektrophorese) oder unten (nichts amplifiziert) variiert. Die
Primer wurden mit dem Programm ,OLIGO* am Computer entworfen und von den Firmen

Interaktiva (Ulm), Biomers (Ulm) und Invitrogen (Karlsruhe) bezogen

Durchfiihrung der PCR

Fur die Amplifikation von DNA-Fragmenten wurde die im Lehrstuhl selbst isolierte Tag-DNA-
Polymerase entsprechend des Herstellerprotokolls von Promega verwendet. Diese figt an
die 3-Enden der doppelstrangigen DNA-Fragmente Uberhinge aus A-Nukleotiden an,
besitzt aber keine 3’-5° Exonukleaseaktivitit und somit nicht die Fahigkeit zur
Fehlerkorrektur. Wahrend der Elongationsphase kann die Tag-DNA-Polymerase ca. 1000
Nukleotide pro Minute verarbeiten.

Sollten die DNA-Fragmente mit sehr hoher Genauigkeit amplifiziert werden wurde entweder

die im Lehrstuhl selbst isolierte Pfu-DNA-Polymerase entsprechend des Herstellerprotokolls
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von Promega oder die Phusion"-DNA-Polymerase von Finnzymes (New England
BioLabs®|nc_) verwendet. Diese Polymerasen hangen keine Uberhangenden A-Nukleotiden
am 3’-Ende des Produkts an, besitzen aber 3'-5-Exonukleaseaktivitdt. Wahrend der
Elongationsphase kann die Pfu-DNA-Polymerase ca. 500 Nukleotide pro Minute verarbeiten.
Die Phusion™-DNA-Polymerase kann ca. 1000 Nukleotide in 15 bis 30 Sekunden

verarbeiten.

Pipettierschema fur Tag-Polymerase (50 ul-PCR-Ansatz):

20-100 ng DNA

3 pl MgCl; (25 mM)

5 yl Tag-DNA-Polymerase 10x Reaction Buffer

1 pl dNTPs (Mix, SL je Nukleotid 10 mM, MBI)

1 ul 5'-Primer (SL 100 "™/,

1 ul 3-Primer (SL 100 "™/,

1 ul Tag-DNA-Polymerase (5 U/p., Lehrstuhl Zoo 1)
auf 50 ul mit H,O bidest. auffillen

Pipettierschema fir Pfu-Polymerase (50 pl-PCR-Ansatz):

20-100 ng DNA

5 pl Pfu-DNA-Polymerase 10x Reaction Buffer mit MgSO, (Promega)
1 pl dNTPs (Mix, SL je Nukleotid 10 mM, MBI)

1 ul 5'-Primer (SL 100 "™,

1 ul 3-Primer (SL 100 "™,

1 ul Pfu-DNA-Polymerase (5 U/p., Lehrstuhl Zoo 1)

auf 50 ul mit H,O bidest. auffillen

Pipettierschema fir die Phusion™-DNA-Polymerase (50 ul PCR-Ansatz):

1 pg-10 ng Template-DNA

10 pl 5x Phusion™ HF Buffer (New England BioLabs® )

1 ul ANTPs (Mix, SL je Nukleotid 10 mM, MBI)

1 ul 5-Primer (SL 100 "™,

1 ul 3-Primer (SL 100 "™,

1,5 ul DMSO (optional, 3 % Endkonzentration, New England BioLabs®.nC)
0,5 ul Phusion™-DNA-Polymerase (0,02 Y/,;, New England BioLabs® )
auf 50 pl mit H,O bidest. aufftillen
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Der Ansatz wurde gut vermischt und im Thermocycler mit folgendem Programm inkubiert:

Programm fir Tag-DNA-Polymerase

initiale Denaturierung: 2 min, 96°C

Denaturierung: 1 min, 96°C

Primer-Annealing: 1 min, Temperatur je nach Primer 30-35 Zyklen
Elongation: 1 min/1000 Basen+30 sek, 72°C

finale Elongation 10 min

Kihlung: 4°C

Programm fir Pfu-DNA-Polymerase

initiale Denaturierung: 2 min, 96°C

Denaturierung: 1 min, 96°C

Primer-Annealing: 1 min, Temperatur je nach Primer 30-35 Zyklen
Elongation: 1 min/500 Basen+30 sek, 72°C

finale Elongation 10 min

Kihlung: 4°C

Programm fur Phusion™-DNA-Polymerase:

initiale Denaturierung: 30 sek, 98°C

Denaturierung: 10 sek, 98°C

Primer-Annealing: 10 sek, Temperatur je nach Primer 30-35 Zyklen
Elongation: 15-30 sek/1000 Basen, 72°C

finale Elongation 10 min

Kuhlung: 4°C

Die Analyse der PCR-Reaktion erfolgte im 1 %igen Agarosegel (vgl. 4.2.4).

Gerichtete Mutagenese mit Hilfe der PCR

Nach der Amplifikation von DNA-Fragmenten durch PCR konnten diese in bakterielle
Vektoren kloniert werden (vgl. 4.2.10). Codiert das DNA-Fragment fiir ein bestimmtes Protein
konnte es in geeigneten Vektoren in eukaryontische Kulturzellen oder Bakterien exprimiert
und seine Eigenschaften analysiert werden. Um nun herauszufinden welche Doméanen flr
die spezifischen Eigenschaften des Proteins verantwortlich sind wurden Teile des Proteins
deletiert oder einzelne Aminosduren verandert, wobei das Verhalten der Mutanten mit den

Eigenschaften des wildtypischen Protein verglichen wurde. Deletiert wurden Aminosauren
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des Carboxyl- und Amino-Endes, es konnten aber auch interne Aminosauresequenzen
deletiert werden. Weiterhin konnten einzelne Aminosauren des Proteins mutiert werden.
Deletionen, und Mutationen von Aminosauren wurden auf DNA-Ebene durchgeflihrt, indem
man nur bestimmte DNA-Segmente des DNA-Fragments durch PCR amplifizierte oder

einzelne Basen des DNA-Fragments veranderte.

Einfuhrung einer Deletion am 5 -Ende des DNA-Fragments:

Zur Einfihrung einer Deletion am 5°-Ende wurde eine normale PCR mit geeigneten Primern
durchgefiihrt. Je nachdem wie viele Nukleotide deletiert werden sollten wurde der 5 -Primer
so gewahlt, dass er zu dem neuen 5 -Ende des DNA-Fragments komplementar ist. Da mit
der Deletion des 5 -Endes auch das Startcodon, was flir die Proteinexpression wichtig ist,
entfernt wurde, musste dieses am 5 -Ende des Primers als Uberhang konstruiert werden.
Das durch die PCR entstandene DNA-Segment beginnt also am 5-Ende mit einem
Startcodon ist aber im Vergleich zu dem urspringlichen DNA-Fragment am 5'-Bereich um

eine gewisse Anzahl von Nukleotiden verkirzt.

EinfUhrung einer Deletion am 3 -Ende des DNA-Fragments:

Zur Einfuhrung einer Deletion am 3'-Ende wurde eine normale PCR mit geeigneten Primern
durchgefiihrt. Je nachdem wie viele Nukleotide deletiert werden sollten wurde der 3" -Primer
so gewahlt, dass er zu dem neuen 3’-Ende des DNA-Fragments komplementar ist. Da mit
der Deletion des 3°-Endes auch das Stoppcodon, was fir die Proteinexpression wichtig ist,
entfernt wurde musste dieses am 5'-Ende des Primers als Uberhang konstruiert werden.
Das durch die PCR entstandene DNA-Segment ist im Vergleich zu dem urspriinglichen
DNA-Fragment am 3'-Ende um eine gewisse Anzahl von Nukleotiden verkiirzt, endet aber

mit einem Stoppcodon.

Einfuhrung einer internen Deletion des DNA-Fragments

Zum Einfigen einer internen Deletion bendtigt man ein Primerpaar, das den zu
deletierenden Bereich flankiert, wobei der 5-Primer am 3°-Ende der Deletion und der
3'-Primer am 5°-Ende der Deletion bindet. Die PCR wurde mit der Pfu-DNA-Polymerase
durchgefiihrt und es wurde das gesamte Plasmid mit Insert amplifiziert mit Ausnahme der
Nukleotide, die im Bereich der Deletion liegen. Man erhalt ein langes lineares PCR-Produkt
mit ,glatten® Enden. Nach einem Verdau mit Dpnl, das aufgrund seiner Spezifitdt flr
methylierte Schnittstellen nur die matrizen DNA schneidet und nicht das PCR-Produkt,
wurden die ,glatten” Enden des PCR-Produkts phosphoryliert und ligiert (vgl. 4.2.10).
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Eine weitere Mdglichkeit eine Interne Deletion einzufligen ist, in zwei unabhangigen PCR-
Reaktionen mit geeigneten Primern zundchst den Bereich vor der gewlnschten Deletion,
und den Bereich nach der gewunschten Deletion, zu amplifizieren. Hierbei war darauf zu
achten, dass der 3'-Primer des vorderen Bereichs einen ca. 10 Nukleotid langen Uberhang
besal}, der Komplementar zum 5°-Ende des hinteren Bereichs war. Umgekehrt musste der
5-Primer des hinteren Bereichs einen ca. 10 Nukleotid langen Uberhang besitzen, der
Komplementar zum 3’-Ende des vorderen Bereichs war.

Diese zwei PCR-Produkte wurden aus dem Gel gereinigt (vgl. 4.2.4) und fir eine erneute
PCR mit einem 5°-Primer und einen 3’-Primer eingesetzt. Um nun das DNA-Fragment mit
der internen Deletion zu erhalten, mussten die zwei PCR-Produkte mit ihren

komplementaren Uberhdngen miteinander hybridisieren.

Mutagenese einzelner Basen des DNA-Fragments

Fur die Mutagenese einzelner Basen einer Sequenz in einem Vektor, wurde das Protokoll
des QuikChange® Site-Directed Mutageneses Kit von Stratagene angewandt. Dies basiert
auf einer PCR mit dem Einsatz von 5°- und 3'-Primern, die denselben Bereich umschlielen
und im Zentrum die veranderten Basen besitzen. Nach Dpnl-Verdau der Matrizen-DNA
wurde das Produkt transformiert (vgl. 4.1) und die resultierenden Bakterienklone konnten auf

die gewlinschte Sequenz hin untersucht werden.

Kolonie-PCR
Nach der Klonierung von DNA-Fragmenten in bakterielle Vektoren (vgl. 4.2.10) wurden die
erhaltenen Klone mittels Kolonie-PCR auf eine erfolgreiche Ligation hin Uberprift, und
getestet, in welcher Orientierung das einklonierte DNA-Fragment in den Vektor inseriert
hatte. Hierzu wurde statt isolierter DNA etwas Bakterienmaterial fir die PCR eingesetzt und
mit geeigneten Primern Uberprift, ob (5 -Primer und 3’-Primer des Inserts) und in welcher
Orientierung (5°-Primer des Inserts und 3'-Primer des Vektors) das einklonierte Insert im
Bakterienverktor inseriert war.
Pipettierschema flir Tag-Polymerase (25 pl-PCR-Ansatz):

e 1,5l MgCl; (25 mM)

o 2,5yl Tag-DNA-Polymerase 10x Reaction Buffer

e 0,5l dNTPs (Mix, SL je Nukleotid 10 mM, MBI)

e 1l 5-Primer (SL 10 P™/,)

e 1l 3-Primer (SL 10 P™/,)

e 0,5 ul Tag-DNA-Polymerase (5 U/p., Lehrstuhl Zoo 1)

e auf 25 pl mit H,O bidest. aufflllen
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Durchfuihrung:

Zunachst wurde je nach Anzahl der zu testenden Klone ein ,Master-Mix“ des
25 ul-PCR-Ansatzes zusammenpipettiert, der auf PCR-Reaktionsgefal’e verteilt wurde. Die
zu testende Bakterienkolonie wurde von einer Agarplatte mit einer sterilen Pipettenspitze
gepickt. Ein Teil des Bakterienmaterials wurde auf eine neue Agarplatte Gbertragen, die man
bei 37°C inkubieren lieR um am nachsten Tag eine UNK animpfen zu kénnen (vgl. 4.1). Der

Rest wurde mit dem PCR-Ansatz vermischt.

4.2.4 Auftrennung von DNA-Fragmenten durch Agarose-Gelelektrophorese

Bei der Auftrennung der DNA macht man sich das negativ geladene Phosphoribose-Rulckrad
zu nutzen. Wird ein elektrisches Feld angelegt bewegen sich die DNA-Molekile in wassriger
Lésung zur positiv geladenen Anode. Lasst man diese Bewegung in einem molekularen
Netzwerk ablaufen, wie in einem Agarosegel, so werden die einzelnen DNA-Molekile je
nach GroRRe und Form aufgetrennt, wobei die Wanderungsgeschwindigkeit mit der Grolie
abnimmt. Aber auch die Konformation der DNA beeinflusst die Wanderungsgeschwindigkeit.
Ringférmige kovalent geschlossene DNA lauft schneller, je groRer ihre Verwindungszahl ist,
egal ob die DNA negativ oder positiv superspiralisiert vorliegt. Linearisierte DNA wandert
etwas schneller als das entspannte, geschlossene Plasmid.

Die Trennscharfe hangt von der Gesamtlaufweite und der Agarosekonzentration im Gel ab
(vgl. Tabelle 4.1). Die Konzentration sollte dem GroRenbereich der erwarteten Fragmente
angepasst werden.

Um die DNA-Banden im Agarosegel sichtbar zu machen gibt man Ethidiumbromid zu. Dieser
Fluoreszenzfarbstoff interkaliert zwischen den Basen der DNA und erzeugt bei Anregung mit

UV-Licht eine orange Fluoreszenz.

Agarosekonzentration (%) Optimaler Trennbereich (kb)
0,3 5-60
0,6 1-20
0,9 0,5-7
1,2 0,4-6
1,5 0,2-3
2,0 0,1-2

Tabelle 4.1: Abhangigkeit des Trennbereiches von der Agarosekonzentration
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Losungen:
e 10x TBE (pH 8,2): 890 mM Tris/HCI
890 mM Borsaure
20 mM EDTA
e 20x SB (pH 8,0): 200 mM NaOH
ad Borat bis pH 8,0
¢ 10x DNA-Probenpuffer: 10x TBE

+ 50 % (v/v) Glycerin
+ 0,4 % (w/v) Bromphenolblau
+ 0,4 % (w/v) Xylencyanol

o Laufpuffer (1x TBE) bzw. (1xSB)

e Ethidiumbromid-Stammldsung (50 ™%/)

Durchfuhrung:

Fir ein 1 %iges Gel wurden 0,4 g Agarose (low EEO,

Applichem oder pEQIlab) in 40 ml 1x TBE oder 1x SB
;;;;E geldst und aufgekocht. Nachdem die Losung auf etwa
S5 50°C abgekiihlt war, wurde 1 pl der Ethidiumbromid-
a2 Stammldsung zugegeben. Die Loésung wurde gut
- gemischt und in einen Gelschlitten gegossen. Der
o7 Gelschlitten wurde vorher mit Tesafilm abgedichtet, und
Z: es wurde ein Kamm, zum Auftragen der Proben,

eingesteckt. Nach ca. 30 min war das Gel komplett
Abbildung 4.1: DNA-Marker Il polymerisiert und konnte verwendet werden. Sollte die

(MBI) im 1%igen  Agarosegel.  po\ymerisation schneller erfolgen konnte das Gel auch

Groftenangaben in bp. bei 4°C gegossen werden. Das Gel wurde, nach
Entfernen des Tesafilms, mit dem Gelschlitten in eine mit Laufpuffer gefiilite
Elektrophoresekammer gesetzt und mit Laufpuffer (1x TBE bzw. 1x SB) Uberschichtet. Dann
wurde der Kamm vorsichtig herausgezogen und eventuell vorhandene Luftblasen aus den
Taschen entfernt. AnschlieRend wurden die zu analysierenden Proben mit /410 Volumen 10x
DNA-Probenpuffer versetzt und in die Geltaschen pipettiert. Um die GréRen der
aufgetrennten DNA-Fragmente bestimmen zu kénnen, wurde in einer Spur ein Gemisch aus
Fragmenten definierter Grofe als Marker mit aufgetragen. Es wurde immer der Marker Il

(MBI) verwendet, mit EcoRI und Hindlll verdaute A-DNA (vgl. Abbildung 4.1), von dem 1 pg

-64 -



4. Methoden

aufgetragen wurde. Die Elektrophorese wurde bei einer konstanten Spannung von 100-
130 V durchgefiihrt, und wurde beendet, wenn das Bromphenolblau aus dem Probenpuffer
etwa %5 des Gels durchlaufen hatte. Die durch das Ethidiumbromid gefarbten DNA-Banden
wurden mit einem UV-Transilluminator sichtbar gemacht und Uber eine Videokamera mit

angeschlossenem Drucker oder mit einer Polaroid-Kamera dokumentiert.

Praparative DNA-Gelelektrophorese

Die Extraktion von DNA-Fragmenten aus Agarosegelen wurde mit dem E.Z.N.A® Gel
Extraction Kit (PAQLAB, Erlangen) durchgefuhrt. Die gewlinschten Banden wurden mit einer
sauberen Sklapellklinge vorsichtig aus dem Gel ausgeschnitten und die DNA anschlieRend
nach Herstellerprotokoll eluiert. Der finale Elutionsschritt wurde meist mit 30-40 pl, und nicht
wie im Protokoll beschrieben mit 50 ul, H,O bidest. durchgefiihrt. Um die DNA moglichst
verlustarm eluieren zu kdnnen, wurde das Wasser auf ca. 60 °C erhitzt.

Es wurden Agarosen (low EEO) der Firmen Applichem oder PEQLAB verwendet, die eine
niedrige Bindungsaffinitdt zu Nukleinsduren besitzen. Dadurch wurde die Elution der DNA
erleichtert und Ausbeuten erhdht. Die eluierte DNA stand sofort ohne weitere

Bearbeitungsschritte flr Folgeversuche zur Verfigung.

4.2.5 Plasmid-DNA Praparationen

Das Prinzip der Plasmidisolation basiert auf der Lyse der Bakterien in alkalischem Medium
und der nachfolgenden Trennung der Plasmid-DNA von den Ubrigen Zellbestandteilen. Die
DNA kann direkt gefallt werden oder durch Adsorption an ein Silika-Gel unter Hochsalz-

Bedingungen isoliert werden.

GTE-System (alkalische Lyse)
Bei dieser Methode (Li et al., 1997) erhalt man DNA, die zwar verunreinigt ist, sich aber dazu

eignet, Bakterienkolonien auf erfolgreiche Ligation und Transformation zu testen.

LOosungen:
e LoOsung 1 (GTE-Puffer): 50 mM Glucose
10 mM EDTA
25 mM Tris/HCI, pH 8,0
+ 1 Spatelspitze RNase A
= Lagerung bei 4 °C
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e LAsung 2 (Lysispuffer): 0,2 N NaOH
1 % (w/v) SDS

e LAsung 3 (Kaliumacetatlosung): 60 ml Kaliumacetatldsung (SL 5 M)
11,5 ml Eisessig
28,5 ml H,O bidest.

e 100 % Ethanol p.a. (auf Eis vorkuhlen)

e 70 % Ethanol p.a.

Durchfiihrung:

Zunachst wurde das Plasmid in den Bakterien vermehrt. Dazu wurde die betreffende
Bakterienkolonie eine 10 mI-UNK in geeignetem Selektionsmedium hergestellt (vgl. 4.1). Am
nachsten Morgen wurden 1,5 ml dieser UNK in ein frisches Eppendorf-Reaktionsgefa
Uberfiihrt und 30 sek bei 13000 rpm in einer Tischzentrifuge zentrifugiert. Der Uberstand
wurde verworfen und das Pellet in 100 yl GTE-Puffer durch Vortexen resuspendiert. Danach
wurden 200 pl Lésung 2 zugegeben und durch mehrmaliges Invertieren des
Reaktionsgefalles gemischt. Zum Schluss wurden 150 pl Lésung 3 zugegeben und der
Ansatz kurz kraftig geschittelt. Nach einer flinfminttigen Zentrifugation bei 13000 rpm zum
Pelletieren der Zelltrimmer wurden 400 ul des Uberstandes in ein frisches Gefaly tberfiihrt
und 400 l eiskaltes 100 %iges Ethanol p.a. zugegeben. Beim Abnehmen des Uberstandes
war darauf zu achten, dass kein ausgefallenes SDS mit verschleppt wurde, weil dies
nachfolgende Reaktionen stéren koénnte. AnschlieRend wurde 5 min bei 13000 rpm
zentrifugiert. Danach wurde der Uberstand sorgféltig abgenommen und das Pellet 5-10 min
luftgetrocknet. Hohere Reinheit der DNA erzielt man durch zweimaliges Waschen des Pellet
mit 70 %igem Ethanol p.a. Zum Schluss wurde das Pellet in 30 pl H,O bidest.
aufgenommen. Von der GTE-Plasmid-Praparation wurden 8 pl in einem Restriktionsverdau

(vgl. 4.2.10) eingesetzt.

Plasmid Mini-Préap

Diese Methode ist eine Kombination aus alkalischer Lyse und Adsorption der DNA an ein
Silika-Gel unter Hochsalz-Bedingungen. Die DNA wird dabei nicht gefallt, sondern an das
Gel gebunden und anschlieBend mit einem Niedrigsalz-Puffer (z.B. H,O bidest.) bei
pH 7,0-8,5 eluiert. Die durch diese Methode gewonnene Plasmid-DNA besitzt eine sehr hohe
Reinheit und war somit auch flir empfindlichere Reaktionen wie Sequenzierungen und

Transfektionen einsetzbar.

- 606 -



4. Methoden

Durchgefuhrt wurde die Plasmid Mini-Prap der Firma PEQLAB (Erlangen) nach
Herstellerprotokoll, ausgehend von einer 6-10 ml UNK. Eluiert wurde mit 50 ul H,O bidest,

was normalerweise zu Konzentrationen zwischen 250 und 400 "9/, flhrte.

4.2.6 Restriktionsenzyme und DNA-modifizierende Enzyme

Restriktionsenzymen und DNA-modifizierende Enzyme wurden wenn nicht anders vermerkt
von MBI Fermentas (St. Leon-Rot) bezogen und in verschiedenen Schritten bei Klonierungen
laut den im Katalog beschriebenen Anweisungen eingesetzt. Wenn mehrere Enzyme
gleichzeitig oder nacheinander im selben Ansatz inkubiert wurden, dann wurde der passende

Puffer aus dem ,five buffer plus system“ ausgewahit.

Restriktionsenzyme: dienen dazu DNA an bestimmten Erkennungssequenzen zu
schneiden. Es werden entweder ,glatte® Enden (,blunt ends®) oder ,klebrige* Enden (,sticky
ends“) mit einzelstrangigen Uberhéngen erzeugt. An den 5'-Enden befinden sich
Phosphatreste.

Ligase: ,Glatte* Enden und ,klebrige* Enden mit identischen Uberhdngen werden mit
diesem Enzym ATP-abhangig kovalent verknupft.

Shrimp Alkaline Phosphatase (Roche Diagnostics GmbH): entfernt Phosphatreste an
5’-Enden von linearisierter DNA.

T4 Polynukleotide Kinase: fugt an 5’-Enden Phosphatreste an.

Klenow-Fragment: Diese DNA-Polymerase wurde dazu benitzt, . klebrige® Enden mit
einzelstrangigen 5 -Uberhangen zu ,glatten Enden aufzuflllen.

Pfu-DNA-Polymerase (Lehrstuhl Zoo 1): ist eine DNA-Polymerase mit ,proof reading"
Aktivitat, die zur Amplifikation von DNA-Sequenzen eingesetzt wurde (vgl. 4.2.3), diese
konnte aber auch wie das Klenow-Fragment ,klebrige” Enden zu ,glatten* Enden aufflllen.
Deren Exonukleaseaktivitdt wurde dazu benutzt, einzelstréngige 3-Uberhdnge von
,Klebrigen“ Enden abzuverdauen und so ,glatte“ Enden zu erhalten.

Tag-DNA-Polymerase (Lehrstuhl Zoo [): wurde flr Screening von Klonen benutzt und um
3'-(A)-Uberhange an PCR-Produkte anzuhangen, die mit der Pfu-Polymerase hergestellt
wurden.

Phusion™-DNA-Polymerase (New England BioLabs®,.): ist eine DNA-Polymerase mit
.proof reading“ Aktivitat, die zur Amplifikation von DNA-Sequenzen eingesetzt wurde (vgl.
4.2.3).
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4.2.7 Konzentrationsbestimmung von Nukleinsduren

Die Konzentration der gewonnenen DNA wurde photometrisch (Biophotometer, Eppendorf)
Uber die Absorption bei einer Wellenlange von 260 nm gemessen, wo die Nukleinsauren ihr
Absorptionsmaximum besitzen. Gemessen wurde eine 1:20-Verdinnung gegen einen
entsprechenden Leerwert. Dabei gilt, dass eine ODys von 1 etwa 50 "9/, DNA entspricht.
Aus den Quotienten OD,50/OD2g0 und OD,0/OD230 konnten Aussagen Uber die Reinheit der
Probe getroffen werden. Die Absorption bei 280 nm spiegelt die Verunreinigungen durch
Proteine wider, wahrend Peptide, aromatische Verbindungen und Kohlenhydrate bei 230 nm
ihr Absorptionsmaximum haben. In Tabelle 4.2 ist zusammengefasst, wie von der OD auf die
Konzentration geschlossen werden kann und wie die Quotienten ?°%.,g, und 2*%/,3, bei reinen

Proben aussehen sollten.

Sn[t)éi)or;l‘?t OD260/OD2go > OD260/ODg30 >
dsDNA 50 Y9/ 1,8 2,2
ssDNA 37 Y 1,8 2,2
Oligonukleotide 30 M9/ 1,8 2,2

Tabelle 4.2: Photometrische Bestimmung der Konzentration und Reinheit von Nukleinsauren

4.2.8 Fallung von Nukleinsauren

Nukleinsduren wurden immer mit Natriumacetat und Ethanol gefallt. Dazu wurde der
DNA-L&sung zunachst /410 Volumen 3 M Natriumacetat pH 5,2 und dann 2,5 Volumina 100 %
Ethanol p.a. zugegeben. Standardmafig wurden Nukleinsauren in 100 pl-Ansatzen gefallt,
kleinere Ansatze wie Sequenzierungen wurden auf 100 ul aufgefiillt. Der Ansatz wurde
gemischt und anschlieRend 20-30 min bei 12000 g zentrifugiert. Der Uberstand wurde
abgenommen und das Pellet zweimal mit 70 % Ethanol gewaschen. Zum Waschen wurde
das 70%ige Ethanol auf das Pellet pipettiert und anschliefend bei 12000 g fur 10 min
zentrifugiert. Der Uberstand wurde abgenommen und verworfen, das Pellet wurde 5-10 min

luftgetrocknet und schlieBlich in der gewiinschten Menge Puffer geldst.

4.2.9 DNA-Sequenzierung

Sequenzierungen wurden nach der von Sanger und Coulson (1977) entwickelten
Kettenabbruch-Methode durchgefihrt. Die Methode beruht darauf, dass bei einer PCR
Didesoxynukleosid-Triphosphate (ddNTPs) in stdcheometrischer Menge beigeflugt werden.
Wird bei der DNA-Polymerisation durch die Polymerase ein solches Nukleotid eingebaut,

kommt es zum Abbruch der Polymerisation, da die DNA-Polymerase wegen der fehlenden
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3’-OH-Gruppe an der Ribose des Nukleotids kein weiteres anfliigen kann. Auf diese Weise
erhalt man DNA-Fragmente verschiedenster Langen, die alle an ihren Enden ein ddNTP
(ddATP, ddTTP, ddCTP oder ddGTP) tragen. Friher mussten 4 parallele Ansatze gefahren
werden, jeweils einer fur die 4 verschiedenen Nukleotide (A, T, C, G). Die Reaktionen
wurden mit Radioisotopen durchgefihrt, um die DNA-Fragmente zu markieren, die
anschlielend Uber spezielle Sequenziergele aufgetrennt wurden, mit denen dann ein
Rontgenfilm belichtet wurde. Aus den Bandenmustern konnte dann die DNA-Sequenz
abgelesen werden.

In einer verfeinerten Methode kommen fluoreszenzmarkierte ddNTPs zum Einsatz, wobei
jedes Nukleotid mit einem anderen Farbstoff markiert ist (Adenin: R6G, grin; Thymin: ROX,
rot; Cytosin: TAMRA, gelb; Guanin: R110, blau). In diesem System wird die zu
sequenzierende DNA mit einem entsprechenden Primer und einem Premix (ABI Prism®
BigDye™ Terminator Cycle Sequencing Ready Tection Kit), der dNTPs, markierte ddNTPs,
Taqg-DNA-Polymerase, MgCl, und den Puffer enthalt, gemischt und in einer PCR amplifiziert.
So entstehen DNA-Fragmente verschiedenster Langen, mit jeweils einem markierten
Nukleotid an ihren Enden, wobei Fragmente gleicher Lange auch den gleichen Farbstoff als
Markierung tragen. Diese Fragmente werden in einem Kapillar-Gelsystem der Grofde nach
aufgetrennt und mit einem Laser angeregt. Je nach Farbstoff wird ein Licht spezifischer
Wellenlange emittiert, das von einem Photoelement registriert und an einen Computer
weitergeleitet wird. Der Computer setzt die einzelnen MeRdaten Uber eine geeignete

Software schliel3lich zu einer Sequenz zusammen.

Durchflihrung:
Standardansatz einer Sequenzierreaktion (10 pl):
e 200-500 ng DNA
e 10 pmol Primer
e bis zu einem Volumen von 8 ul mit H,O bidest. auffillen

o 2 pl Premix (BigDye™, PE Applied Biosystems)
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Dieser Ansatz wurde gut vermischt und anschlielRend in einem Thermocycler bei folgendem

Programm inkubiert:

initiale Denaturierung: 1 min, 96°C

Denaturierung: 30 sek, 96°C

Primer-Annealing: 15 sek, Temperatur je nach Primer 25 Zyklen
Elongation: 4 min, 60°C

Kihlung: 4°C

Die Annealing-Temperatur wurde je nach Primer gewahlt.

Nach der Reaktion wurde der Ansatz mit Na-Acetat und Ethanol gefallt (vgl. 4.2.8), das Pellet
5-10 min luftgetrocknet und in 25 pyl TSR (Template Supression Reagent, PE Applied
Biosystems) aufgenommen. Nach einer Inkubation fur 2 min bei 90°C wurde der Ansatz
gemischt, dann kurz zentrifugiert und anschlielend in ein Sequenzier-Reaktionsgefal® mit
aufgesetztem Septum Uberfihrt.

Die erhaltenen Sequenzen wurden mit Hilfe von Internet-Datenbanken analysiert.

4.2.10 Insertion von DNA-Fragmenten in bakterielle Vektoren

Zur Insertion von DNA-Fragmenten wurde in einen gewahlten Vektor die ,multiple cloning
site* (MCS) mit Restriktionsenzymen gedffnet und das gewlinschte DNA-Fragment
eingefugt. Das zu integriende DNA-Fragment konnte Uber PCR (vgl. 4.2.3) gewonnen
werden und dann entweder in den pCR®2.1-TOPQ® Vektor (Invitrogen), oder direkt Uber
,glatte® Enden in einen linearisierten bakterielle Vektoren inseriert werden. Fur die
Klonierung in den pCR®2.1-TOPO® Vektor mussten dem PCR-Produkts ein Uberhang an
A-Nukleotiden, fur die ,blunt end” Klonierung 5’-Phosphatreste angehangt werden. Lag das
zu integrierende DNA-Fragment bereits in einem anderen Vektor vor, konnte das Insert tber
einen Restriktionsverdau aus diesem Vektor ausgeschnitten und in einen anderen
linearisierten bakteriellen Vektor inseriert werden. Sowohl das erhaltene DNA-Fragment als
auch der geoffnete Vektor wurde Uber Gelelektrophorese aufgetrennt, die spezifischen

Banden aus dem Gel ausgeschnitten und gereinigt (vgl. 4.2.4).

Klonierung mit dem TOPO TA Cloning® Kit (Invitrogen)
Anfiigen des Uberhangs aus A-Nukleotiden am 3’-Ende des PCR-Produkts

DNA-Fragmente, die mit der Pfu-DNA-Polymerase oder mit der Phusion"-DNA-Polymerase

amplifiziert wurden besafRen keinen Uberhang aus A-Nukleotiden am 3’-Ende. Diese
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iberhdngenden A-Nukleotiden wurden aber fiir die Klonierung mit dem TOPO TA Cloning®
Kit (Invitrogen) benétigt. Die Uberhdngenden A-Nukleotiden mussten also nachtraglich
angefligt werden. Hierzu verwendete man die Tag-DNA-Polymerase, welche die Eigenschaft

hat, A-Nukleotiden am 3’-Ende des Produkts anzuh&ngen.

Pipettierschema fir Tag-DNA-Polymerase (50 pl-PCR-Ansatz):
o 40 pl gelextrahiertes PCR-Produkt (vgl. 4.2.3 und 4.2.4)
e 3yl MgSO, (25 mM)
e 5 ul Tag-DNA-Polymerase 10x Reaction Buffer
e 1 ul dNTPs (Mix, SL je Nukleotid 10 mM, MBI)
o 1 pl Tag-DNA-Polymerase (5 U/m, Lehrstuhl Zoo 1)
o auf 50 pl mit H,O bidest. auffillen

Durchfiihrung:

Der Ansatz wurde in ein 0,5 mI-PCR-Reaktionsgefal’ auf Eis pipettiert, wobei die Polymerase
zum Schluss zugegeben wurde. Das Ganze wurde gut vermischt und im Thermocycler
10 min bei 72°C inkubiert:

Topo TA Klonierung:

Die Klonierungsmethode des TOPO TA

Cloning® Kit (Invitrogen) macht sich die

Topoisomerase I recognition sites

— T;;ggg% | Tatsache zu Nutze, dass die Tag-DNA-
| w .
_ 4 ® ®_ P Polymerase  durch  ihre  terminale
B R Transferase-Aktivitdt einen 3'-Uberhang
@ e lupoisomcyrascl

aus Desoxyadenosinen an das PCR-

+
Produkt anfiigt. Der Vektor pCR®2.1-

A PCRProduct &

TOPOQ® liegt in linearisiertem Zustand vor

A ¥ e o> und besitzt einen 3-Uberhang aus
. s i . .

E Eggg;g‘gg% ! ] Desoxythymidinen. AuRerdem ist das

~Z Topoisomserise ] Enzym Topoisomerase | kovalent an die
@ is released

offenen 3’-Enden des Vektors gebunden.

L5 Represents topoisomerase | Durch die Ligationsaktivitat der Topoiso-

Abbildung. 4.2: Prinzip des TOPO TA Cloning® Mmerase | wird ein PCR-Produkt mit 3'-(A)-

Kit der Firma Invitrogen. Uberhang schnell in den Vektor integriert,

wobei das Enzym dissoziiert.
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Das Prinzip ist in Abbildung 4.2 verdeutlicht. Der Vektor enthalt sowohl eine Ampizilin-, als
auch eine Kanamycin-Resistenz zur Selektion transformierter und nicht transformierter
Bakterien. AulRerdem erlaubt diese Methode eine Vorauswahl moéglicher positiver Klone tber
Blau/Weil3-Selektion, wobei die positiven Klone, also die Klone mit integriertem PCR-
Produkt, weil® bleiben, wahrend die Klone ohne Insert blau werden. Ohne Insert wird das
lacZ-Gen exprimiert und X-Gal als Substrat der B-Galaktosidase gespalten, wobei ein blauer
Farbstoff entsteht. Das PCR-Produkt inseriert zwischen Promotor und lacZ-Gen, so dass
keine Expression dieses Gens mehr moglich ist. Nach der Ligation wurde der Ansatz in
chemisch kompetente E. coli TOP10 (Invitrogen) transformiert. Die Transformation wurde
dann in zwei Verdinnungen auf LBame-Platten (mit X-Gal fir Blau/Weil3-Selektion)

ausgestrichen.

Ldsungen:
e SOC-Medium

e X-Gal (Applichem) Stammlésung: 40 ™%/, in DMF

Standardansatz fir eine Topo TA Klonierung (6 pl):
e 0,5-4 yl PCR-Produkt
o 1 pl Salt Solution (Invitrogen)
e 1l pCR®2.1-TOPO® Vektor (Invitrogen)
e auf 6 pl mit H,O bidest. auffillen

Standardprotokoll:

Es wurde ein halber Standardansatz eingesetzt, und 5 min bei RT inkubiert. Dann wurde der
Ansatz zu einem Aliquot chemisch kompetenter E. coli TOP10 geben und vorsichtig
gemischt. Nach einer Inkubation von 5-30 min auf Eis werden die Bakterien 30 sek lang
einem Hitzeschock bei 42°C ausgesetzt und anschlieRend sofort wieder auf Eis gestellt. Zu
dem Ansatz wurden 250 yl SOC-Medium (Invitrogen) gegeben, welches Raumtemperatur
haben sollte. Der Ansatz wurde 1 h bei 37°C geschuttelt und dann in zwei Konzentrationen
(50 pl; 250 pl) auf vorgewarmten LBamp-Platten bzw. LBkan-Platten (vgl. 4.1) ausgestrichen.
Fur die Blau/Weilk-Selektion wurde 1 h vor gebrauch 40 pl X-Gal ausplattiert. Die
angeimpften Platten wurden tber Nacht bei 37°C inkubiert.

Schnellprotokoll

Die Klonierungszeit des TOPO TA Cloning® Kit (Invitrogen) lieR sich von 1,5 h auf 10 min
verkirzen. Durch diese Zeiteinsparung wurde zwar die Transformationsrate gesenkt, diese

war aber immer noch ausreichend.
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Es wurde ein halber Standardansatz eingesetzt, und 5 min bei RT inkubiert. Dann wurde der
Ansatz zu einem Aliquot chemisch kompetenter E. coli TOP10 oder geben und vorsichtig
gemischt. Die Inkubationszeit auf Eis konnte auf 5 min reduziert werden. Die Bakterien
wurden dann sofort auf vorgewarmten LBamp-Platten ausplattiert (vgl. 4.1). Auf LBkan-Platten
lassen sich die Bakterien bei diesem Protokoll nicht kultivieren.

Die Blau/Weil3-Selektion wurde wie oben beschrieben durchgefiihrt. Die angeimpften Platten
werden Uber Nacht bei 37°C inkubiert.

Restriktionsverdau

Der Restriktionsverdau wurde verwendet, zum Ausschneiden von DNA-Fragmenten aus
Vektoren, zur Linearisierung von Vektoren und zur Analyse von Klonen, um festzustellen, ob
ein Insert in den Vektor ligiert hatte und um die Orientierung des Inserts im Vektor zu testen.
Die in der Molekularbiologie verwendeten Restriktionsenzyme sind fast ausschlielich
Endonukleasen, die jeweils eine spezifische Nukleotidsequenz erkennen und schneiden.
Dabei kénnen je nach verwendeter Restriktionsendonuklease ,glatte* oder ,klebrige” Enden
entstehen. Schnittstellen mit Gberhangenden Enden kénnen effizient mit komplementaren
Enden ligiert werden, die mit dem selben Enzym geschnitten wurden, was man sich auch bei

der Umklonierung von DNA-Fragmenten zu Nutze machen kann.

Standardansatz fur einen Restriktionsverdau (10 pl):
e 1 ug Plasmid-DNA
o 1 pl 10x Puffer (MBI, passend zum verwendeten Enzym)
e 1 pl Restriktionsenzym (MBI)
e auf 10 pl mit H,O bidest. auffiillen

Der Ansatz wurde gemischt und 1-2 h bei 37°C inkubiert. AnschlieRend wurde /40 Volumen
10x DNA-Probenpuffer zugegeben und der Verdau im 1%igen Agarosegel analysiert (vgl.
4.2.4).

Dephosphorylierung des Vektors

Bei der Insertion von DNA-Fragmenten in Vektoren kann zum einen das Insert in den
linerarisierten Vektor intergriert werden, es kann aber auch zu einer Autoligation des Vektors
kommen. Die Dephosphorylierung wurde durchgefiihrt, um die Autoligationsrate des Vektors

zu vermindern, da die Ligase phosphorylierte 5°-Enden flir eine Ligation bendtigt.
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Pipettierschema eines Standardansatzes (5 pl):
e 100-150 ng linearisierter Vektor
o 0,5 pl 10x SAP-Puffer (Roche)
o 1 pl Shrimp alkalische Phosphatase (1 U/m, Roche)
e auf 4 pl mit H,O bidest. aufflllen

Der Ansatz wurde gemischt und 1-2 h bei 37°C inkubiert. AnschlieBend wurde das Enzym
15 min bei 65°C hitzeinaktiviert. Der Ansatz wurde bis zur Verwendung bei -20°C

aufbewahrt, dies war mehrere Wochen maglich.

»blunt end” Ligation

DNA-Fragmente, die mittels Pfu-DNA-Polymerase hergestellt wurden, besalen ,glatte®
Enden und konnten nach Phosphorylierung der 5-Enden in Vektoren mit ,glatten“ Enden
eingefiigt werden. Es kénnen aber auch durch die Pfu-DNA-Polymerase ,klebrige* Enden
nach einem Restriktionsverdau von DNA-Fragmenten zu ,glatten® Enden umgewandelt

werden.

Phosphorylierung des DNA-Fragments

Die Phusion"-DNA-Polymerase und die Pfu-DNA-Polymerase, die fiir die Gewinnung von
DNA-Fragmenten lber PCR eingesetzt wurde, produzierten DNA-Produkte mit ,glatten®
Enden ohne 5-Phosphatgruppen. Daher war es nétig die 5 -Enden des PCR-Produkte zu
phosphorylisieren, um eine Ligation mit dem gewlnschten Vektor moglich zu machen.
Zunachst musste das PCR-Produkt Uber die Gelelektrophorese aufgetrennt und aus dem
Gel gereinigt werden (vgl. 4.2.4). Das Enzym T4-Polynukleotid-Kinase (vgl. 4.2.6) katalysiert
in einer reversiblen Reaktion den Transfer von Phosphatresten vom ATP an die freien

5’- OH-Gruppen des gereinigten PCR-Fragments.

Pipettierschema eines Standardansatzes (15 pl):
o 11,5yl gelextrahiertes PCR-Produkt (vgl. 4.2.3 und 4.2.4)
o 1ul rATP (25 mM, Stratagene)
o 1,5ul  10x Puffer (MBI, passend zur T4 Polynukleotid Kinase und zur Ligase)
o 1l T4 Polynukleotid Kinase (10 U/w, MBI Fermentas)
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Durchfuihrung:

Der Ansatz wurde gut vermischt und fur 30 min bei 37°C inkubiert. Es folgte eine Hitze-
Inaktivierung der T4 Polynukleotid Kinase fir 10-20 min bei 70°C. Der Ansatz konnte bei -
20°C Uber Wochen gelagert oder direkt fir die Ligation eingesetzt werden.

Herstellung . glatter* Enden aus . kelberigen* Enden:

Das Klenow-Fragment der Pfu-DNA-Polymerase ermdéglicht durch seine 5°-3-Polymerase-
Aktivitat den zum 5'-Uberhang komplementéren Strang aufzufiillen oder einen 3'-Uberhang
durch seine 3°-5'-Exonuklease-Aktivitat zu entfernen wodurch ,glatte“ Enden flr eine ,blunt

end® Ligation entstehen.

Pipettierschema eines Standardansatzes (14 pl):
e 11,6 yl gelextrahiertes DNA-Fragment (vgl. 4.2.3 und 4.2.4)
e 0,5ul dNTPs (Mix, SL je Nukleotid 10 mM, MBI)
o 1,4pul 10x Puffer (MBI, passend zur Pfu-Polymerase und zur Ligase)
e 0,5ul Pfu-Polymerase (5 U/p., Lehrstuhl Zoo 1)

Durchfuhrung:
Der Ansatz wurde gut vermischt und fir 15 min bei 37°C inkubiert. Der Ansatz konnte bei -

20°C Uber Wochen gelagert oder direkt fir die Ligation eingesetzt werden.

Lblunt end” Ligation

Durch die Methode der Ligation konnten DNA-Fragmente mit ,glatten® Enden kovalent mit

einem linearisierten Vektor mit ,glatten“ Enden verbunden werden.

Pipettierschema fir einen Standard-Ligationsansatz (20 pl):
¢ 100-150 ng dephosphorylierter Vektor mit ,glatten“ Enden (siehe oben)
e 300 ng phosphoryliertes Insert mit ,glatten” Enden
e 1,5l 10x T4 DNA-Ligase-Puffer (MBI)
e 1yl T4 DNA-Ligase (5 Y/,, MBI)
e auf 20 pl mit H,O bidest. auffiillen

Einfigen eines doppelstrangigen Oligonukleotiden

Fur die Insertion von Sequenzen, die flir wenige Amiosduren codieren, kdonnen zwei
einzelstrangige komplementadre Oligonukleotide bestellt werden, die zuerst zu
Doppelstrangen zusammengelagert werden. Dazu werden sie zu gleichen Teilen in 1x Pfu-

Puffer gemischt, in einem Thermocycler auf 90°C erhitzt und dann schrittweise auf 50°C
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gekuhlt. Die doppelstrangigen Oligonukleotide kdnnen nun direkt in einen gedffneten Vektor

mit ,glatten” Enden ligiert werden.

Ligation Uber Restriktionsschnittstellen

Durch die Methode der Ligation konnten DNA-Fragmente kovalent verbunden werden, wenn
die Fragmente Uberlappende Enden mit jeweils komplementaren Sequenzen, wie sie im
Restriktionsverdau erzeugt wurden, besitzen. So liel sich ein gewlinschtes DNA-Fragment
mit einem linearisierten Vektor verbinden, sofern beide mit denselben Restriktionsenzymen
geschnitten wurden.

Bei der Ligation von DNA-Fragmenten in einen Vektor sollte das Verhaltnis zwischen der
Zahl der eingesetzten Fragmentmolekile und des linearisierten Vektors mindestens 3:1

betragen.

Pipettierschema flr einen Standard-Ligationsansatz (20 pl):
¢ 100-150 ng dephosphorylierter Vektor (siehe oben)
e 300 ng Insert (ca. dreifache Menge im Vergleich zum Vektor)
e 1,5l 10x T4 DNA-Ligase-Puffer (MBI)
e 1yl T4 DNA-Ligase (5 Y/, MBI)
e auf 20 pl mit H,O bidest. aufflllen

Der Ansatz wurde vermischt und 20-60 min bei RT inkubiert. Anschlielend wurde der
gesamte Ligationsansatz fir eine Transformation in E. coli-Bakterien vom Stamm XL1-blue

eingesetzt (vgl. 4.1).

Kurzprotokoll einer Transformation:
e Ligationsansatz mit einem Aliquot (100 pl) kompetenter Bakterien mischen
—Inkubation auf Eis fur 45-60 min.
e Hitzeschock fiir 30 sek bei 42°C, dann wieder auf Eis.
e Zugabe von 900 pl LB-Medium und 1 h Schitteln bei 37°C.

e Ausplattieren auf Selektionsplatten.

Test der erhaltenen Klone

Die Klone wurden auf eine erfolgreiche Ligation hin Uberprift und getestet, in welcher
Orientierung das einklonierte DNA-Fragment in den Vektor inseriert hatte. Dies konnte Uber
GTE-Praparation der Plasmid-DNA (vgl. 4.2.5) mit anschlielenden Restriktionsverdau (siehe
oben), Kolonie-PCR (vgl. 4.2.3) oder Uber Sequenzierung (vgl. 4.2.9) erfolgen.
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4.3 Expression von Proteinen in Bakterien und deren Reinigung

Um gréliere Mengen spezifisches Protein zu erhalten, konnte dieses in Bakterien exprimiert
und anschliessend aus den lysierten Bakterien gereinigt werden. Die Aufreinigung von
rekombinanten Proteinen basierte auf die Fusion von Glutathion S-Transferase (GST) bzw.

von sechs Histidin-Resten an das gewunschte Protein.

4.3.1 Expression von Proteinen in Bakterien

Ldsungen:
e LB-Medium (vgl. 4.1)

e Ampicillin-Stammldsung (vgl. 4.1)

o IPTG (Isopropyl B-D-Thiogalactosid, Applichem; SL 1 M in H,O)

Durchfiihrung:

Zur Expression wurde die codierende Sequenz des gewlnschten Polypeptids in einen
Expressionsvektor der pGEX- oder pQE-Serie kloniert. Die Expression des Fusionsproteins
fand in E. coli XL 1-Blue oder in E.coli M15 statt.

Von den Bakterien wurde eine UNK hergestellt, mit der am folgenden Tag eine 200 ml
Flassigkultur angeimpft wurde (vgl. 4.1). Die Kultur wurde bei 37°C geschittelt und nach
Erreichen einer ODgo von 0,4-0,9 (nach ca. 4 h) konnte die Expression des Proteins durch
Zugabe von IPTG (Endkonzentration 1 mM) induziert werden. Nach weiterer 4stlindiger
Inkubation wurde die Kultur bei 3000 g fiir 10 min pelletiert. Der Uberstand wurde verworfen

und das Pellet konnten gleich weiter verarbeitet oder bei —20°C gelagert werden.

4.3.2 GST-Reinigung

Um ein gewtlinschtes Protein als GST-Fusionsprotein exprimieren lassen zu kdnnen, musste
zunachst die entsprechende DNA-Sequenz gewonnen und in die Multiple Cloning Site
(MCS) des Expressionsvektors pGEX-5X (Amersham Pharmacia Biotech) einkloniert werden
(vgl. 4.2.10), wobei darauf zu achten war, das Leseraster einzuhalten. Bei der Expression
dieses Konstrukts in Bakterien erhielt man ein rekombinantes Protein, bestehend aus GST,
einem Enzym, das urspringlich aus Schistosoma japonicum stammt und eine molekulare
Masse von ca. 26 kDa besitzt, und dem gewlnschten Protein. Die Reinigung von GST
Fusions-Proteinen wurde gemaf der Vorgaben von Amersham Pharmacia Biotech (Freiburg)
zu ,Bulk and RediPack GST Purification Modules“ durchgefuhrt. Die Reinigung beruht

darauf, dass der GST-Anteil an Gluthation bindet, das kovalent an Sepharose gebunden
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vorliegt. Nachdem andere Zellbestandteile weggewaschen wurden, kann das Fusionsprotein

durch einen Uberschuss an freiem Gluthation eluiert werden.

Losungen:

Glutathion-Sepharose® 4B (Amersham, 75 %ige Suspension in 20 % Ethanol)

PBS (pH 7,4): 140 mM NaCl
2,6 mM KClI
6,4 mM Na,HPO,
1,4 mM KH,PO,

Aufschlusspuffer: 50 mM Tris/HCI, pH 8,0
50 mM KCI
1 mM PMSF(aus SL: 200 mM in Methanol; kurz vor
Gebrauch zugeben)
1 mM DTT (Roth)
1 % (v/v) Triton™ X-100

Harnstoffpuffer: 50 mM Tris/HCI, pH 8,0
50 mM KCI
1 mM PMSF(aus SL: 200 mM in Methanol; kurz vor
Gebrauch zugeben)
1 mM DTT (Roth)
8 M Harnstoff

Elutionspuffer (pH 8,0): 50 mM Tris/HCI, pH 8,0
+ 10 mM reduziertes Glutathion (Amersham)

Durchfiihrung:

Herstellung der Sepharose-Matrix:

Es wurde '/2000 Volumen Sepharose-Matrix, bezogen auf die Ausgangskultur, eingesetzt.
Dazu wurde die 1,33fache Menge der 75 %igen Originalsuspension in ein 15 ml
Greinerrdhrchen pipettiert. Es wurde 5 min bei 500 g und 4°C zentrifugiert, der
Ethanollberstand vorsichtig abgenommen und verworfen. Es folgten zwei Waschschritte mit
PBS, um restliches Ethanol zu entfernen. Dazu wurde mit dem jeweils 10fachen
Saulenvolumen kaltem PBS gut resuspendiert und erneut 5 min bei 500 g und 4°C
zentrifugiert. Der Uberstand wurde schlieRlich abgenommen und verworfen. Zum Schluss

wurde 1 Saulenvolumen kaltes PBS zugegeben, was zu einer 50 %igen Sepharose-
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Suspension in PBS flhrte, die spater direkt fur die Reinigung eingesetzt wurde. In PBS kann

die Sepharose bei 4°C etwa einen Monat gelagert werden.

Aufschluf® der Bakterien:

Das Bakterienpellet (vgl 4.3.1) wurde in '/, Volumen Lysispuffer, bezogen auf die

Ausgangskultur, resuspendiert und 30 min bei 4°C auf einem Drehtisch inkubiert.
AnschlielRend wurde die Losung auf Eis sonifiziert (Einstellung 7: Mikro/Mini-Tip; funf mal
kurz) und dann weitere 30 min bei 4°C inkubiert. Die Lésung wurde 20 min bei 10000 g
(Sorvall Zentrifuge, HB-6 Rotor) und 4°C zentrifugiert. Enthielt der Uberstand 1 das
Fusionsprotein, was durch Western Blot (vgl. 4.7.4) nachgewiesen wurde, konnte er direkt
fur die Reinigung eingesetzt werden. Sollte es sich um ein schwerldsliches Fusionsproteinen
handeln, was bei strukturellen Proteinen oft der Fall ist, wurde das Pellet in Harnstoff-Puffer
aufgenommen, worin auch schwerlgsliche Proteine in Losung gehen. (Alternativ konnten die
Bakterien direkt in Harnstoff-Puffer aufgenommen werden.) Die Lésung wurde 20 min bei
10000 g (Sorvall Zentrifuge, HB-6 Rotor) und 4°C zentrifugiert. Der Uberstand 2 musste
gegen PBS dialysiert werden (vgl. 4.3.4) und konnte anschlielRend flr die Reinigung

eingesetzt werden.

Reinigung nach der ,Batch“-Methode:

Der Uberstand mit dem Fusionsprotein wurde auf die vorbereitete Glutathion-Sepharose
gegeben und 30 min bei RT unter Rollen inkubiert. Anschlieliend wurde 5 min bei 500 g und
4°C zentrifugiert. Vom Uberstand wurde eine Probe fiir die SDS-PAGE abgenommen, der
Rest wurde verworfen. Es folgten 3 Waschschritte mit jeweils dem 10fachen Saulenvolumen
kaltem PBS. Nach jedem Waschschritt wurde 5 min bei 500 g und 4°C zentrifugiert.
AnschlielRend wurde das an die Sepharose-Matrix gebundene Fusionsprotein eluiert. Dazu
wurde pro Elutionsschritt ein Saulenvolumen Elutionspuffer zugegeben und gemischt. Nach
einer 10mindtigen Inkubation bei RT wurde 5 min bei 500 g und 4°C zentrifugiert und der
Uberstand, der das gereinigte Fusionsprotein enthielt, abgenommen. Es wurde 3-5 mal
eluiert und die Elutionsfraktionen vereinigt. Zuvor wurden je 10 ul von E1-E5 fiir die Analyse
in der SDS-PAGE (vgl. 4.7.2) abgenommen. Kurzfristig wurden die Proben bei 4°C,
langerfristig bei -20°C gelagert.

4.3.3 His-Tag Reinigung

Um ein gewlnschtes Protein als His-Fusionsprotein exprimieren lassen zu kénnen, musste
zunachst die entsprechende DNA-Sequenz gewonnen und in die Multiple Cloning Site

(MCS) des Expressionsvektors pQE (Qiagen, Hilden) einkloniert werden (vgl. 4.2.10), wobei
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darauf zu achten war, das Leseraster einzuhalten. Bei der Expression dieses Konstrukts in
Bakterien erhielt man ein rekombinantes Protein, bestehend aus den Aminosduren R
(Arginin), G (Glycin), S (Serin), sechs Histidin-Resten sowie dem gewulnschten Protein. Als
Protokoll fiir die His-Tag Reinigung wurde das Ni-NTA Spin Handbook 02/2003 von Qiagen
(Hilden) zugrunde gelegt. Die Reinigung beruht darauf, dass die positiven Ladungen von
sechs aufeinanderfolgenden Histidinen bei pH 8.0 an Ni-NT Agarose (Qiagen) binden und
bei einem pH von 5,9 bzw. 4,5 eluiert werden kdnnen, nachdem andere Zellbestandteile

weggewaschen wurden.

LOosungen:

¢ Ni-NTA-Agarose (Qiagen)

Puffer A (Lysispuffer; pH 8,0): 8 M Harnstoff
100 mM NaH,PO,
10 mM Tris/HCI

e Puffer B (Waschpuffer; pH 6,3):  wie Pufer A
e Puffer C (Waschpuffer; pH 5,9):  wie Pufer A
e Puffer D (Elutionspuffer; pH 4,5):  wie Pufer A

¢ Neutralisationspuffer (pH 9,5): 1 M Tris/HCI

Durchfuhrung:

Vorbereitung der Saule:

Die Ni-NTA-Agarose (Qiagen) lag als 50 %ige Suspension in 30% Ethanol vor. Zur
Aufreinigung von 200 ml Ausgangskultur wurden 2 ml der Ni-NTA-Agarose verwendet, was
ein Saulenvolumen von 1 ml entsprach. Nach dem Waschen mit 20 ml Puffer A war die
Saule aquilibriert und fertig zum Gebrauch. Es war darauf zu achten, dass die Saule nicht

trocken lief.

Aufschluss der Bakterien:

Die Bakterien, die das Protein exprimiert haben (vgl. 4.3.1), wurden in 5 ml Puffer A pro
Gramm Pellet resuspendiert und Uber Nacht bei 4°C unter Drehen inkubiert. Das Lysat

wurde auf Eis sonifiziert (Einstellung 7: Mikro/Mini-Tip; finf mal kurz) und dann bei 10000 g
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(Sorvall Zentrifuge, HB-6 Rotor) und 4°C zentrifugiert. Der Uberstand wurde auf die

vorbereitete Sdule gegeben.

Proteinreinigung:

Der Uberstand mit dem Fusionsprotein wurde auf die vorbereitete Ni-NTA-Agarose-S&ule
gegeben. Der Durchlauf der Proteinlésung wurde aufgefangen. Das anschlieRende Waschen
und die Elution des Fusionsproteins erfolgten ber einen diskontinuierlichen pH-Gradienten.
Die Saule wurde mit 5fachen Saulenvolumen Puffer A (pH 8,0), Puffer B (pH 6,3) und
Puffer C (pH 5,9) gewaschen und anschlie®end mit 3fachen Saulenvolumen Puffer D (pH
4,5) eluiert. Den Fraktion, ab pH 6,3 wurde zusatzlich 40 Volumen Neutralisierungspuffer
(pH 9,5) zugesetzt, um eine magliche saure Hydrolyse zu verhindern. Uber SDS-PAGE (vgl.
4.7.2) wurde Uberprift, in welchen Elutionsfraktionen sich das gewtlinschte Proteine befand.
Die Aliquots der Elutionsfraktionen konnen im Harnstoffpuffer mittelfristig bei 4°C und
langerfristig bei -20°C aufbewahrt werden. Zum weiteren Gebrauch konnten die
Elutionsfraktionen direkt eingesetzt werden, oder sie wurden gegen einen entsprechenden
Puffer dialysiert (vgl. 4.3.4).

Kurzprotokoll zur His-Tag-Reinigung Uber Ni-NTA-Agarose mit 1 ml Sdulenvolumen:

5 ml Probe Durchlauf aufbewahren

5ml Puffer A, pH 8,0 Durchlauf aufbewahren

5ml Puffer B, pH 6,3

5ml Puffer C, pH 5,9 Durchlauf in 1,5 mal Aliguats sammeln
3ml Puffer D, pH 4,5

4.3.4 Dialyse des gereinigten Fusionsproteins

LOsungen:
o 2mMEDTA

Durchfiihrung:

Der Dialysierschlauch vom Typ 20/32 (VISKING) wurde 1 h in 2 mM EDTA gekocht.
Daraufthin wurde ein Ende zugeknotet, die zu dialysierende Proteinlésung in den Schlauch
pipettiert und dann das andere Ende zugeknotet. Diese Anordnung wurde Uber Nacht im
Kihlraum bei 4°C in mehreren Litern des Puffers, gegen den der Elutionspuffer ausgetauscht
werden sollte, bei leichtem Rihren inkubiert. Besser war es, Ofter gegen kleinere Mengen

des Puffers zu dialysieren (Nernst’sches Verteilungsgesetz).

-81-



4. Methoden

4.4 Affinitatsreinigung von Antikorpern

Ein Serum, das gegen ein bestimmtes Protein gerichtet ist, kann durch eine
Affinitatsreinigung in Bezug auf die Spezifitat der Bindung verbessert werden. Dies kann
mithilfe einer CNBr-aktivierten Sepharose oder mit einer HiTrap NHS-activated HP auf
Bindungsaffinitat erreicht werden. An diese wird das Peptid kovalent gebunden, gegen das
die Antikoérper gerichtet sind, zum Beispiel ein aus Bakterien gereinigtes rekombinantes
Protein (vgl. 4.3.2 und 4.3.3). AnschlieBend wird das Serum zugegeben, die Antikdrper
binden an die jeweiligen Epitope, andere Bestandteile werden weggewaschen und die

Antikérper schlielich eluiert.

4.4.1 Affinitatsreinigung eines Antiserums tber CNBr-aktivierten Sepharose

Kovalente Bindung des Fusionsproteins an aktivierte CNBr-Sepharose:

LOsungen:
o PBS (vgl. 4.3.2)

¢ Bindungspuffer (pH 8,8): 500 mM NacCl
250 mM NaHCO;

—mit Na,CO; pH 8,8 einstellen
¢ Quellungspuffer: 1 mM HCI

e Absattigungspuffer: Bindungspuffer
+ 200 mM Glycin

o Waschpuffer 2: PBS
+ 0,5 % (v/v) Triton™ X-100

o Waschpuffer 3: PBS
+ 0,1 % (v/v) Triton™ X-100

o Waschpuffer 4: PBS
+ 500 mM NaCl
o Phosphatpuffer (pH 7,4): 10 mM Na,HPO,4 mit 10 mM NaH,PO, auffillen, bis

der pH-Wert erreicht wird

-82-



4. Methoden

e Trennpuffer:: Phosphatpuffer (pH 7,4)
+ 3 M KSCN

Alle Lésungen werden mdglichst frisch angesetzt und bei 4°C gelagert.

Durchfihrung:

Alle Zentrifugationen der Sepharose-Matrix wurden bei 500 g und 4°C durchgefiihrt.

Jeweils 30 mg abgewogene aktivierte CNBr-Sepharose (Pulver) wurden in 1,5 ml
Quellungspuffer resuspendiert. Nach 15 min Inkubationszeit bei RT wurde die Sepharose
5 min abzentrifugiert, der Uberstand abgenommen und das Pellet in 1,5 ml Bindungspuffer
aufgenommen. Nach 10mindtiger Inkubation bei RT wurde erneut 5 min zentrifugiert, der
Uberstand abgenommen und zur Sepharose das gereinigte Fusionsprotein gegeben, das
Uber Nacht gegen Bindepuffer dialysiert wurde (vgl. 4.3.4). Dieser Ansatz wurde 2 h auf
einem Drehtisch bei RT inkubiert. AnschlieRend wurde die Sepharose-Matrix 5 min
abzentrifugiert, der Uberstand abgenommen, dem Pellet 1,5 ml Absattigungspuffer
hinzugefugt und weitere 2 h auf einem Drehtisch bei RT inkubiert. Nach erneuter
funfminGtiger Zentrifugation wurde die Sepharose gewaschen, so dass nur kovalent
gebundene Peptide haften blieben. Dazu wurde das Pellet in 1 ml Bindungspuffer
resuspendiert, 5 min zentrifugiert, in Waschpuffer 1 resuspendiert und erneut 5 min
zentrifugiert. Dieser Vorgang wurde noch zweimal wiederholt. Daraufhin wurde die Matrix
nacheinander in jeweils 1 ml Waschpuffer 2, Waschpuffer 3, Waschpuffer 4 gewaschen. Nun
wurde 1 ml Trennpuffer zum Pellet hinzugefligt und ohne Verzégerung 5 min zentrifugiert.
Anschliel3end wurde die Sepharose zweimal in 1 ml PBS gewaschen und schlief3lich in 1 ml

PBS aufgenommen, worin sie bei 4°C einige Wochen aufbewahrt werden konnte.

Bindung des Antikorper und Elution

Ldsungen:
e PBS (vgl. 4.3.2)

e Elutionspuffer (pH 2,5): 100 mM Gilycin
¢ Neutralisationspuffer (pH 9,5): 1M Tris/HCI

e Natrium-Azid: (10 %ige Stammlbsung)
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Durchflihrung:

Die Sepharose-Matrix mit gebundenem Fusionsprotein wurde mit 1 ml PBS pro 30 mg
eingewogenem CNBr-Sepharose-Pulver gewaschen. Daraufhin wurden 100 pl Serum
hinzugefugt. Dieser Ansatz wurde 2 h auf einem Drehtisch bei RT inkubiert und
anschlieBend abzentrifugiert. (Der Uberstand wurde fiir eine Bindungskontrolle zum
aufbewahrt.) Das Sepharosepellet wurde dreimal mit PBS gewaschen. Jetzt konnten die
spezifisch an das GST-Fusionsprotein gebundenen Antikérper von der Matrix eluiert werden.
Dazu wurde die Sepharose jeweils in einem Matrixvolumen Elutionspuffer (~ 75 pl pro 30 mg
CNBr-Sepharose) resuspendiert, 5 min bei RT inkubiert und abzentrifugiert. Der Uberstand
wurde in ein neues Eppendorf-Reaktionsgefa uberfiihrt und mit ';, Volumen
Neutralisationspuffer neutralisiert. Dies wurde bis zu sechsmal wiederholt.

Um die Antikorper haltbar zu machen, wurde den Elutionsfraktionen Natrium-Azid in einer
Endkonzentration von 0,02 % zugefigt.

Die gereinigten Antikérper wurden durch Immunlokalisation an Gefrierschnitten von

Rattenhoden getestet (vgl. 4.5.2).

4.4.2 Affinitatsreinigung eines Antiserums uber ,HiTrap NHS-activated HP*

LOosungen:

e PBS (vgl. 4.3.2)

e PBS: + 350 mM NaCl

¢ Bindungspuffer (pH 8,3): 0,2 M NaHCO;
0,5 M NaCl

o Waschpuffer 1: 1mM HCI, (kalt)

o Puffer A (pH 8,3): 0,5 M Ethanolamin (C,H;NO)
0,5 M NaCl

o Puffer B (pH 4,0): 0,1 M Essigsaure
0,5 M NaCl

o Waschpuffer 2: 3,5 M MgCl,

e Elutionspuffer (pH 2,5): 100mM Gilycin
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e Neutralisierungspuffer (pH 9,5): 1M Tris/HCI

e Lagerungspuffer (pH 7,0): 0,05M Na;HPO4
0,1 % NaNg

Vorbereitung des gereinigten Fusionsproteins:

Fir die Bindung des Antigens musste das gewlinschte Protein in Bindepuffer geldst
vorliegen. Dazu wurde das vorher uber Ni-NTA-Agarose oder Glutathion-Sepharose
gereinigte Protein mittels Methanol/Chloroform (vgl. 4.7.1) gefallt und anschlieffend in
Bindepuffer aufgenommen. Dabei war darauf zu achten, dass das Gesamtvolumen von 1mi
fur die HiTrap-Saule nicht Uberschritten wurde. Traten Schwierigkeiten beim Ldsen der
Proteine auf, konnte SDS in einer Endkonzentration von 0,2 % zugegeben und die Probe auf
95°C erhitzt werden. Vor dem Auftragen auf die Saule wurde die Proteinldsung fiir 5 min. bei
3000 g zentrifugiert, um restliche ungeloste Partikel zu sedimentieren und ihren Eintrag in die

Saule zu verhindern.

Vorbereitung der Apparatur:

Fir die Beladung der Saule wurde eine Laborpumpe (Typ Varioperpex® I, LKB/Bromma)
verwendet. Die Verlangerung und Adaption an verschiedene Schlauchdurchmesser erfolgte
Uber Zusammenstecken der Schlauchenden und Abdichten dieser Verbindungsstellen mit
Parafiim. Die Adapter zur Kopplung des Pumpenschlauchs an die Saule wurden am
Schlauchende angebracht. Vor Benutzung der Apparatur wurde der Schlauch griindlich mit
Ethanol und H,O bidest. gesplilt sowie die Eichung auf die FlieRgeschwindigkeiten (1 ™/min,
L B mI/mm.) Uberprift. Alle verwendeten Puffer wurden frisch angesetzt und vor
Gebrauch sterilfiltirert (0,4 um), was in erster Linie den Eintrag von Staub in die Saule
verhindern sollte. Die Saule wurde in einer Laborklemme an einem Stativ befestigt, die obere
Kappe entfernt und sofort, unter Vermeidung von Luftblasen, einige Tropfen Kkalter
Waschpuffer 1 aufgetropft. Dann wurde der bereits mit Waschpuffer 1 geflillte
Pumpenschlauch angekoppelt und der untere Verschluss der Saule gedéffnet. Die HiTrap-

Saule war nun fertig zum Gebrauch.
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Kopplung des gereinigten Fusionsproteins an die Saulenmatrix:

Im ersten Schritt wurde mit 6 ml Waschpuffer 1, bei einer Flussrate von 1 m i, das in der
Saule enthaltene Isopropanol ausgewaschen. Im Anschluss wurde die Proteinlésung auf die
Saule gegeben und bei verschlossener Saule 1 h bei RT inkubiert. Nach der Inkubation
wurde der Schlauch, der bereits mit Puffer A gefiillt wurde wie oben beschrieben
angekoppelt und die Saule mit 6 ml Puffer A gewaschen. Der erste Milliliter, der die Saule
verlasst wurde aufgefangen. So konnte mittels SDS-PAGE (vgl. 4.7.2) die Bindung des
Proteins an die Saule Uberprift werden. Der zweiten Waschschritte erfolgte mit 6 ml Puffer B
und im Anschluss ein dritter mit 6 ml Puffer A. Waren die 6 ml Uber die Saule gelaufen,
wurde die Pumpe gestoppt, der Schlauch abgekoppelt und die Saule verschlossen. Es folgte
eine Inkubation der Saule fir 1 h bei RT. Dieser Schritt diente der Absattigung der
Saulenmatrix um spater eine unspezifische Interaktion von Antikdrpern mit der Saulenmatrix
zu verhindern. Im Anschluss wurde die Saule nochmals mit 6 ml Puffer B und weiteren 6 ml
Puffer A und abschlieRend mit 6 ml Puffer B gewaschen. Die Sdule war nun fertig zum

Gebrauch oder konnte im Lagerungspuffer bei 4°C gelagert werden.

Affinitatsreinigung des Antiserums:

Vor der ersten Benutzung der Antigen-beladenen Saule wurde diese mit Waschpuffer 2
gewaschen, um noch anhaftende nicht spezifisch gebundene Bestandteile aus der Saule zu
entfernen. Dann folgte ein Waschschritt mit 30 ml PBS, an den sich die Beladung mit dem zu
reinigenden Serum anschloss. Es wurden 3 ml Serum im Verhaltnis 1:10 in PBS verdinnt
und auf die Sdule gegeben. Zuvor wurde die Serumprobe 10 min bei 3000 g zentrifugiert, um
noch enthaltene Schwebstoffe zu sedimentieren und derer Eintrag in die Saule zu
verhindern. Es wurden 30 ml Serum/PBS auf die Saule gegeben, wobei eine Flussrate von
1-2 ™/ eingehalten wurde. Es folgten Waschschritte mit 30 ml PBS, 30 ml PBS + 350 mM
NaCl und weiteren 10 ml PBS, die ebenfalls mit einer Flussrate von 1-2 ™/, durchgeflhrt
wurden. Eluiert wurde indem 5 min bei 3 ™/, der Elutionspuffer Uber die Saule lief. Das
Eluat wurde in 1,5 mi-Fraktionen aufgefangen, wobei den Fraktion zusatzlich /40 Volumen
Neutralisierungspuffer (pH 9,5) zugesetzt wurde, um eine mdgliche saure Hydrolyse zu
verhindern.

AnschlielRend wurde die Saule mit 20 ml PBS gewaschen und war im Lagerungspuffer bei

4°C langfristig lagerbar.
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Dialyse:
Direkt im Anschluss an die Affinitadtsreinigung des Serums wurde das Eluat gegen PBS

dialysiert. (vgl. 4.3.4), wobei mit einem Verlust von etwa 50 % der gereinigten Antikorper
gerechnet werden muss. Dabei handelt es sich hauptsachlich um nicht intakte Molekdle, sie
aufgrund ihrer geringeren GroRe durch die Poren des Dialyseschlauchs hindurch treten
konnen. Der Verlust dieser Antikdrperbruchstiicke erhéht somit die Qualitdt und Spezifitat

der gereinigten Antikorperldsung.

Aufkonzentrieren des Dialysats:

Das Aufkonzentrieren des Dialysats erfolgte mittels Zentrifugalfilteranlage Centriplus YM 50
(Millipore). Die Ultracel-YM-Membran besitzt eine Abscheidegrenze von 50 kDa, wodurch
nur Molekile, die kleiner als 50 kDa sind durch die Membran hindurch treten konnen. Intakte
Antikorper konnen so aufkonzentriert, Bruchstiicke aber aus der Lésung entfernt werden. Die
invertierte Spin-Methode wurde entsprechend des Herstellerprotokolls durchgefuhrt. Dazu
wurde das Dialysat in das Sample-Reservoir (max.: 15 ml) geflllt und die Probe bei 3000 g
und 4°C zentrifugiert, bis ein Restvolumen von etwa 800 ul — 500 pl erreicht war. Im
Anschluss wurde das Auffanggefall mit enthaltenem Durchlauf entfernt und der Konzentrator
umgedreht, das frische Auffanggefal® aufgesteckt und bei 2000 g und 4°C fir 3-4 min
zentrifugiert. Das Konzentrat wurde in ein frisches Reaktionsgefall Uberfuhrt und die
Konzentration photometrisch bestimmt. AnschlieRend wurde das Konzentrat aliquotiert und
bei -70°C gelagert.

Die Aliquots der gereinigte Antikbrper wurden durch Immunlokalisation an Gefrierschnitten
von Rattenhoden (vgl. 4.5.2) und im Western Blot (4.7.4) getestet und geeignete

Verdiinnungen empirisch ermittelt.

Photometrische Konzentrationsbestimmung:

Die Konzentration der Antikorperlésung kann Uber die Extinktion der Lésung bei 280 nm
bestimmt werden. Es wurde ermittelt, dass eine Extinktion E,gyvon 1,48 einer Konzentration
von anndhernd 1,0 ™/, entspricht. Die Ausbeute der Affinitatsreinigung wurde auf diese

Weise bestimmt.
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4.5 Zellkultur, Gewebe und Isolierung von Spermatocyten

45.1 Zellkultur

Eigenschaften von Proteinen kdnnen durch die ektopische Expression in Kulturzellen
untersucht werden. Das Verhalten von Proteinen und Mutanten in Kulturzellen konnte durch
Immunfluoreszenzmikroskopie, Elektronenmikroskopie und biochemische Methoden unter-
sucht werden. Dazu wurden COS-7 Zellen gewahlt, adharente Kulturzellen, die von ,Afrikan
Green Monkey“ Nierenzellen abstammen. Diese eignen sich besonders fur Transfektionen
mit Plasmid DNA.

Kultivierung von COS-7 Zellen
Ldsungen:
o DMEM-Medium (Dulbeccos modified Eagle Medium)

Die COS-7 Zelllinie (ATTC CRL1651) entstammt aus Nierenzellen von Cercopithecus
aethiops (afrikanischer Griinaffe). Die Zellen werden im DMEM Medium im Brutschrank bei
37°C und 5 % CO, Gehalt kultiviert. Aus einer standig aufrechterhaltenen Kultur am
Lehrstuhl wurden fir Transfektion und Injektion jeweils Petrischdlchen mit 35 mm
Durchmesser (Sarstedt, Nirmbrecht) ausgesat, in denen Deckglaschen gelegt wurden. Die
Zellen wuchsen auf der Oberseite der Deckglaschen an und konnten am nachsten Tag fir

Transfektionen verwendet werden.

Transfektion der Kulturzellen

Als Transfektion wird die Einfuhrung von DNA in eukaryotische Zellen bezeichnet. Es gibt
daflr mehrere technische Moglichkeiten. Hier wurde fir die Transfektion der adharenten
Kulturzellen COS-7 das System ,Lipofectamin 2000“ von der Firma Invitrogen, Karlsruhe
nach dem Herstellerprotokollen eingesetzt. Die transfizierten Zellen wurden fir 24 h bei 37°C
im Brutschrank inkubiert und dann fiir die Immunfluoreszenz-Mikroskopie, die Elektronen-

mikroskopie oder fir biochemische Methoden weiterverarbeitet

Mikroinjektion von Kulturzellen

Die Mikroinjektion von adharenten Kulturzellen bietet die Moglichkeit DNA in die Zellen
einzubringen. Dazu wurden COS-7 Zellen auf Deckglaschen kultiviert, auf denen mit einem
Glasschneider eine Markierung geritzt war. Zur Injektion von Plasmid DNA wurden sterile
Femtotips (Eppendorf) mit etwa 1,5 pyl DNA-L&sung der Konzentration 25 "9/, bis 200 "%/ in
1x PBS (vgl. 4.3.2) beladen und in den Microinjector5242 (Eppendorf, Hamburg)
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eingespannt. Mit diesem war Uber einem Auflichtmikroskop die Mikromanipulation mdéglich,
die es erlaubte einzelne Zellen (innerhalb der Markierung) gezielt ins Cytoplasma zu
stechen; zusatzlich wurde durch Stickstoff ein leichter Druck aufgebaut, der einen standigen
Flissigkeitsstrom erzeugte, so dass die Losung in die angestochenen Zellen flo3. Die Zellen
wurden anschlieend 24 h bei 37°C im Brutschrank inkubiert und dann fur die

Immunfluoreszenz-Mikroskopie oder die Elektronenmikroskopie weiterverarbeitet.

4.5.2 Gewebspraparationen

Schockgefrieren von Gewebe

Um die Verteilung von Proteinen im Gewebe zu untersuchen konnte Tieren verschiedene
Gewebstypen entnommen und schockgefroren werden. Fir die Analyse von
meiosespezifischen Proteinen wurde Hodengewebe aus Ratte und der Fischspezies Medaka

verwendet.

Ldsungen:

o flissiger Stickstoff

e Methylbutan (Isopentan)

Durchfiihrung:
Ratten wurden mit CO, eingeschlafert, Medaka wurde auf Eis betdubt und getdtet. Die
Hoden wurden entnommen und in Methylbutan, das zuvor mit flissigem Stickstoff auf -140°C
gekuhlt worden war, Uberflhrt. Diese schockgefrorenen Gewebestlicke wurden dann bei -
70°C gelagert.

Herstellung von Gefrierschnitten

Gefrierschnitte wurden mit dem 2800 FRIGOCUT E von Reichert-Jung (Heidelberg)
hergestellt. Das Gefriermikrotom wurde vorgekihlt bevor das Gewebe in der Apparatur
befestigt wurde. Zuerst wurde ein Tropfen Einbettmedium auf den Objektteller gegeben,
worauf das Gewebestlick gelegt wurde. Das Gewebe wurde nun angeschnitten, bis eine
geeignet grolde Schnittflache entstand. Nun konnten 5 pym diinne Schnitte durch langsames
Schneiden angefertigt werden, die auf einen Objekttrager tberfihrt wurden und auf deren
Qualitat im Mikroskop bei Phasenkontrast kontrolliert wurden. Alternativ dazu wurden
Einzelzellen dieses Gewebes auf einen Objekttrager Ubertragen (Abklatsch). Hierzu nahm
man den Objektteller mit dem darauf fixierten und angeschnittenen Hodengewebe aus dem

Gefriermikrotom. Das Gewebe musste leicht antauen, dann konnte durch leichtes andriicken
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des Objekttragers auf das Gewebe eine Schicht von Einzelzellen Ubertragen werden.
AnschlieBRend wurden die Praparate luftgetrocknet und konnten fur die

Immunfluoreszenzmikroskopie (vgl. 4.6.1) eingesetzt werden.

Spreitungen von Hodensuspensionszellen
Ldsungen:
e PBS(vgl. 4.3.2)

e 1% (v/v) Triton™ X-100 in H,O bidest.

e Fixierlésung (pH 7,4): PBS
+ 2 % Formaldehyd

e Absattigungslosung (pH 7,4): PBS
+ 100 mM Glycin

Durchfiihrung:

Eine Zellsuspension aus Hodengewebe in PBS wurde auf Poly-L-Lysin-beschichtete
Objekttrager aufgetropft. Nachdem sich die Zellen abgesetzt hatten wurde das PBS mit einer
Wasserstrahlpumpe entfernt und die Zellen wurden fir 10 min mit 1 % (v/v) Triton™ X-100 in
H,O Uberschichtet. AnschlieRend wurden die Zellen 3 min in der Fixierlésung fixiert, 10 min
in PBS gewaschen und restliches Formaldeyd durch eine 10minttige Inkubation in der
Absattigungslosung neutralisiert. Nun konnte die Antikérperinkubation wie unter 4.6.1

beschrieben durchgefiihrt werden.

4.5.3 Gewinnung angereicherter Zellfraktionen mit verschiedenen Spermato-

genesestadien aus den Hoden von Ratten durch zentrifugale Elutriation

Viele Gewebe, wie auch das Hodengewebe, stellen ein heterogenes Gemisch aus
verschiedenen Zelltypen dar. Da aber oftmals nur ein bestimmter Zelltyp aus einem Gewebe
bendtigt wird, missen diese Zellen isoliert werden. Dies geschieht durch die zentrifugale
Elutriation nach Meistrich (1977). Hier wird eine Suspension aus verschiedenen Zellen in
einzelne Zelltypen fraktioniert. Die Trennung beruht dabei auf einem Gleichgewicht zwischen
Zentrifugalkraft und der Kraft, mit der ein entgegengesetzter Pufferstrom auf ein Partikel
wirkt. Dieses Gleichgewicht ist fur jedes Partikel, abhangig von dessen Form, GréfRe und
Dichte, verschieden. Durch die Zentrifugalkraft sedimentiert ein Partikel, wenn dessen Dichte

grofler ist als die des Puffers. Die Sedimentation des Partikels wird in der Elutriationskammer
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durch einen entgegengesetzten Pufferstrom verhindert. In dieser Kammer wirken also zwei

Krafte: Die Zentrifugalkraft wirkt, in Abhangigkeit von der Zentrifugationsgeschwindigkeit, von

der Rotorachse weg; der Druck des Pufferstroms wirkt der Zentrifugalkraft, in Abhangigkeit

der Durchflussgeschwindigkeit und der Dichte, entgegen.

Wie Abbildung 4.3 zeigt, hat
die

Elutriationskammer

auch Form der
einen

Einfluss auf die Geschwin-

digkeit des Flussigkeits-
stroms, da sich die
Geschwindigkeit mit der

Querschnittsflache  andert.
So entsteht in der Kammer
ein Geschwindigkeitsgradient
durch den sich die Zellen bei
geeigneten Krafteverhalt-
nisse nach Grofze, Form und

Dichte trennen.

o
e A
Clagriason Zona ,/f

Abbildung. 4.3: Schematischer Aufbau der Elutriationskammer
Vi, Vi, V3 die Kraft

unterschiedlichen Bereichen der Kammer an; S4, S,, S; geben

geben des Pufferstromes in

die Sedimentationsraten kleiner, mittlerer und grof3er Partikel

In der Elutriationskammer kommen also die kleineren Zellen nahe der

Rotorachse zu liegen, die grofReren Zellen sammeln sich weiter von der Rotorachse entfernt.

Durch Veranderung der Krafteverhaltnisse im System, wie Verminderung der Zentrifugalkraft

oder Erhdhung des Pufferstroms, kénnen nun zunachst die kleineren Zellen, und dann nach

und nach gréRere Zellen, aus
der Kammer gedrlickt werden.
Die Zellen verlassen mit dem
Pufferstrom die Kammer und
kdnnen gesammelt werden.
Werden die

geeigneter Weise verandert,

Parameter in

dann entweichen nur Zellen
eines Typs.
Durchgefihrt die

Gewinnung von Zellen der

wurde
unterschiedlichen Sperma-
togenesestadien in einer
Beckman J2-21M/E Zentrifuge

mit dem JE-6B Elutriations-

Fressure
Gauge
F oY
WS

Srandard Elutriation Chamber

Centrifugal —_—
Farce
Butfer Flow

Axiy of Aotation —

Abbildung. 4.4: Ubersicht Uber den Aufbau des

Elutriationssystems JE-6B.
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rotor. Einen schematischen Uberblick (iber den Aufbau des Systems liefert Abbildung 4.4,

die auRerdem den Weg des Puffers und der Zellen verdeutlicht.

Losungen:

Alle Lésungen wurden am Tag vor der Elutriation angesetzt und bei 4°C gelagert (aul3er

FCS, Ethanol- und Seifenlésung), so dass sie kiihlen und entgasen konnten. Vor allem beim

Elutriationspuffer musste die Temperatur konstant auf 4°C gehalten werden, da die Dichte

enorm wichtig fur die Elutriation ist, wobei die Dichte temperaturabhangig ist. Enzymatische

Zusatze der Puffer (Trypsin, Collagenase und DNase |) wurden erst am Tag des Gebrauchs

zugegeben.

PBS (vgl. 4.3.2):

DPBS (pH 7,2-7,4):

Elutriationspuffer:

Verdaulésung:

NDA-Puffer:

PBS

+ 0,01 % MgCl,

+ 0,01 % CaCl,

— CaCl, in H,O bidest. vorlosen und dann unter
Rihren zugeben, um ein Ausfallen des Calciums

als Hydroxid zu verhindern.

DPBS
+ 0,5 % BSA (Sigma)

DPBS

+ 0,1 % Glucose

+ 0,1 % Trypsin (Serva, 4 ml 2,5 %ige Lésung pro
100 ml Verdaulésung; am Tag des Gebrauchs)

+ 2 "9/, DNase | (Roche, 1 Spatelspitze pro 100 ml;
am Tag des Gebrauchs)

+ Collagenase (Roche, 1 kleiner Loffel pro 100 ml;

am Tag des Gebrauchs)

DPBS
+ 0,2 % (w/v) NDA (2-Naphtol-6,8-Disulfonsaure als
Kaliumsalz, Kodak)

+ DNase | (Roche, 1 Spatelspitze pro 100 ml)
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FCS (fétales Kalberserum): 10 ml pro 100 ml Verdaulésung

H,O bidest.: 2-31;

— gekuihlt und entgast

70 % Ethanol: 200-500 ml

Seifenlosung: 500-1000 ml

— Handelstbliche Seifenlésung in H,O bidest.

Die jeweils benétigte Puffermenge richtet sich nach der Anzahl der praparierten Hoden und
der Anzahl der Laufe, die durchgefuhrt werden sollen. Fir 2 Ratten bendtigt man:
e PBS: 51

e DPBS: 31
o Elutriationspuffer: 21
o Verdaul6sung: 100 ml
¢ NAD-Puffer: 100 ml

Praparation der Hoden und Herstellung der Zellsuspension:

Vor Beginn der Praparation mussten die spater bendtigten Zentrifugen (Heraeus, Sorvall mit
GSA-Rotor und Elutriator) auf 4°C vorgekuUhlt und ein Wasserbad auf 31°C vorgeheizt
werden. Ein Becherglas mit kaltem DPBS wurde fur die Aufnahme der entnommenen Hoden
auf Eis bereitgestellt. AuRerdem wurden noch eine Glas-Petrischale, Rasierklingen und eine
Spritze mit Kanltle (&; = 0,9 mm) bereitgestellt. Die Puffer mussten mit Collagenase, DNase |
und Trypsin vervollstandigt werden.

Zur Praparation der Hoden wurden 39-42 Tage alte Ratten (,Wistar®, Harlan Winkelmann
GmbH) zunachst mit CO, eingeschlafert. AnschlieRend wurde ihnen vor der Praparation
noch das Genick gebrochen. Zunachst wurde den toten Ratten die Bauchdecke gedéffnet und
die Hoden entnommen. Die Hoden sollten méglichst von allen anhaftenden Geweben und
Gewebeteilen befreit und dann sofort in das eisgekihlte DPBS Uberfiihrt werden.
Weiterverarbeitet wurden die Hoden in einer Glas-Petrischale mit etwas eiskaltem DPBS.
Zunachst wurde die Tunica albuginea, ein den Hoden umschlielendes Hautchen, mit zwei
Uhrmacherpinzetten aufgerissen und mitsamt dem Rete testis von den Tubuli contorti
abgestreift. Dabei war darauf zu achten, dass mdglichst viele der anhaftenden Blutgefalle
mit entfernt wurden, aber das lockere Hodengewebe in der Struktur erhalten blieb. Nun
wurde in der Glas-Petrischale mit wenig eiskaltem DPBS die Tubuli mit Hilfe zweier
Rasierklingen zerkleinert und mit einer Spritze ohne Kanule durch wiederholtes Aufziehen

und Ausdrucken feiner in seine Bestandteile zerlegt. Danach wurde die Suspension in die
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Spritze ohne Kanlile aufgezogen und anschlieRend mit aufgesetzter Kanile (< = 0,9 mm) in
ein 50 ml-Zentrifugenréhrchen gedriickt. Beim Ausdriicken der Spritze war darauf zu Achten,
dass nicht zu viel Kraft aufgewandt wurde, um die Zellen nicht zu schadigen. Die Suspension
aus Zellen bzw. Gewebsbestandteilen wurde anschlielend 10 min bei 450 g und 4°C
pelletiert. Der Uberstand wurde verworfen und das Pellet in 100 ml Verdaulésung pro
10 Hoden resuspendiert. Zum Resuspendieren wurde zunachst eine kleine Menge Medium
auf das Zellpellet gegeben und die Zellen durch auf- und abpipettieren mit einer
abgeschnittenen blauen Spitze vom Gefallboden gelost. Fester anhaftende Zellen wurden
nicht mit der Spitze abgeschabt, sondern von der GefalBwand gelost, indem die
Pipettenspitze knapp Uber den Zellen gehalten und dann schnell abpipettiert wurde. Die
Zellen lésten sich dann durch den FlUssigkeitsstrom ab. Die Suspension wurde mit
Verdaulosung aufgefullt, und die geldsten Zellen wurden in eine verschlieRbare
Kunststoffflasche  Uberfihrt.  Noch  vorhandene  Gewebsklumpen  wurden im
50 ml-Zentrifugenrdhrchen  zuriickgehalten, nochmals resuspendiert und in die
Kunststoffflasche Uberfiihrt. In die Flasche wurde ein Rihrfisch gegeben und die Suspension
konnte nun 30-40 min bei 31°C im Wasserbad unter sanftem Rihren inkubieren. Durch das
Trypsin in der Verdaulésung wurde die extrazellulare Matrix der Zellen verdaut, und die
Zellen somit vereinzelt. Die Verwendung von Kunststoff war ab diesem Schritt wichtig, da
Zellen an Glas kleben bleiben und so die Ausbeute an Zellen stark vermindert wiirde.

Der Verdau wurde durch Zugabe von 10 ml FCS pro 100 ml Verdaulésung gestoppt und die
Suspension durch ein Drahtnetz mit 300 ym Maschenweite filtriert. Das Filtrat wurde auf
50 ml-Zentrifugenrohrchen verteilt und 10 min bei 450 g zentrifugiert. Der Uberstand wurde
verworfen und das Pellet in 100 ml NDA-Puffer pro 10 Hoden aufgenommen. Die
Suspension wurde dann durch ein in DPBS eingeweichtes Nylonnetz mit 25-30 um
Maschengrofe filtriert und auf 50 ml-Zentrifugenréhrchen verteilt. In den Zentrifugenréhrchen

wurde die Suspension bis zur Verwendung bei 4°C auf einem Rollinkubator gelagert.

Vorbereitung des Elutriators:

Zusammenbau und Anschlie3en des Rotors

Der Rotor wurde zusammengebaut und in die Zentrifuge (J2-21M/E, Beckman) eingesetzt.
Das Schlauchsystem wurde angeschlossen, wobei der Einlassschlauch an den oberen, der
Auslassschlauch an den unteren Anschluss des Aufsatzes befestigt wurde. Nachdem
zusatzlich der Uberdruckschlauch an dem Uberdruckventil angebracht worden war, wurde

der Elutriator auf 4°C vorgekuhlt.

-94 -



4. Methoden

Befullen des Rotors

Zunachst wurde die Blasenfalle so an die Pumpe angeschlossen, dass die lange Nadel als
Auslass und die kurze Nadel als Einlass diente. Das Schlauchsystem wurde nun mit
eiskaltem H,O bidest. luftblasenfrei beflllt. Hierzu wurde zunachst bei einer Pumpeinstellung
von 3-4 die Blasenfalle auf den Kopf gedreht und bis ca. ?/; mit Wasser gefiillt bevor sie
wieder umgedreht und befestigt wurde. Die Blasenfalle verhindert, dass bei spateren
Lésungswechsel Luftblasen ins System gelangen. Nachdem das Schlauchsystem und die
Elutriationskammer mit Wasser geflillt waren wurde durch das Abklopfen der Schlauche und
das Andrehen des Rotors mit der Hand die meisten Luftblasen entfernt. Weitere Luftblasen
wurden durch das Abdriicken des Abflussschlauchs entfernt, wobei der Druck im System 10
bar auf keinen Fall Uberschreiten durfte. Hierzu wurde die Zentrifuge programmiert
(Rotor = 6, Speed = 3000 rpm, Time = 4 h, Temperature = 4°C) und dann gestartet. Beim
Abbremsen der Zentrifuge bei einer Umdrehungszahl bei ca. 1200 rpm wurde der Schlauch
abgedrickt und bei ca. 750 rpm wieder losgelassen, und umgekehrt. Diese Prozedur wurde
so lange wiederholt, bis keine Luftblase mehr aus dem System kam. Nun wurde die Pumpe
auf Stufe 0,8 zuriickgestellt, der Elutriator geschlossen und das H,O bidest. durch den
eiskalten Elutriationspuffer ersetzt.

Sollte spater wahrend eines Laufes eine Luftblase im System auftauchen, misste der

Versuch abgebrochen werden.

Eichen der Pumpe:

Nach 10-15 min war das Wasser im System vollstdndig durch Elutriationspuffer
ausgetauscht, und die Pumpe konnte geeicht werden. Hierzu wurde die Pumpe exakt auf
1,00 eingestellt. Der Abflussschlauch wurde in einem mit Wasser ausgesplilten
50 ml-Messzylinder Uberfihrt und es wurde gewartet, bis der Flissigkeitsstand die
10 ml Marke erreicht hatte. Dann wurden genau 2 min abgestoppt und die
Flissigkeitsmenge gemessen. Davon wurden die ,vorgelegten® 10 ml abgezogen, das
Ergebnis dann protokolliert (ml)). Dann wurde die Pumpe auf exakt 2,00 gestellt und die
Flissigkeitsmenge nach genau 1 min, wie oben beschrieben, gemessen und protokolliert
(mly)). Aus diesen Werten konnte dann mit der unten angegebenen Gleichung ermittelt

werden, welcher Pumpleistung in ml ., eine Einheit auf der Pumpenskala entsprochen hat.

ml, ml ml
2 2 )7 min- Skaleneinheit
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Mit diesem Wert konnten jetzt die jeweiligen Pumpeneinstellungen fur den Lauf berechnet
werden, indem einfach die geforderte Pumpleistung durch diesen ermittelten Wert geteilt

wurde.

Durchfiuhrung eines Laufes:

Pro Lauf konnten die Zellen aus maximal 10 Hoden getrennt werden, weil sonst die Kammer
Uberladen gewesen ware. Wurden mehr Ratten prapariert, mussten mehrere Laufe
durchgefiihrt werden. In diesem Fall wurde vor jedem weiteren Lauf die Pumpe neu geeicht.
Zuerst wurden GSA-Rotorbecher als Auffangbehalter fir die einzelnen Fraktionen auf Eis,
und ein grofier Erlenmeyer-Kolben fiir den Abfall bereitgestellt.

Die Zellsuspension wurde vom Rollinkubator aus dem Kuhlraum geholt und der Rotor damit
beladen. Dazu wurde die Pumpe so eingestellt, dass sie eine Pumpleistung von 31,5 Ml
hatte (vgl. Tabelle 4.3). Die Zentrifuge lief bei 3000 rpm. Der Lauf wurde dann mit den
Einstellungen aus Tabelle 4.3 durchgefuhrt, wobei fir die Gewinnung von Fraktion 3 und
Fraktion 4+5 bei der errechneten Pumpeinstellung 0,1 abgezogen werden sollte. Dadurch

verminderte sich erfahrungsgemall die Verunreinigung der Fraktionen durch andere

Zelltypen.
Fraktion rpm Ml Zeit
1+2 3000 31,5 bis Blasenfalle klar
3 3000 41,5 4 min
4+5 2000 28,5 5 min
6 2000 40,0 4 min

Tabelle 4.3: Einstellungen fur Standardlauf

Fraktion 1+2 wurde nicht gesammelt, sondern gleich ins Abfallgefal geleitet. Beim Wechsel
zwischen den Fraktionen war zu beachten, dass wenn die Pumpleistung erhéht wurde,
zuerst der Auslassschlauch in das neue Auffanggefald Uberfihrt wurde, bevor die Pumpe
verstellt worden ist. Genauso verfahren wurde bei Verminderung der Rotorumdrehungszahl.
Beim Ubergang zwischen Fraktion 3 und Fraktion 4+5 wurde zuerst die Pumpe verstellt,
dann der Schlauch Uberflihrt und erst zum Schluss die Umdrehungszahl der Zentrifuge
geandert.

Bei der Gewinnung der verschiedenen Zelltypen durch zentrifugale Elutriation bekommt man
keine absolut reinen Zellfraktionen, sondern lediglich Fraktionen, die vorwiegend einen
Zelltyp enthalten. Tabelle 4.4 gibt einen Uberblick Uber die einzelnen Fraktionen mit ihren

Bestandteilen.
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Spermatiden 1-8

Spermatiden 1-8 (59 %) und 9-13 (25 %)

Spermatiden 1-8 (81 %)

Spermatiden 1-8 (47 %)

Spermatiden 1-8 (52 %) Pachytan-Spermatocyten (19 %)

6 Pachytan-Spermatocyten (86 %) Spermatogonien (wenige %)
Tabelle 4.4: Bestandteile der einzelnen Fraktionen

AR WIN|—-

Reinigung des Rotors:

Zunachst wurde das Zellpellet, das sich wahrend des Versuches am Kammerboden des
Elutriators gebildet hatte, herausgespult. Dazu wurde die Zentrifuge gestoppt, bei ca.
1200 rpm der Abflussschlauch abgedriickt und bei ca. 750 rpm wieder losgelassen. Durch
diese Prozedur wurde das Pellet herausgeschwemmt. Die Zentrifuge konnte abgeschaltet
werden. Das System wurde mit 0,5-1 | Seifenlésung und anschlieRend mit etwa 1 |
destilliertem Wasser gespult. Zum Schluss wurde noch mit 200-500 ml 70 %igem Ethanol
nachgespuilt.

Nun wurden die Schlauche gel6st, der Rotor entnommen und wieder auseinandergebaut,
damit er gut austrocknen konnte. Die Zentrifuge wurde tber Nacht zum Austrocknen offen

gelassen, ebenso wurden Rotor und Rotorteile erst am nachsten Tag wieder verpackt.

Weiterverarbeitung der Zellen:

Die gewonnenen Fraktionen wurden bei 450 g und 4°C 10 min abzentrifugiert (Sorvall mit
GSA-Rotor bei ca. 1600 rpm). Der Uberstand wurde dekandiert, das Pellet in insgesamt
10 ml kaltem PBS resuspendiert und die Suspension dann in ein 50 ml-Zentrifugenrohrchen
Uberfiihrt. AnschlieBend wurden die Zellen noch zweimal mit je 10 ml kaltem PBS
gewaschen. Vor der abschlieBenden Zentrifugation wurden noch die Zellzahlen der
einzelnen Fraktionen bestimmt. AnschlieBend wurde eine Salzextraktion an Pachytan-

Spermatocyten durchgefuhrt (vgl. 4.7.5).

Bestimmung der Zellzahl mit einer Neubauer-Zahlkammer:

Zur Bestimmung der Zellzahl wurde aus jeder Fraktion eine Probe entnommen und 1:5 in
PBS verdinnt. Die Auszahlung erfolgte dann mikroskopisch mit einer Neubauer-
Zahlkammer. Im Mittelsteg dieser Kammer sind Zahlnetze eingraviert. Diese bestehen aus
vier GroRquadraten, die jeweils in 16 Kleinquadrate unterteilt sind. Der Abstand zwischen
dem gravierten Glassteg und dem aufgelegten eingeschliffenen Deckglas betragt 0,1 mm.
Die Flache eines GroRquadrates betragt 1 mm?, somit ist das Volumen eines GroRquadrates
0,1 pl. Es wurden stets vier GroRquadrate ausgezahlt, wobei darauf zu achten war, dass

Zellen, die auf den Begrenzungslinien zwischen den Quadraten lagen, nicht doppelt gezahlt
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wurden. Aus der Anzahl der gezahlten Zellen konnte die Zellzahl im Gesamtvolumen mit

folgender Gleichung ermittelt werden.

& Zellzahl

.—— 10" -Verdiinnungsfaktor - Ausgangsvolumen = Gesamtzellzahl
Kleinquadrat

4.6 Mikroskopie

4.6.1 Immunfluoreszenzmikroskpie

Die Verteilung eines Proteins in Zellen kann mit Hilfe spezifischer Antikbrper nachgewiesen
werden. Meist wird das Verfahren der indirekten Immunfluoreszenz angewandt, bei dem der
spezifische, gegen das gesuchte Protein gerichtete Antikorper, durch einen sekundaren
Antikorper visualisiert wird, der eine Markierung tragt, (z. B. einen Fluoreszenzfarbstoff).
Dieser Farbstoff erzeugt dann bei Anregung durch ein Licht bestimmter Wellenlange eine
spezifische Fluoreszenz. Das Fluoreszenzmuster unter dem Mikroskop entspricht dann dem

Verteilungsmuster des untersuchten Proteins in den Zellen oder Geweben.

Ldsungen:
e PBS(vgl. 4.3.2):

Fixierlésung (pH 7,4): PBS
+ 1 % Formaldehyd

¢ Permeabilitatslésung (pH 7,4): PBS
+ 0,1 % (v/v) Triton™ X-100

e Absattigungslésung (pH 7,4): PBS
+ 100 mM Glycin

e Antikorperlosung (pH 7,4): 1- 5 %9/ in PBS
e Hoechst 33258: 10 "9/ in PBS
o Mowiol: 10 g Mowiol (Hoechst) in 40 ml KH,PO,-freiem

PBS (pH 8,0) 16 h rthren; 20 ml Glycerin zugeben
und nochmals 16 h rihren; ungeloste Partikel
abzentrifugieren und  Uberstand  aliquotiert
bei -20°C lagern.
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Durchfuihrung:

Kulturzellen auf Deckglaschen oder Gefrierschnitte (vgl. 4.5.1 und 4.5.2) wurden 3 min in der
Fixierlésung fixiert und anschlief3end fir 10 min in der Permeabilisierungslésung inkubiert,
um sie fur die Antikdrper zuganglich zu machen. Eine 10minutige Inkubation in der
Absattigungslosung sollte restliches Formaldehyd neutralisieren, um eine spatere Fixierung
von Antikérpern zu vermeiden. Dann wurde der primare Antikorper aufgetragen. Die
Endkonzentration betrug je nach Glte des Antikorpers etwa 1 bis 5 "9/, wobei die
tatsachlich eingesetzte Konzentration empirisch ermittelt wurde. Die Inkubationszeit dauerte
20 min. Daraufhin wurden unspezifisch gebundene Antikoérper durch 15 min Waschen in PBS
entfernt. Ohne die Zellen bzw. Schnitte austrocknen zu lassen wurde ein zweiter Antikorper,
an den die Fluoreszenzfarbstoffe Texas Red, DTAF oder Cy2 gebunden waren, aufgetragen.
Dieser war gegen die konstante Region der ersten Antikérper gerichtet, die spezifisch fir die
Tierart war, aus der der primare Antikdrper gewonnen wurde. Die Inkubationszeit betrug 20
min. Zusatzlich wurde der Fluoreszenzfarbstoff Hoechst 33258 nach 10 min zugegeben
(Inkubationszeit 10 min), der spezifisch an DNA bindet. Die Antikdrperinkubation fand in
einer feuchten Kammer statt, um eine Austrocknung der Zellen zu verhindern. Nach einem
erneutem 15mindtigen Waschschritt in PBS wurden die Zellen bzw. Schnitte luftblasenfrei in
Moviol eingebettet.

Das Moviol Dbettete die Praparate dauerhaft ein; es eignet sich fir die
Immunfluoreszenzmikroskopie, da es UV-gangig ist.

Die Auswertung erfolgt am Fluoreszenzmikroskop (Axiophot stereo; Zeiss) und die
Ergebnisse konnten direkt Uber eine auf das Mikroskop aufgebrachte CCD-Kamera (PixelFly;
PCO) dokumentiert werden. Die Aufnahmen wurden mit dem Programm Adope Photoshop

nachbearbeitet.

Fluoreszenzmikroskop

Eine sehr effektive Methode der Lichtmikroskopie zur Lokalisierung von Proteinen in einer
Zelle ist die Fluoreszenzfarbung von Zellen und deren Beobachtung unter dem
Fluoreszenzmikroskop. Die Eigenschaft der Fluoreszenzfarbstoffe ist es, Licht einer
bestimmten Wellenlange zu absorbieren und es bei einer anderen langeren Wellenlange zu
emittieren. Das Objekt wird nur mit dem zu absorbierenden Licht beleuchtet; alles andere
Licht wird herausgefiltert. Das von der Probe emittierte Licht wird durch weitere Filter geleitet,
und gelangt so durchs Okular ins Auge des Betrachters. Mit einer digitalen Kamera konnten

die Ergebnisse protokolliert werden.
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4.6.2 Transmissionselektronenmikroskopie

Zur Untersuchung von Zellen und Geweben auf ultrastruktureller Ebene wurde die
Transmissionselektronenmikroskopie (TEM) eingesetzt. Mit dieser konnen Strukturen
aufgelost werden, die kleiner als 10 nm sind, und mittels der Immungoldlokalisation kdnnen
zellularer Strukturen lokalisiert werden.

Das mit einem Transmissionselektronenmikroskop erzeugte Bild ist abhangig von der
unterschiedlichen Streuung der einfallenden Elektronen durch die Probenmolekile. Ohne
vorherige Kontrastierung passieren die Elektronenstrahlen die Zelle gleichférmig, sodass nur
eine geringfugige Differenzierung der einzelnen Bestandteile mdglich ist. Erst durch
verschiedene Kontrastierungsmethoden lassen sich die verschiedenen Zellbestandteile
erkennen. Schwermetalle, wie Gold oder Osmium beugen die Mehrzahl der auftreffenden

Elektronen, so dass sie auf dem Bildschirm als dunkle Bereiche erscheinen

LOsungen:
e Methanol (100 %) — bei -20°C
e Aceton (100 %) — bei -20°C

e PBS (vgl. 4.3.2):
o Fixierlésung (vgl. 4.6.1):
e Permeabilitatsiosung (vgl. 4.6.1):

e Absattigungslosung (pH 7,4): PBS
+ 50 mM Ammoniumchlorid

e Antikorperlosung (vgl. 4.6.1):

¢ Nachfixierlésung (pH 7,4) PBS
+ 2 % Glutaraldehyd

e Silberverstarkungslésung: Developer und Enhancer (Aurion Silver
Enhancement Kit, Aurion, Niederlande)

werden im Verhaltnis 1+20 gemischt

- 100 -



4. Methoden

o 2,5 % Glutaraldehydlésung (pH 7,2): 2,5 %iges Glutaraldehyd
50 mM KCI
2,5 mM MgCl
50 mM Cacodylat

o Cadodylatpuffer (pH 7,2): 50 mM Cacodylat

o 0s0Oy4-Lbsung: 1 % OsO,
50 mM Cayodylat

e Uranylacetatldsung: 0,5 % Uranylacetat in dd H,O

e Ethanolreihe: 50 %, 70 %, 90 %, 96 %, 100 % Ethanol p.a.

e Propylenoxid: 1- 5 yg/mlin PBS

e Epon: Dodecanylsuccinateanhydride
Methylnodicanhydride

Epon 812 (Glycidether 100)
DMP-30 (2,4,6 Triphenol)

Strukturfixierung:

Zur Einbettung mit guter Strukturerhaltung wurden Gewebestiickchen oder Zellen jeweils
30 min mit der Glutaraldehydlésung fixiert, in Cacodylatpuffer gewaschen und mit der OsO;-
Lésung kontrastiert. Durch Glutaraldehyd kam es zur Vernetzung und Immobilisierung von
Proteinen, durch Osmiumtetroxid wurden interne Membranen und Makromolekile angefarbt.
AnschlielRend wurden die Proben mit Wasser gewaschen, iber Nacht in wassriger, 0,5 %iger
Uranylacetatldsung inkubiert. Nach drei 5minttigen Waschschritten in Wasser wurden die
Proben in einer aufsteigenden, vorgekiihlter Ethanolreihe (50 %, 70 %, 90 %, 96 %; je 5 min)
dehydriert und dann je zweimal 10 min in 100 % Ethanol und Propylenoxid Gberflihrt. Dann
wurden die Proben 4 h in einem 50:50 Gemisch aus Epon und Propylenoxid und
anschlielend Uber Nacht in Epon inkubiert. Zur Aushartung wurden die Proben in einen
60°C Inkubationsschrank gegeben, wobei auf die Deckglaschen mit Zellen eine
Gelantinekapsel geflllt mit Epon aufgesetzt wurde (Flacheinbettung) und Gewebestiickchen
in eine solche gegeben wurden. Nach zwei Tagen konnten die Proben flir die Anfertigung
von Ultradinnschnitten angetrimmt werden. Dazu wurde bei den Flacheinbettungen das
Deckglas abgesprengt und bei den Gewebestlickchen das Gewebe freigelegt und eine

Pyramide von 1-2 mm Kantenlange in das gehartete Epon geschnitten.
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Pre-embedding Immungoldlokalisation

Um bestimmte Protein in Zellen auf elektronenmikroskopischer Ebene zu lokalisieren, wurde
die indirekte Immungoldiokalisation angewandt. Ahnlich wie bei der indirekten
Immunfluoreszenz wurde die Verteilung eines Proteins in der Zelle mit Hilfe derselben
Primarantikérper nachgewiesen (vgl. 4.6.1). Der sekundare Antikdrper hingegen war an ein
12 nm-Goldpartikel gekoppelt.

Auf Deckglaschen Uberfihrte Gefrierschnitte (vgl. 4.5.2) wurden fir 10 min in Methanol und 1
min zur Dehydrierung in Aceton bei jeweils -20°C inkubiert. Nach der Fixierung wurden die
Deckglaschen sofort in PBS Uberfiihrt, damit die Zellen nicht austrocknen und zwei mal
10 min in PBS gewaschen. Anschliefend wurde der erste Antikbrper 20 min in einer
feuchten Kammer bei RT inkubiert bevor unspezifisch gebundene Antikorper durch 2maliges
waschen fir 5 min in PBS entfernt wurden. Die Zellen auf den Deckglaschen wurden dann
mit einem zweiten Antikorper fir 1-2 h bei RT inkubiert. Dieser war gegen die konstante
Region des ersten Antikorpers gerichtet, und an ein 12 nm groRes Goldpartikel gekoppelt.
Darauf wurde drei mal 5 min mit PBS gewaschen. Nun erfolgte, wie oben beschrieben die
Fixierung und Kontrastierung mit 2,5 % Glutaraldehyd- und 1 % OsO,—Ldsung sowie die

Entwasserung und Einbettung der Proben.

Pre-embedding Immungoldlokalisation: Silberverstarkt

Um Strukturen in Zellen zu lokalisieren, die wegen ihrer Kompaktheit flir groRe Goldpartikel
schwer zuganglich sind wurde die indirekte Immungoldlokalisation mit einer
angeschlossenen Silberverstarkung angewandt. Wie oben beschrieben wurde die Verteilung
eines Proteins in der Zelle mit Hilfe von Primarantikérper nachgewiesen. Der sekundare
Antikérper hingegen war an ein 1,4 nm-Goldpartikel gekoppelt, welches durch
Silberverstarkung  vergroflert werden  konnte.  Hierbei wurden  (Uber eine
Silberverstarkungslésung Silberionen an die Oberflache des Nano-Gold-Partikels angelagert.
Gefrierschnitte (vgl. 4.5.2) wurden 3 min in der Fixierlésung fixiert und anschlieRend fir 10
min in der Permeabilisierungslosung inkubiert, um sie fir die Antikdrper zuganglich zu
machen. Eine 10mindtige Inkubation in der Absattigungsldésung sollte restliches PFA
neutralisieren, um eine spatere Fixierung von Antikérpern zu vermeiden. Nach der
Absattigung wurden die Deckglaschen in PBS Uberfihrt und drei mal 5 min in PBS
gewaschen. AnschlieRend wurde der erste Antikdrper 1 h in einer feuchten Kammer bei RT
inkubiert bevor unspezifisch gebundene Antikorper durch 6maliges waschen fur 5 min in
PBS entfernt wurden. Die Praparate wurden dann mit einem zweiten Antikorper fir 1-2 h bei
RT inkubiert. Dieser war gegen die konstante Region des ersten Antikdrpers gerichtet, und
an ein 1,4 nm groRes Goldpartikel gekoppelt. Darauf wurde sechs mal 5 min mit PBS

gewaschen. Nun wurden die spezifisch gebundenen Antikérper fur 10 min in der
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Nachfixierldsung fixiert und anschlieRend vier mal 5 min in H,O bidest. gewaschen. Zur
Silberverstarkung der Nano-Gold-markierten Zweitantikérper wurden die Praparate flir ca. 60
min in einer dunklen, feuchten Kammer mit der Silberverstarkungslésung inkubiert. Um die
Reaktion der Silberionen mit den Nano-Gold-Partikeln zu stoppen wurde vier mal 5 min in
H,O bidest. gewaschen. Nun erfolgte, wie oben beschrieben die Entwasserung und

Einbettung der Proben.

Transmissionselektronenmikroskopie

Die Grundprinzipien der Elektronenmikroskopie ahneln denen der Lichtmikroskopie. Der
wesentliche Unterschied besteht darin, dass elektromagnetische Linsen einen
hochbeschleunigten Elektronenstrahl fokussieren, wahrend bei einem Lichtmikroskop
optische Linsen Lichtstrahlen bindeln. Da aber Elektronen durch Atome der Luft absorbiert
werden, muss im gesamten Strahlengang zwischen Elektronenquelle und Bildschirm ein
Hochvakuum bestehen.

Beim Transmissionselektronenmikroskop (EM 10; Zeiss) wird ein Elektronenstrahl auf die
Probe gerichtet. Die Elektronen werden von einer beheizten Wolframkathode ausgesandt,
deren elektrisches Potential bei 50000-100000 Volt liegt. Sie werden auf dem Weg zur
Anode, deren elektrisches Potential am oberen Ende der Mikroskoprohre Null betragt,
aufgrund des Potentialgefalles beschleunigt. Die Kondensorlinsen fokussieren den
Elektronenstrahl auf die Probe, von wo aus er durch die Objektiv- und die Projektivlinse auf
den Bildschirm oder auf einen fotografischen Film gerichtet wird, der dann entwickelt werden
kann.

Unter Optimalen Bedingungen erreicht das Transmissionselektronenmikroskop eine Auf-
I6sung von 0,1 nm.

Fur die Elektronenmikroskopie wurden Schnitte von etwa 50 nm Dicke an einem
Ultramikrotom hergestellt. Diese wurden mit Reynold’s Bleicitrat nachkontrastiert und
konnten dann am Elektronenmikroskop (Zeiss EM 10; Zeiss) betrachtet werden. Mittels einer
integrierten Kamera konnten Negative gemacht werden, die entweder direkt eingescannt
wurden (Quatrographic Xfinity pro 42; LaserSoft Imaging) oder von denen zuvor Abzlge

angefertigt wurden.
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4.7 Proteinbiochemische Analyse

4.7.1 Proteinfallung

Methanol-Chloroform-Fallung
LOsungen:
e Methanol 100 %

e Chloroform

Durchfuihrung:

Zu den Aliquots der zu fallenden Proteine wurde das vierfache Volumen Methanol, ein
einfaches Volumen Chloroform sowie das dreifache Volumen H,O bidest. gegeben, kraftig
geschattelt und fir 1 min bei 11000 g zentrifugiert. Es bildeten sich zwei Phasen, an deren
Grenze (Interphase) sich die denaturierten Proteine befanden. Die obere Phase wurde
vorsichtig abgenommen und verworfen. Dem verbliebenen Ansatz, der sich aus der
chloroformhaltigen unteren Phase und der proteinhaltigen Interphase zusammensetzt, wurde
das dreifache Volumen Methanol (bezogen auf die Ausgangslésung) hinzugefiigt, wodurch
sich das Methanol mit dem Chloroform vermischte und keine Phasengrenzen mehr
entstanden. Die Lésung wurde fiir ca. 10 min bei 11000 g zentrifugiert, wodurch die Proteine
sedimentiert wurden. Der Uberstand wurde verworfen, das Pellet luftgetrocknet und in dem

gewlnschten Puffer in geeigneter Konzentration aufgenommen.

Acetonfallung

Ldsungen:
e Aceton (100 %) — bei -20°C
e Aceton (75 %) — bei -20°C
Durchflihrung:

Proteinproben wurden mit dem 6,5fachen Volumen 100 % Aceton (-20°C) uber Nacht
bei -20°C gefallt und dann 20 min bei 12000 g (Heraeus, Sorvall HB6) zentrifugiert. Der
Uberstand wurde verworfen und das Pellet wurde zweimal mit 75 % Aceton (-20°C)
gewaschen. Das Pellet wurde luftgetrocknet und in dem gewilnschten Puffer in geeigneter

Konzentration aufgenommen.

4.7.2 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese
Proteine werden durch die SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE) aufgetrennt.

Die Wanderungsgeschwindigkeit von Molekilen im elektrischen Feld hangt normalerweise
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von drei Faktoren ab: der molekularen Masse, ihrer Form und ihrer elektrischen Ladung. Bei
der SDS-PAGE ist jedoch allein die Masse fur die Wanderungsgeschwindigkeit
ausschlaggebend. Dies erreicht man dadurch, dass dem Gel und dem Laufpuffer Natrium-
Dodecylsulfat (SDS), ein Detergenz mit stark amphipatischen Eigenschaften, zugegeben
wird. Es zerstort die Tertiarstruktur von Proteinen und wirkt denaturierend. An die entfalteten
Peptid-Ketten binden SDS-Molekiile wodurch die Proteine eine starke negative Ladung
erhalten. Die Eigenladung der Proteine kann dagegen vernachlassigt werden. Die Molekiile
wandern also bei einer Gelelektrophorese zur positiv geladenen Anode und werden nach
ihrem Molekulargewicht getrennt.

Zur vollstandigen Denaturierung werden den Proteinen im Probenpuffer Thiole zugegeben,
die die Disulfidbriicken der Proteine reduzieren.

Zur Scharfung der Proteinbanden wird das Gel in Sammelgel und Trenngel unterteilt. Die
Proteinlésung enthalt Glycin und Cl-lonen. Zuerst lauft diese durch das Sammelgel (pH 6,8).
Das Glycin ist ein Zwitterion, das bei diesem pH eine negative und eine positive Ladung tragt
("NH3;-CH,-COy), insgesamt also ungeladen ist. Die Proteine laufen im Trenngel im
Feldstarkegradienten zwischen CI" und Glycin und werden so durch diesen Kéfigeffekt
konzentriert. Beim Ubergang ins Trenngel (pH 8,8) wird das Glycin deprotoniert, ist somit
negativ geladen (NH,-CH,-CO,), und eilt mit dem CI" voraus. Die Proteine laufen in

Abhangigkeit ihrer Masse unterschiedlich schnell.

SDS-PAGE nach Laemmli (1970)

Losungen:
e LoOsungA: 30 % (w/v) Acrylamid
0,8 % (w/v) Bisacrylamid
e LAsung B (Trenngelpuffer): 1,5 M Tris/HCI, pH 8,8

e 20 % (w/v) SDS
e Ldsung D (Sammelgelpuffer): 0,5 M Tris/HCI, pH 6,8

o Laufpuffer: 50 mM Tris/HCI
380 mM Glycin
0,1 % SDS

e 10 % (w/v) APS (Ammoniumpersulfat) in H,O

e TEMED (Roth)
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o SDS-Probenpuffer (pH 6,8): Tris/HCI, pH 6,8

1 % (w/v) SDS

10 % (v/v) Glycerin
B-Mercaptoethanol

Spatelspitze Bromphenolblau

o 0,5 %ige Agarose-Lo6sung

8 % 10 % 12 % 15 % 16 %

Losung A 2,5 ml 3,125 ml 3,75 ml 4.5 ml 4.8 ml
Lésung B 5ml 5ml 5ml 5ml 5ml
20 % SDS 50 pl 50 pl 50 pl 50 pl 50 pl

10 % APS 100 pl 100 pl 100 pl 100 pl 100 pl
TEMED 10 pl 10 pl 10 pl 10 10 pl
H,O 2,35 ml 1,7 ml 1,05 ml 0,35 ml 50 pl

Tabelle 4.5: Pipettierschema fur Trenngel bei SDS-PAGE nach Laemmli

5%
Loésung A 1,5 ml
Lésung D 2,55 ml
20 % SDS 50 pl
10 % APS 100 pl
TEMED 10 pl
H.O 5,85 mi

Tabelle 4.6: Pipettierschema Sammelgel

Durchfuhrung:

Die Gele wurden zwischen zwei Glasplatten mit zwei Abstandhaltern (Spacer) gegossen.
Zuerst wurde das Trenngel gegossen, wobei je nach der GrélRe des zu untersuchenden
Proteins Trenngele verschiedener Acrylamidkonzentration gegossen wurden (vgl. Tabelle
4.5). Das Sammelgel (vgl. Tabelle 4.6) wurde bis zum Rand des Aufbaus gegossen und mit
einem Kamm dafiir gesorgt, dass Aussparungen bleiben, wo die Proteinlésungen
aufgetragen werden konnten. Dann konnte das Gel in die Elektrophoresekammer gesetzt
und mit Laufpuffer Gberschichtet werden. Nach Entfernen des Kammes konnte das Gel mit
den vorbereiteten Proben beladen werden.

Dazu wurden die Proben, welche aus Geweben oder Zellen, Bakterien oder gereinigten

Proteinfraktionen stammten direkt in Probenpuffer aufgenommen. Lagen Proteine in nur
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geringen Konzentrationen in Lésung vor, konnten diese zuvor durch Fallung konzentriert
werden (vgl. 4.7.1). Die Proteine wurden vor dem Beladen 5 min bei 95°C gekocht und
kraftig gevortext. Als zusatzliche Spur wurde ein ProteingréRenmarker (MBI) pipettiert (vgl.
Tabelle 4.7).

Protein Herkunft Molekulargewicht (kDa)
a-Galaktosidase E. coli 116,0

Bovines Serum-Albumin | Rinderserum 66,2

Ovalbumin Hlhnereiweily 45,0

Laktat-Dehydrogenase | Schweinemuskel 35,0

RE Bsp981 E. coli 25,0

B-Laktoglobulin Kuhmilch 18,4

Lysozym Hlhnereiweil 14,4 fie

Tabelle 4.7: Zusammensetzung des ProteingroRenmarkers (MBI) . 12% SDS-PAGE

Das Gel wurde bei konstant 100-150 Volt auf Eis gefahren. Die Elektrophorese wurde
gestoppt, wenn das Bromphenolblau die untere Kante des Gels erreicht hatte.
Das Gel konnte nun fir die Western Blot Methode (vgl. 4.7.4) eingesetzt werden oder die

Proteine wurden mit der Coomassie Blau Farbung sichtbar gemacht (vgl. 4.7.3).

4.7.3 Coomassie Blau-Farbung

LOosungen:
e Coomassie Blau-Farbeldsung: 0,25 % (w/v) Brillant Blau R250 (Roth)
40 % (v/v) Methanol

8 % (v/v) Essigsaure

e Entfarbelésung: 25 % (v/v) Methanol

10 % (v/v) Essigsaure

Durchfiihrung:

Fir die Coomassie Blau-Farbung wurde das Gel 1-2 h in der Farbelosung inkubiert und
anschlieRend Uber Nacht in Entfarber gelegt. Durch Zugabe eines weil3en Papiertuches
konnte die Entfarbung beschleunigt werden. Coomassie Blau farbt spezifisch Proteine. Das
gefarbte Gel konnte auf einer Leuchtplatte (Transilluminator; Hartenstein) photographiert

oder in einer Klarsichthuille eingescannt werden.
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Trocknen von SDS-Gelen

Um Coomassie Blau-gefarbte Gele langere Zeit aufzubewahren, wurden sie getrocknet.
Dazu wurde das Gel mit Hilfe einer flexiblen Folie auf ein Whatman-Papier tberfihrt, so dal
zwischen Papier und Gel keine Luftblasen entstehen. Dann wurde das Gel mit
Frischhaltefolie bedeckt und in einem Drystar-Geltrockner 90 min bei 75°C und maximaler
Vakuumleistung getrocknet. Nach Ablauf der Trockenzeit wurde das Gel zum Abklihlen im

Trockner belassen und konnte dann enthommen werden.

4.7.4 Western Blot

Anhand der Western Blot Methode ist es moglich, mithilfe von Antikérpern in
Proteingemischen die entsprechenden Proteine nachzuweisen. Die Proteinproben wurden in
einer SDS-PAGE (vgl. 4.7.2) aufgetrennt, auf eine Nitrocellulosemembran Ubertragen und
mit den Antikérpern inkubiert. Ein sekundarer Antikérper, an den das Enzym Peroxidase
gekoppelt ist, bindet an die konstanten Regionen des primaren Antikdrpes und konnte durch

ECL (enhanced chemiluminescens) visualisiert werden.

Ldsungen:
o CAPS-Puffer (pH 10): 50 mM CAPS
10 % (v/v) Methanol
1 mM Mercaptopropionsaure
e TBS (pH 7,4): 150 mM NaCl
10 mM Tris/HCI
e TBST (pH 7,4): TBS mit 0,1 % (v/v) Tween

10 % Milchpulver in TBST, pH 7,4

Ponceau S (Sigma; 0,2 % Ponceau-S in 3 % TCA)

Proteintransfer auf eine Nitrocellulosemembran:

Das Gel wurde nach Abschluss der Elektrophorese aus den Glasplatten entnommen und das
Sammelgel entfernt. Dem Trenngel wurde die linke untere Ecke entfernt, um die Orientierung
zu markieren und anschlieBend 10 min in CAPS-Puffer inkubiert. Die Membran und
18 Whatman-Papiere wurden auf Gelgréflie zugeschnitten und ebenfalls in CAPS aquilibriert.

Dann wurde der Blot wie in Abbildung 4.5 dargestellt aufgebaut. Geblottet wurde elektrisch in
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einer Graphit-Blotting-Kammer. Um eventuell vorhandene Luftblasen aus dem System zu

entfernen, wurde ein Zentrifungenréhrchen mit sanftem Druck daribergerolit.

Andriucken

2N N B N

3 x 3 Lagen Whatman

Kathode

, «— Gel
$ Nitrocellulose

} 3 x 3 Lagen Whatman

| ® Anode C) |

Alles in CAPS-Puffer

Abbildung 4.5: Aufbau Western Blot

War der Blot soweit aufgebaut, wurde die Kathodenplatte aufgelegt und die Kammer ans
Netzgerat angeschlossen. Anschliefend wurde 1 h bei einer konstanten Stromstarke von
1M e geblottet, wobei sich eine Spannung von ca. 6 V einstellen sollte, die sich am Ende
des Transfers etwa auf 20 V erhoht hatte. Lag diese Spannung deutlich dariber, befanden
sich noch Luftblasen im System.

Nach 1 h wurde der Blot abgebaut und der Transfer durch eine Farbung mit Ponceau S
Uberprift. Dieser Farbstoff lagert sich tber Salzbriicken an die Proteine. Durch Waschen mit
H,O bidest. wurde die Farbe auf der Membran abgewaschen und blieb an den Proteinen

haften wodurch der Transfer qualitativ beurteilt werden konnte.

Antikérperbindung
Die Membran wurde in 10 % Milchpulver in TBST flir 2 h bei RT oder tber Nacht bei 4°C

inkubiert, um unspezifische Bindungsstellen abzusattigen. In Anschluss daran wurde die

Membran mit dem primaren Antikdrper 1 h bei RT inkubiert. Dann wurde die Membran kurz
in TBST gespdlt, drei mal 10 min in TBST gewaschen und anschlieRend 1 h bei RT mit dem
sekundaren, an Peroxidase gekoppelten, Antikoérper inkubiert. Nach erneutem dreimaligen
waschen der Membran in TBST konnten die Proteinbanden auf der Membran detektiert

werden.

Detektion
Zur Detektion dienten die Peroxidase-Enzyme der sekundaren Antikdrper. Die Peroxidase

vermittelte durch Spaltung von Peroxid eine RedOx.-Reaktion zwischen zwei Reagenzien,
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wobei Licht freigesetzt wurde. Mit diesem Licht wurde ein Rdntgenfilm belichtet, so dass an
den Stellen der Peroxidase, also an den Stellen der gesuchten Proteine, Banden entstanden.
Die Membran wurde in der Dunkelkammer eine Minute in einem 1:1 Gemisch der ECL-
Reagenzien A und B (Amersham, Braunschweig) inkubiert und sofort in eine Zellophanfolie
verpackt. Dann wurde ein Roéntgenfiim auf die Membran gelegt und exponiert. Die
Belichtungszeit hing von der Menge der vorliegenden Peroxidase ab und konnte zwischen
wenigen Sekunden und einer Stunde variieren. Anschliefiend kam der Film 3 min in einen
Entwickler und nach kurzem Spulen in Wasser, 3 min in einen Fixierer. Der Film wurde

wieder gewaschen und getrocknet. Die belichteten Stellen erschienen schwarz.

»Strippen” eines Western Blots
Durch das ,Strippen” werden die gebundenen Antikérper von der Membran entfernt, so dass

eine erneute Detektion spezifischer Proteine durch weitere Antikérper durchgefiihrt werden

kann.
Losungen:
o Strip“-Puffer 1 (50 ml): 31,25 ml 100 mM Tris/HCI, pH 6,7
5 ml 20 % (w/v) SDS
390 pl B-Mercaptoethanol
e “Strip”-Puffer 2 (pH 2,5): 100 mM Glycin

e TBST (siehe oben)

Durchfuihrung:

Es gibt zwei verschiedene Moglichkeiten einen Western-Blot zu ,strippen®.

Eine Moglichkeit war, den Blot zunachst gut in TBST zu waschen, dann 30 min (nicht
langer!) bei 50°C in ,Strip“-Puffer 1 h zu inkubieren. AnschlieRend wurde die Membran
grandlich mit TBST gewaschen und konnte dann fiir eine erneute Detektion von Proteinen
abgesattigt werden. Diese ,Strip“-Methode entfernt sehr effizient Antikérper von der
Membran.

Die zweite Mdglichkeit war die Membran mit TBST zu waschen und zwei mal 30 min im
Lotrip“-Puffer 2 auf einem Wiegetisch zu inkubieren. Anschliefend wurde die Membran
grandlich mit TBST gewaschen und konnte dann fir eine erneute Detektion von Proteinen
abgesattigt werden. Bei dieser Methode werden Antikérper zwar ausreichen, aber nicht so

effizient von der Membran entfernt.
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4.75 Salzextraktion

Die Resistenz von Proteinen gegenuber hohen Salzkonzentrationen ist

charakteristische Eigenschaft vieler Strukturproteine.

Extraktion von Proteinen aus transfizierten Kulturzellen:

Losungen:
e PBS(vgl. 4.3.2)

e Tritonpuffer (pH 7,4): 10 mM Tris/HCI
1 mM PMSF (aus SL: 200 mM in Methanol)

0,5 mM DTT (Roth)
1 % (v/v) Triton™ X-100

e Trispuffer (pH 7,4): 10 mM Tris/HCI
1 mM PMSF (aus SL: 200 mM in Methanol)

0,5 mM DTT (Roth)

e Salzpuffer (pH 7,8): 10 mM Tris/HCI
1 mM PMSF (aus SL: 200 mM in Methanol)

0,5 mM DTT (Roth)
2 M NaCl

e DNase | SL (pH 7,5): 50 ™/, DNase |
20 mM Tris/HCI
1 mM MgCl,
50 % (v/v) Glycerin
Lagerung bei -20 °C

Durchfuhrung:

eine

COS-7 Zellen wurden mit dem zu untersuchenden Proteinkonstrukt mit Lipofektamin

transfiziert (vgl. 4.5.1). Die Transfektionsrate wurde durch Immunfluoreszenz iberpruft.

Das Zellkulturmedium der transfizierten Zellen wurde vorsichtig abgesaugt und die Zellen mit

PBS gewaschen. Die Zellen wurden in PBS mit einem Gummischaber abgelést und

gleichmaRig auf zwei Ansatze aufgeteilt: Ein Ansatz diente als unbehandelte Kontrolle in der

die Gesamtmenge des analysierten Proteins abgeschatzt werden konnte. Die Kontrollzellen

wurden 5 min bei 500 g und 4°C pelletiert und in SDS-Probenpuffer aufgenommen. Die

Zellen des zweiten Ansatzes wurden 5 min bei 500 g und 4°C zentrifugiert, der Uberstand

verworfen und das Pellet in 500 pl Tritonpuffer resuspendiert und 10 min auf Eis inkubiert.
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Das Triton l6st die Membranen auf, wodurch leicht l6sliche Proteine und integrale
Membranproteine in Losung gehen, wahrend schwer I6sliche und komplexe Strukturen wie
Kernlamina, filamentose Proteine und Chromatin ausfallen. Im Anschluss an die Inkubation
in Tritonpuffer wurde 10 min bei 4°C und 1600 g zentrifugiert, um die schwerldslichen
Bestandteile zu pelletieren. Der Uberstand, der die Idslichen Proteine enthielt, wurde
abgenommen und bei 4°C aufgehoben. Das Pellet war von einer gelartigen Konsistenz und
wurde in 500 ul Trispuffer aufgenommen. Dann zum Ansatz 200 ug DNase | zugegeben,
kurz geschuttelt und anschlieRend 10 min auf einem Drehschittler bei RT inkubiert. Durch
den DNase I-Verdau gingen neben den Nukleotiden einige der DNA-gebundenen Proteine in
Lésung. Anschliefend wurde 500 ul 2 M Salzpuffer zugegeben, so dass die Salzend-
konzentration 1 M entsprach, und weitere 10 min bei RT auf einem Drehtisch inkubiert. Die
unléslichen Bestandteile wurden bei 12000 g und 4°C 10 min pelletiert. Der Uberstand wurde
gesammelt und das Pellet in SDS-Probenpuffer aufgenommen. Die Proteine der
gesammelten Uberstéande wurden mit Methanol/Chloroform gefallt (vgl. 4.7.1) und in SDS-
Probenpuffer aufgenommen. Die Proben wurden nun fur die SDS-PAGE vorbereitet (vgl.
4.7.2) und vollstdndig aufgetragen, was bedeutet, dass in den 3 Fraktionen der
Salzextraktion insgesamt die gleiche Menge Protein vorhanden sein muss wie in der

Unbehandelteten Kontrolle.

Extraktion von Proteinen aus Pacytdn-Spermatocyten (Ratte):

Losungen:
e PBS(vgl. 4.3.2)

e Tritonpuffer (siehe oben): +0,1 ™9/ Trypsin Inhibitor SI (Sigma)
e Trispuffer (siehe oben): +0,1 ™9/ Trypsin Inhibitor SI (Sigma)
e Salzpuffer (siehe oben):

o DNase | SL (siehe oben):

Durchfiihrung:

Die gewonnenen Pacytan-Spermatocyten (vgl. 4.5.3) wurden auf zwei Ansatze verteilt. Der
weitere Versuch wurde wie oben beschrieben durchgefuhrt.

Fir eine Western Blot-Analyse wurden die Proben so in SDS-Probenpuffer aufgenommen,
dass 1x10° Zellen in 1 pl SDS-Probenpuffer enthalten waren und es wurden 1x10° Zellen auf

das Gel aufgetragen.
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5 Ergebnisse

Die Homologenpaarung durch den Synaptonemalkomplex (SC) ist ein essentieller Prozess in
der Meiose damit Rekombination und Segregation der homologen Chromosomen korrekt
ablaufen koénnen. Ziel dieser Arbeit war es Uber eine Analyse von SYCP3, der
Hauptstrukturkomponente der Lateralelemente (LE) in Vertebraten, ein besseres Verstandnis

der molekularen Architektur des SC zu erlangen.

5.1 Wichtige Domanen fiir die Polymerisation von SYCP3

SYCP3 wird als wichtiger struktureller Bestandteil der LEs angesehen und scheint an deren
Auf- und Abbau beteiligt zu sein. Weiterhin wurde SYCP3 als Protein beschrieben, dass
Polymerstrukturen ausbilden kann, weswegen in dieser Arbeit zunachst der Mechanismus
der Polymerisation und Depolymerisation von SYCP3 aufgeklart werden sollte.

Zunachst wurden evolutionar konservierte Domanen von SYCP3 identifiziert und deren
maogliche Rolle auf die Polymerstrukturbildung analysiert. Hierzu wurden Teilfragmente bzw.
Punktmutanten von SYCP3 der Ratte hergestellt, und deren Verhalten mit dem des
wildtypischen SYCP3 verglichen. Da es kein geeignetes meiosespezifisches
Zellkultursystem gibt und meiotische Zellen aus Saugern kaum manipuliert werden kénnen,
wurde das Verhalten von SYCP3 in transfizierten somatischen Kulturzellen analysiert. Der
Vorteil eines solchen heterologen Systems ist es, SYCP3 unabhangig von anderen
meiosespezifischen Proteinen untersuchen zu kénnen. Die Verteilung und das Verhalten der,
in COS-7 Zellen, transfizierten SYCP3 Konstrukte wurde ({ber Immunfluoreszenz,

Transmissionselektronenmikroskopie und biochemische Methoden untersucht.

5.1.1 Datenbankvergleich von SYCP3 in Vertebraten

Die Studien begannen mit einem Datenbankvergleich homologer SYCP3-Sequenzen in
Vertebraten um evolutionar konservierte Domanen zu identifizieren, welche fir die
Polymerisation von SYCP3 wichtig sein konnten. Die Sequenzanalyse und der
Sequenzvergleich wurden mit dem frei zuganglichen Online Tool

BLAST (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast/bl2seq/wblast2.cgi) und

ClustalW (http://www.ebi.ac.uk/clustalw) durchgefuhrt.

Es konnte festgestellt werden, dass die SYCP3-Proteine aus Vertebraten sich zwar in der
Lange zwischen den Spezies unterscheiden, aber eine konservierte Domanenorganisation
aufweisen (vgl. Abbildung 5.1). SYCP3 besitzt in allen Spezies drei Domanen, eine im

C-Terminus lokalisierte a-helikalen Region, flankiert von zwei nicht helikalen Domanen.
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Abbildung 5.1: Aminosauresequenzvergleich von SYCP3 aus Ratte (Rn: Rattus norvegicus,
Q63520), Maus (Mm: Mus musculus, NP_035647), Hamster (Ma: Mesocricetus auratus, CAA54560),
Mensch (Hs: Homo sapiens, NP_710161), Langschwanzmakak (Mf: Macaca fascicularis,
BAE01059), Schwein (Ss: Sus scrofa, abgeleiteter cDNA-Klone DN100782), Kuh (Bt: Bos taurus,
abgeleiteter cDNA-Klone DT849406), Huhn (Gg: Gallus gallus, XP_416330), Keallenfrosch (Xt:
Xenopus tropicalis, NP_001072226), Zebrafsich (Dr: Danio rerio, NP_001035440),
Regenbogenforelle (Om: Oncorhynchus mykiss, AAT35600), Kugelfisch (Tn: Tetraodon nigroviridis,
predicted from cDNA-clone CR715567), Japanischer Medaka (Ol: Oryzias latipes, BAD36840) und
Hainan Medaka (Oc: Oryzias curvinotus, BAE47002). Farbige Spalten kennzeichnen gleiche
Aminosauren in = der Halfte der Spezies. Der schwarze Balken gibt die ,Coiled-Coil“-Doméane im
rattenspezifischen SYCP3 an. CM1: konserviertes Motiv 1; CM2: konserviertes Motiv 2; “*”:
Aminosaurereste in der Spalte sind zwischen allen Spezies identisch; “”: konservierter

Aminosaureaustausch; “.”: halbkonservierter Aminosaureaustausch.

Eine groRe Ubereinstimmung findet man in der a-helikalen Domane, die nach dem Lupas
Algorithmus (Lupas et al., 1991) typisch fur die Ausbildung fur ,Coiled-Coil“-Strukturen ist
(Tarsounas et al., 1997; Yuan et al., 1998). AuRerdem konnten in der N-terminalen nicht
helikalen und in der C-terminalen nicht helikalen Domane zwei kurze, hoch konservierte
Motive identifiziert werden, welche die a-helikalen Domane flankieren. Diese Motive, CM1
und CM2, sind in allen Spezies 19 bzw. 6 Aminosauren lang, weisen aber keine Homologie
zu bekannten Motiven aus anderen Proteinen auf. Die Lange der ,Coiled-Coil“-Strukturen
unterscheidet sich dagegen zwischen den Spezies, die Entfernung zwischen CM1 und CM2
ist aber mit 145 Aminosauren konstant geblieben. Nur in Xenoups tropicalis ist diese

Sequenz zwischen CM1 und CM2 mit 141 Aminosauren geringflugig verkirzt. Die
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unterschiedliche Lange der SYCP3 Proteine aus verschieden Spezies ergibt sich durch den
wenig konservierten N-terminus, der in der Lange stark variiert. Sogar innerhalb der
Nagergruppe ist die Lange des N-Terminus bis zur CM1 wenig konserviert (Botelho et al.,
2001).

5.1.2 Schematische Darstellung von SYCP3 und Mutanten

Fir die Analyse der Polymerisationseigenschaften von SYCP3 wurde eine Reihe von
Plasmiden hergestellt, welche fir das wildtypische Protein kodieren sowie fir ausgewahlte
Proteinmutanten. Die kodierenden Proteinprodukte sind hier schematisch dargestellt

(vgl. Abbildung 5.2 und 5.3) und die genaue Vorgehensweise der Klonierung ist in Kapitel 3.6

aufgefihrt.
1 NLS 257
m 1a = 1b = 23 = 2b &
AB cM1 cMm2

VGGEVQNMLEKFGADINEA Ratte LGSMLF
VGGEVOQNMLEKFGADINEKA Maus LGSMLF
VGGEVQNMLEKFGADINKA Hamster LGSMLF
MGGEVQNMLEGVGVDINKA Mensch LGSMLF
VGNEVQSMLERFGADISKA Zebrafisch LGSMLF

Abbildung 5.2: Schematische Darstellung des 257 Aminosaure langem SYCP3 aus Ratte
(Q63520). Grauer Balken: ,Coiled-coil*-Domane; schwarze Linie: nicht-helikale Bereiche und
Linker-Regionen; schwarze Senkrechtlinie: putatives Kernlokalisationssignal (NLS); roter Balken:
Antikorperbindungsepitop (AB); gelbe Balken: konserviertes Motiv 1 und 2 (CM1 und CM2); Die
Aminosauresequenz von CM1 und CM2 sind angegeben und wurden mit den entsprechenden
Sequenzen aus Maus (NP_035647), Hamster (CAA54560) Mensch (NP_710161) und Zebrafisch
(NP_001035440) verglichen. Ein Aminosaureaustausch ist rot gekennzeichnet.

Das 257 Aminosauren lange SYCP3 aus Ratte kann in drei Domanen unterteilt werden: eine
in der C-terminalen Halfte liegende a-helikale Domane, welche typisch ist fur die Ausbildung
von ,Coiled-Coil“-Strukturen, sowie eine nicht helikalen N-terminalen und eine kurzen nicht
helikalen C-terminalen Doméane. Bereiche mit hoher Wahrscheinlichkeit zur Ausbildung von
,Coiled-Coil“-Domanen nach Lupas Algorithmus sind als graue Balken gekennzeichnet. Die
N- und C-terminalen nicht-helikalen Bereiche und Linker-Regionen zwischen den
,Coiled-Coil“-Bereichen sind als schwarze Linie dargestellt. Weiterhin liegt in der nicht-
helikalen N-terminalen Halfte von SYCP3 ein putatives Kernlokalisationssignal (NLS)
(Chelsky et al., 1989) welche hier als schwarzer senkrechter Balken dargestellt ist. Die
gelben Balken markieren die zwei konservierte Motive CM1 und CM2, wobei die
Aminosauresequenz der homologen Bereiche in Ratte, Maus, Mensch, Hamster und

Zebrafisch angegeben sind.
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Konstruktname exprimiertes Protein Muster
SYCP3wt E
EGFP-SYCP3 -
SYCP3-EGFP -

1 116 182 257
Acoil1-SYCP3 S 2b i

1 188 210 257
Acoil2a-SYCP3 1a = 1b . 2b i =
ACM1-SYCP3 -
ACM2-SYCP3 -
A2-25-SYCP3 F
A42-86-SYCP3 E
A27-38myc-SYCP3 F
A27-38-SYCP3 F
An86myc-SYCP3 F
An86-SYCP3 F
S32A-SYCP3 E
S35A-SYCP3 F
S32E-SYCP3 E
S35E-SYCP3 E
M241-SYCP3 E
myc-SYCP3 F

HA-ACM2-SYCP3 [HA

Abbildung 5.3: Schematische Darstellung aller SYCP3-Konstrukte die in COS-7-Zellen exprimiert
wurden. F: exprimiertes Protein kann in COS-7-Zellen Filamente bilden; (-): exprimiertes Protein
kann keine Filamente in COS-7-Zellen bilden; Fusionsproteine mit EGFP bzw. mit einem myc-
oder HA-Epitop sind gekennzeichnet.
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Das Antikérperbindungsepitop, AB, von Aminosaure 27 bis 38, gegen das ein spezifischer
SYCP3 Antikérper hergestellt wurde (Alsheimer und Benavente, 1996), ist als roter Balken
dargestellt. Endstéandige Deletionen werden durch ein verkirztes Konstrukt ausgedrickt.
Interne Deletionen werden als Licke mit einer diinnen Linie markiert. Die Positionen der
flankierenden Aminosauren einer Deletion sind angegeben. Punktmutationen sind
gekennzeichnet durch (X13Y): X steht flr die urspriingliche Aminosaure an Position 13, die
zur Aminosaure Y mutiert wurde.

Die jeweiligen Konstrukte wurden darauf hin untersucht, ob sie die Fahigkeit besitzen
Filamente zu bilden. Weiterhin sollte die Stabilitat und die ultrastrukturelle Erscheinung der

Polymerstrukturen analysiert werden.

5.1.3 Einfluss verschiedener Doméanen von SYCP3 auf die Filamentbildung

Im Folgenden sollte der Einfluss verschiedener Domanen von SYCP3 auf die Polymerisation
herausgefunden werden. Hierzu wurden COS-7 Zellen mit verschieden mutierten SYCP3
Konstrukten ftransfiziert und die Verteilung der jeweiligen Proteine wurde Uber
Immunfluoreszenz mit dem spezifischen SYCP3 bindenden, affinitatsgereinigten Antikérper
nachgewiesen.

Die Expression des wildtypischen SYCP3 in COS-7 Zellen flihrte, wie von L. Yuan und
Mitarbeiter beschrieben, zu einer netzartigen Verteilung von Filamenten im Cytoplasma und
im Zellkern. Zudem konnte eine nukleolare Lokalisation von SYCP3 nachgewiesen werden.
Die cytoplasmatische Polymerisation von SYCP3, eines meiotischen Kernproteins, ist nicht
ungewdhnlich und l8sst sich durch die starke Uberexpression in COS-7 Zellen erklaren
(vgl. Abbildung 5.4).

SYCP3wt

A A’ 10 ym

Abbildung 5.4: Expression von wildtypischem SYCP3 in COS-7 Zellen. Der Nachweis von
SYCP3wt erfolgte Uber Immunfluoreszenz mit dem spezifischen Antikérper a-SYCP3 (A). Die
DNA wurde mit dem Fluorochrom Hoechst 33258 visualisiert (A”).
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Wurde SYCP3 als EGFP-Fusionsprotein exprimiert, konnten im Vergleich zum wildtypischen
SYCP3 keine ausgedehnten filamentdsen Strukturen gebildet werden (vgl. Abbildung 5.5).

EGFP-SYCP3 SYCP3-EGFP

Abbildung 5.5: Expression von (A) EGFP-SYCP3 und (B) SYCP3-EGFP in COS-7 Zellen. Der
Nachweis von SYCP3 erfolgte Uber Immunfluoreszenz durch die Autofluoreszenz von EGFP
(A, B). Die DNA wurde mit dem Fluorochrom Hoechst 33258 visualisiert (A", B").

EGFP-SYCP3, bei dem EGFP an den N-Terminus von SYCP3 fusioniert war, konnte
Aggregate bilden, welche vorwiegend im Cytoplasma lokalisierten (vgl. Abbildung 5.6 A und
A’). Bei Zellen, die EGFP-SYCP3 stark exprimierten, war auch eine Lokalisation des
Proteins im Zellkern zu beobachten. SYCP3-EGFP, bei dem EGFP an den C-Terminus von
SYCP3 fusioniert war, bildete kleinere runde Aggregate welche Uberwiegend im Zellkern
lokalisierten (vgl. Abbildung 5.5 B und B’). War SYCP3-EGFP in Zellen stark exprimiert,
konnte auch eine Lokalisation dieses Proteins im Cytoplasma beobachtet werden. Das ca.
26 kDa groRe EGFP-Molekiil, scheint also die Filamentbildung, egal ob es am C-Terminus
oder am N-Terminus von SYCP3 fusioniert ist, zu beeintrachtigen. Somit konnte nicht auf die
Verwendung von EGFP-Fusionsproteinen zuriickgegriffen werden, um die Polymerisations-
eigenschaften von SYCP3 aufzuklaren. Stattdessen mussten die Deletions- und Punkt-

mutanten von SYCP3 Uber Immunlokalisation nachgewiesen werden.
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Um die Rolle verschiedener Domanen von SYCP3 bei dessen Polymerisation zu
untersuchen, wurden verschiedene Teile von SYCP3 deletiert, die Mutanten in COS-7 Zellen
exprimiert und die Verteilung der Proteine mit den wildtypischen SYCP3 Filamenten
verglichen. Da Bereiche eines Proteins, welche essentiell fur dessen Funktion sind, haufig
evolutiondar  konserviert  sind, wurde zunachst die  strukturell konservierte
,Coiled-Coil“-Domane und die konservierten Motive CM1 im N-Terminus und CM2 im
C-Terminus von SYCP3 deletiert und die Verteilung dieser Mutanten analysiert.

Wurden Teile der ,Coiled-Coil“-Domane oder die konservierten Motive CM1 und CM2
deletiert konnten keine Filamente mehr gebildet werden (vgl. Abbildung 5.6). Acoil1-SYCP3
und Acoil2a-SYCP3 bildeten nicht-filamentose Aggregate im Zellkern (vgl. Abbildung 5.6 A,
A’, Bund B’). ACM1-SYCP3 war mit einer Anreicherung um den Nukleolus homogen im
Zellkern verteilt (vgl. Abbildung 5.6 C und C’). Auch ACM2-SYCP3 war im Zellkern lokalisiert
und bildete dort nicht-filamentdse Aggregate (vgl. Abbildung 5.6 D und D"). Diese Ergebnisse
deuten darauf hin, dass die konservierten Bereiche in SYCP3 eine starke Auswirkung auf die

Filamentbildung haben.

Acoil1-SYCP3 Acoil2a-SYCP3 ACM1-SYCP3 ACM2-SYCP3

Abbildung 5.6: Expression von SYCP3 Mutanten, denen die Coill (A), Coil2a (B), das
konservierte Motiv 1 (C) und das konservierte Motiv 2 (D) fehlen in COS-7 Zellen. Der Nachweis
der SYCP3 Mutanten erfolgte tUber Immunfluoreszenz mit dem spezifischen Antikérper a-SYCP3
(A-D). Die DNA wurde mit dem Fluorochrom Hoechst 33258 visualisiert (A'-D").
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Weiterhin wurde der Einfluss des weniger konservierten N-terminalen Bereiches von SYCP3
auf die Filamentbildung untersucht (vgl. Abbildung 5.7). N-Terminale Mutanten von SYCP3
bei denen das Bindungsepitop des spezifischen SYCP3 Antikérpers deletiert wurde mussten
mit einem myc-Epitop fusioniert werden, um das Protein in der Immunfluoreszenz mit dem

Antikérper a-myc (Invitrogen, Karlsruhe) nachweisen zu kénnen.

A2-25-SYCP3 A42-86-SYCP3 A27-38myc-SYCP3 An86myc-SYCP3

Abbildung 5.7: Expression von SYCP3 Mutanten, denen Teile des weniger konservierten
N-Terminus (A-C) bzw. der gesamte weniger konservierten N-Terminus (D) fehlt in COS-7 Zellen.
Der Nachweis der SYCP3 Mutanten erfolgte Uber Immunfluoreszenz mit dem spezifischen
Antikérpern a-SYCP3 (A B) und a-myc (C, D). Die DNA wurde mit dem Fluorochrom Hoechst
33258 visualisiert (A™-D").

Zunachst wurde der Bereich vor dem Antikdrperbindungsepitop (Aminosaure 2-25) deletiert,
wobei die erste Aminosaure, die als Startcodon ATG fungiert, erhalten blieb. A2-25-SYCP3
bildet ebenso wie das wildtypische SYCP3 ein filamentdses Netzwerk im Cytoplasma und
zum Teil im Zellkern (vgl. Abbildung 5.7 A und A’). Als nachstes wurde das Antikdrper-
bindungsepitop (Aminosaure 27-38) deletiert und durch ein myc-Epitop ersetzt, um diese
Mutante in der Immunflureszenz nachweisen zu kénnen. A27-38mycSYCP3 war ebenfalls in
der Lage Filamente zu bilden (vgl. Abbildung 5.7 B und B"). Die Deletion der Aminosauren
zwischen Antikdrperbindungsepitop und des konservierten Motivs 1, (Aminosaure 42-86),
hatte auch keinen Einfluss auf die Filamentbildung. A42-86-SYCP3 konnte ebenso wie das
wildtypische SYCP3 ein filamentdéses Netzwerk im Cytoplasma und zum Teil im Zellkern
ausbilden (vgl. Abbildung 5.7 C und C’). Zuletzt sollte getestet werden, ob eine Deletion des
gesamten weniger konservierten N-Terminus (Aminosdure 1-86) die Filamentbildung
beeinflusst. Da durch diese Deletion das Antikorperbindungsepitop verloren geht, musste

das N-terminal verkirzte Protein mit einem myc-Epitop fusioniert werden. An86myc-SYCP3
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besal} trotz der Deletion die Fahigkeit Filamente zu bilden, Diese Filamente waren aber
geradliniger als die geschwungenen wildtypischen SYCP3 Filamente (vgl. Abbildung 5.7 D
und D).

Zusammenfassend kann man sagen, dass die strukturell konservierte ,Coiled-Coil“-Domane
und die konservierten Motive CM1 und CM2 wichtig fur die Filamentbildung sind, aber der

weniger konservierte Bereich des N-Terminus daflir nicht notwendig ist.

5.1.4 Einfluss des N-Terminus auf die Stabilitat der SYCP3-Filamente

Es stellte sich die Frage, welchen Einfluss der weniger konservierte N-Terminus fir das
Verhalten von SYCP3 hat. Um diese Frage zu klaren wurde die Stabilitat von wildtypischen
SYCP3 Filamenten und filamentbildenden SYCP3-Mutanten, exprimiert in COS-7 Zellen,
analysiert. Zum Vergleich wurden die Strukturen, die das wildtypische SYCP3 als Bestandteil
des SCs in Pachytan-Spermatocyten bildet, auf ihre Stabilitat hin untersucht.

Man kann die Loslichkeit bzw. die Stabilitat von Strukturen testen indem man Zellen, welche
die zu untersuchenden Strukturen exprimeren, mit unterschiedlichen Salzkonzentrationen
behandelt. Fraktioniert man diese Zellen (vgl. 4.7.5) gehen leicht 16sliche Proteine bereits
nach einer Niedrigsalz/Triton-Behandlung in den Uberstand (TU). Nach einer Behandlung mit
DNase und hoher Salzkonzentration gehen DNA-bindende und schwer I6sliche Proteine in
den Uberstand (HU). Weitestgehend unlésliche Strukturen kommen angereichert im
Hochsalz-Pellet (HP) vor.

Da SCs, aufgrund ihrer Bestandigkeit gegenliber Nukleasen, nicht-ionischen Detergenzien
und hohen Salzkonzentrationen, als Kernstrukturelementen klassifiziert werden (Comings
und Okada, 1976; lerardi et al., 1983; Risley, 1986), wurde in dieser Arbeit zunachst gezeigt,
dass SYCP3 als Bestandteil des SCs in Ratte ebenso bestandig gegenlber Nukleasen, und
hohen Salzkonzentrationen ist. Abbildung 5.8 zeigt, dass wildtypisches SYCP3 aus
Pachytan-Spermatocyten (SYCP3wt_Hoden) nach Hochsalz-Behandlung zum Teil in den
Uberstand (HU) ging, wahrend ein Teil des Proteins aber unldslich blieb und im
Hochsalzpellet (HP) nachgewiesen werden konnte. Auch die in COS-7-Zellen exprimierten
wildtypischen SYCP3 Filamente waren ahnlich resistent gegeniiber Nukleasen, und hohen
Salzkonzentrationen wie das endogene SYCP3 in SCs der Ratte (vgl. Abbildung 5.8
SYCP3wt).
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Abbildung 5.8: Analyse der Stabilitdt von SYCP3 aus Pachytanspermatozyten und in COS-7-
Zellen exprimiertes wildtypisches SYCP3 und SYCP3-Mutanten, durch Extraktion der Zellen mit
Niedrig- und Hochsalzpuffern. Zur Analyse der Stabilitdt von Strukturen wurden Suspensionen von
transfizierten COS-7-Zellen oder Keimzellen verwendet. Die Halfte der Zellen wurde als
unbehandelte Kontrolle (K) direkt fir die Gelelektrophorese eingesetzt, die andere Halfte wurde
zunachst in Niedrigsalzpuffern und Triton™ X-100 extrahiert. Der Uberstand wurde als
Tritontiberstand (TU) gesammelt, das Pellet sukzessiv mit 100 ug DNase | und 1 M NaCl
extrahiert. Der resultierende Uberstand wurde als Hochsalziiberstand (HU), das Pellet, das
unlésliche Proteine enthalt, als Hochsalz-Pellet (HP) gesammelt. Die Proben wurden fiir die
Gelelektrophorese vorbereitet, in einer 16%igen SDS-PAGE aufgetrennt. Der Nachweis von
SYCP3 und SYCP3-Mutanten erfolgte Gber Immunblot mit den spezifischen Antikdrpern a-SYCP3
bzw. a-myc. SYCP3 aus Ratte liefert eine 30 und eine 33 kDa Bande im Polyacrylamidgel
(Heyting et al., 1987; Lammers et al., 1994). Die meisten SYCP3-Mutanten konnten auch als
Dopplebande in der SDS-PAGE nachgewiesen werden. Es fallt aber auf, dass, obwohl SYCP3wt,
A27-38myc-SYCP3, S32A-SYCP3, S35A-SYCP3, S32E-SYCP3 und S35E-SYCP3 als
Dopplebande in K detektiert wurden, im HU nur eine Bande nachweisbar war. Eine Erklarung
dieser widerspriichlichen Beobachtung ist, dass die DNase | durch die groRe Menge als sehr
breite Bande auf 37 kDa lief und so die 33 kDa-SYCP3 Bande nach unten ,driickte”, so dass
diese von der 30 kDa Bande nicht mehr zu unterscheiden war.

Der Unterschied der 30 bzw. 33 kDa Bande und die Erklarung, warum A2-25-SYCP3 und
An86myc-SYCP3 nur eine Bande im Polyacrylamidgel lieferten wird unter 5.1.6 erklart.
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Um zu untersuchen ob der N-Terminus von SYCP3 einen Einfluss auf die Stabilitat des
Proteins hat, wurden die filamentbildenden Deletionsmutanten auf ihre Stabilitat hin
untersucht (vgl. Abbildung 5.8, An86myc-SYCP3, A2-25-SYCP3, A42-86-SYCP3 und
A27-38myc-SYCP3). Zunachst wurde die Deletionsmutante, An86myc-SYCP3, der der
gesamte weniger konservierte N-Terminus fehlte in COS-7 Zellen exprimiert und das
Verhalten mittels Zellfraktionierung analysiert. An86myc-SYCP3 ging nach der Hochsalz-
Behandlung komplett in den Uberstand (HU) und es konnte kein SYCP3 im Hochsalzpellet
(HP) nachgewiesen werden. Die Deletion des gesamten weniger konservierten N-Terminus
fuhrte also dazu, dass An86myc-SYCP3, zwar Filamente bilden konnte (vgl. Abbildung 5.7
D), aber diese wiesen eine geringere Stabilitat auf (vgl. Abbildung 5.8 An86myc-SYCP3).
Nun stellte sich die Frage, welcher Bereich im N-Terminus einen Einfluss auf die Stabilitat
der Filamente hat. Aus diesem Grund wurden COS-7 Zellen, welche die verschiedenen
N-terminalen Deletionsmutanten A2-25-SYCP3, A42-86-SYCP3 und A27-38myc-SYCP3
exprimieren, fraktioniert. Die Deletion der Aminosauren vor dem Antikérperbindungsepitop
(Aminosaure 2-25) sowie die Deletion der Aminosauren zwischen Antikérperbindungsepitop
und des konservierten Motivs 1 (Aminosaure 42-86) hatte keinen Einfluss auf die Stabilitat
der Filamente. Die Proteine A2-25-SYCP3 und A42-86-SYCP3 gingen, wie das wildtypische
SYCP3, nach Hochsalz-Behandlung zum Teil in den Uberstand (HU), wahrend ein Teil der
Proteine aber unléslich blieb und im Hochsalzpellet (HP) nachgewiesen werden konnte (vgl.
Abbildung 5.8, A2-25-SYCP3 und A42-86-SYCP3). Die Deletion des Antikdrper-
bindungsepitop (Aminosaure 27-38) flhrte allerdings dazu, dass das Protein A27-38myc-
SYCP3 nach der nach Hochsalz-Behandlung komplett in den Uberstand (HU) ging so dass
unlésliches Protein im Hochsalzpellet (HP) nicht nachgewiesen werden konnte
(vgl.Abbildung 5.8, A27-38myc-SYCP3). Die 12 Aminosauren des Antikérperbindungsepitop
scheinen also die Stabilitdt der SYCP3 Filamente zu beeinflussen. Bereits in einer friheren
Arbeit wurde beschreiben, dass dieser Bereich die Fahigkeit besitzt eine Loop-Struktur
auszubilden welche ein R-Faltblatt und eine a-Helix voneinander trennt. (Lammers et al.,
1994). Durch eine Datenbankanalyse mit dem Programm PROSCAN (http://npsa-

pbil.ibcp.fr/cgi-bin/pattern_prosite.pl) konnte in diesem Bereich zwei wichtige Serinreste

identifiziert werden, die potentielle Phosphorylierungsstellen darstellen. Das Serin an
Position 32 ist eine potentielle Zielstelle der cAMP und cGMP-abhangigen Proteinkinase
sowie der Protein Kinase C, das Serin an Position 35 ist eine potentielle Zielstelle der
Proteinkinase @ C.  Weiterhin  konnte  dber das  Programm  NetPhos 2.0

(www.cbs.dtu.dk/services/NetPhos) fir beide Serine eine hohe in vivo phosphorylierungs-

Wahrscheinlichkeit vorhergesagt werden.
Um die mdgliche Beteiligung der potentiellen Phosphorylierungsstellen an Position 32 und 35

auf die Stabilitat der Filamente von SYCP3 zu untersuchen, wurden diese Serine (S) mutiert,
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und zwar zum einen zu Alanin (A), einer nicht phosphorylierbaren Aminosaure, und zum
anderen zu Glutamat (E), einer Aminosdure die wegen ihrer negativen Ladung eine
Phosphorylierung an dieser Position simuliert. Zundchst wurden die punktmutierten Proteine
S32A-SYCP3 und S35A-SYCP3 (das Serin an Position 32 bzw. 35 wurde zu Alanin mutiert)
in COS-7-Zellen exprimiert und die Verteilung der Proteine Uber Immunfluoreszenz
nachgewiesen (vgl. Abbildung 5.9). S32A-SYCP3 und S35A-SYCP3 waren, ebenso wie das
wildtypische SYCP3, in der Lage Filamente zu bilden (vgl. Abbildung 5.9 A, A", B und B").
Weiterhin wurde mittels Zellfraktionierung untersucht, ob diese Punktmutationen einen
Einfluss auf die Stabilitat des Polymers haben. Abbildung 5.8 zeigt, dass die Punktmutation
der Serine an Position 32 und 35 zu Alanin keinen Einfluss auf die Stabilitat der Filamente
haben. Beide Punktmutanten konnten ebenso wie das wildtypische SYCP3, nach Hochsalz-
Behandlung zum Teil im Uberstand (HU) nachgewiesen werden, wéhrend ein Teil der
Proteine unloslich blieb und im Hochsalzpellet (HP) detektiert werden konnte (vgl.
Abbildung 5.8, S32A-SYCP3 und S35A-SYCP3).

S32A-SYCP3 S35A-SYCP3 S32E-SYCP3 S35E-SYCP3

Abbildung 5.9: Expression von SYCP3 Punktmutanten in COS-7-Zellen. Austausch von Serin zu
Alanin an Position 32 (A) bzw. 35 (B). Austausch von Serin zu Glutamat an der Position 32 (C)
bzw. 35 (D). Der Nachweis der SYCP3 Mutanten erfolgte Uber Immunfluoreszenz mit dem
spezifischen Antikdrpern a-SYCP3 (A-D). Die DNA wurde mit dem Fluorochrom Hoechst 33258
visualisiert (A"-D")

Die punktmutierten Proteine S32E-SYCP3 und S35E-SYCP3 (das Serin an Position 32 bzw.
35 wurde zu Glutamat mutiert) wurden ebenso in COS-7-Zellen exprimiert und die Verteilung
der Proteine Uber Immunfluoreszenz nachgewiesen (vgl. Abbildung 5.9). Beide

Punktmutanten waren in der Lage Filamenten zu bilden, diese waren aber im Vergleich zu
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den wildtypischen Filamenten haufiger im Zellkern lokalisiert und das filamentése Netzwerk
war weniger stark ausgepragt (vgl. Abbildung 5.9 C, C’, D und D’). Um zu untersuchen ob
eine simulierte Phosphorylierung der potentiellen Phosphorylierungsstellen an Position 32
bzw. 35 einen Einfluss auf die Stabilitat von SYCP3 hat, wurden COS-7 Zellen, die S32E-
SYCP3 und S35E-SYCP3 exprimieren, fraktioniert. Wie in Abbildung 5.8 zu sehen ist, gingen
beide Punktmutanten nach der Hochsalz Behandlung komplett in den Uberstand (HU), und
es konnte kein SYCP3 im Hochsalzpellet (HP) nachgewiesen werden (vgl. Abbildung 5.8,
S32E-SYCP3 und S35E-SYCP3). Eine simulierte Phosphorylierung der Serine an Position
32 und 35 fiuhrte also dazu, dass die Proteine zwar die Fahigkeit besallen Filamente zu
bilden, diese zeigten aber eine geringere Stabilitat. Im Gegensatz dazu wirkte sich eine

fehlende Phosphorylierung der Serine 32 und 35 nicht auf die Stabilitdt der Filamente aus.

5.1.5 Elektronenmikroskopische Analyse von SYCP3 und filamentbildenden

Mutanten

Um herauszufinden, ob es auf ultrastruktureller Ebene Unterschiede zwischen stabilen und
weniger stabilen Filamenten gibt, wurde die genauere Struktur der Filamente auf
elektronenmikroskopischer Ebene untersucht. Hierzu wurden COS-7 Zellen, die
wildtypisches SYCP3 sowie filamentbildende Deletionsmutanten exprimieren, am
Transmissionselektronenmikroskop analysiert (vgl. Abbildung 5.10).

In friheren Studien (Yuan et al., 1998) wurde bereits gezeigt, dass wildtypisches SYCP3,
exprimiert in Kulturzellen, 5-10 nm dinne Filamente bildet, die sich lateral aneinander legen.
So entstehen hdher geordnete Strukturen mit einem definierten Banderungsmuster, den so
genannten parakristalinen Strukturen (vgl. Abbildung 5.10 A). Die Deletionsmutante
An86-SYCP3, welche der gesamte weniger konservierte N-Terminus fehlt, war immer noch
in der Lage parakrystaline Strukturen mit einem definierten Banderungsmuster zu bilden
(vgl. Abbildung 5.10 B). Die zwei konservierten Motive, CM1 und CM2 scheinen zusammen
mit der ,,Coiled-Coil“-Domane ausreichend zu sein um Filamente mit einer hdher geordneten
Struktur zu bilden. Auch hatte eine Deletion der Aminosauren vor dem Antikérper-
bindungsepitop (Aminosaure 2-25) und der Aminosauren zwischen Antikérperbindungsepitop
und dem konservierten Motiv 1 (Aminosaure 42-86) keinen Einfluss auf die Organisation der
Mutanten zu héher geordneten Strukturen (vgl. Abbildung 5.10 C und D). Die parakristalinen
Strukturen von A2-25-SYCP3 waren nicht von den wildtypischen zu unterscheiden. A42-86-
SYCP3 bildete auch parakristaline Strukturen, welche aber im Vergleich zu dem

wildtypischen SYCP3 etwas weniger dicht wirkten.
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Abbildung 5.10: Elektronenmikroskopische Analyse von SYCP3 (A) und SYCP3-Mutanten (B-G)
exprimiert in COS-7-Zellen. Die Proteine bilden héher geordnete parakristaline Strukturen mit

einem definierten Banderungsmuster.
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Die Deletion des Antikdrperbindungsepitop (Aminosaure 27- 38) flihrte allerdings dazu, dass
das Protein A27-38myc-SYCP3 zwar noch dunne Einzelfilamente bilden konnte, jedoch war
die laterale Aneinanderlagerung dieser Einzelfilamente zu ausgedehnten parakristalinen
Strukturen nicht mehr moglich (vgl. Abbildung 5.10 E). Die 12 Aminosduren des
Antikérperbindungsepitop scheinen also wichtig flr die laterale Aneinanderlagerung der
Einzelfilamente zu sein. Die punktmutierten Proteine S32A-SYCP3 und S35A-SYCP3, die an
Position 32 bzw. 35 nicht mehr phosphoryliert werden kénnen, bilden ebenso wie das
wildtypische SYCP3 parakristaline Strukturen aus (vgl. Abbildung 5.10 F und G). Eine
fehlende Phosphorylierung hat also keinen Einfluss auf die Bildung von héher geordneten
Strukturen.

Im Gegensatz dazu wirkt sich eine simulierte Phosphorylierung an den Positionen 32 und 35
auf die Bildung héher geordneten Strukturen drastisch aus. S35E-SYCP3 und S35E-SYCP3
konnten zwar noch Einzelfilamente bilden, die Ilaterale Aneinanderlagerung dieser

Einzelfilamente war aber im Vergleich zum wildtypischen SYCP3 gestort, wodurch die

Strukturen weit weniger organisiert erscheinen (vgl. Abbildung 5.11).

s3se-sycps ||
: "‘i';

Abbildung 5.11: Elektronenmikroskopische Analyse von SYCP3 und SYCP3-Mutanten exprimiert
in COS-7-Zellen. S32E-SYCP3 und S35E-SYCP3 in niedriger VergroRerung (A, B) und in hdherer

Vergroflerung (D,E). Zum Vergleich der hdher geordneten Strukturen wurde wildtypisches SYCP3

S s

in niedriger VergroRerung gezeigt (C).

Die elektronenmikroskopischen Analyse der Filamente mit den Zellfraktionierungen deuten
darauf hin, das der Bereich zwischen Aminosaure 26 und 39 wichtig fur die laterale
Aneinanderlagerung der Einzelflamente von SYCP3 ist, was wiederum grundlegend ist fur
die Ausbildung von stabilen, héher geordneten Strukturen. Eine Phosphorylierung in diesem
Bereich konnte die Aneinanderlagerung der Einzelfilamente stéren, wodurch SYCP3 keine

stabilen, héher geordneten Strukturen mehr ausbilden kénnte.
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5.1.6 SYCP3 aus Ratte wird in zwei Isoformen exprimiert

Wie in der Einleitung (vgl. 1.2.3.1) beschrieben, liefert SYCP3 aus Maus und Ratte eine
30 und eine 33 kDa Bande im Polyacrylamidgel (Heyting et al., 1987; Lammers et al., 1994),
das homologe Protein von Hamster und Mensch dagegen wandern nur als eine 30 kDa
Einzelbande im Polyacrylamidgel (Dobson et al., 1994; Miyamoto et al., 2003). Im Folgenden
soll nun die Frage beleuchtet werden, wo der Unterschied zwischen den beiden 30 kDa bzw.
33 kDa Proteinbanden der Ratte liegt.

SYCP3wt SYCP3-M24I A2-25-SYCP3

Abbildung 5.12: Expression von wildtypischen SYCP3 (A), der Punktmutante mit einem
Austausch des Methionins an Position 24 zu Isoleucin (B) und der N-Terminal verkurzten Mutante
(C) in COS-7 Zellen. Der Nachweis der SYCP3 Mutanten erfolgte tGiber Immunfluoreszenz mit dem
spezifischen Antikdrpern a-SYCP3 (A-C). Die DNA wurde mit dem Fluorochrom Hoechst 33258
visualisiert (A’-D").

SYCP3wt M241-SYCP3  A2-25-SYCP3

35 kDa -

25 kDa -
Abbildung 5.13: Immunblot von SYCP3 und SYCP3-Mutanten exprimiert in COS-7-Zellen.
COS-7-Zellen, welche die SYCP3-Konstrukte exprimierten wurden fiur die Gelelektrophorese

vorbereitet und in einer 16%igen SDS-PAGE aufgetrennt. Der Nachweis von SYCP3wt,
M241-SYCP3 und A2-25-SYCP3 erfolgte mit den spezifischen Antikérpern a-SYCP3

-128 -



5. Ergebnisse

Botelho und Mitarbeiter zeigten durch Datenbankanalysen dass die SYCP3 Gene in Ratte,
Maus und Hamster neun Exons besitzen, wobei beim Hamster das Exon 1 nicht abgelesen
wird. In Hamster fehlt das Startcodon ATG im Exon 1, das in Ratte und Maus vorhanden ist.
Das Startcodon ATG scheint bei Hamster im Exon 2 zu liegen und zwar an einer Position in
der auch das Ratten und Maus SYCP3 Gen ein ATG-Codon besitzt. Im Vergleich zum ersten
ATG in Ratte und Maus ist das ATG in Exon 2 von Fisch bis Mensch konserviert. Dieses
ATG liegt bei der Ratte im Leseraster zum ATG in Exon 1 und kénnte als alternatives
Startcodon fungieren. Um herauszufinden, ob die zwei Proteinbanden in Ratte durch einen
alternativen Start am ersten bzw. am zweiten ATG zu erklaren sind, wurden zwei Mutanten
von SYCP3 hergestellt. Zum einen wurde das ATG an Position 24 zu ATC mutiert, wodurch
das Methionin (ATG) zu einem Isoleucin (ATC) umgewandelt wurde, das nicht mehr als
Startcodon fungieren kann (M241-SYCP3). Als zweite Mutante wurde ein N-Terminal
verklrztes SYCP3 hergestellt, das den homologen Proteinen in Hamster und Mensch
entsprechen sollte (A2-25-SYCP3). In einem parallelen Versuchsansatz wurden COS-7-
Zellen, die entweder M24I-SYCP3, A2-25-SYCP3 oder zum Vergleich SYCP3wt exprimieren,
Uber Immunfluoreszenz und Immunblot analysiert (vgl. Abbildung 5.12 und 5.13). Beide
SYCP3 Mutanten waren in der Lage, ebenso wie das wildtypische SYCP3, Filamente zu
bilden (vgl. Abbildung 5.12 A-C). Im Immunblot lieferte SYCP3wt wie erwartet zwei
Proteinbanden mit der molekularen Masse von 30 und 33 kDa. M24|-SYCP3 dagegen lief als
einzelne Proteinbande, und zwar auf der gleichen Hbhe wie die 33 kDa Bande des
wildtypischen SYCP3. A2-25-SYCP3 lief ebenfalls als einzelne Proteinbande aber auf der
gleichen Hohe wie die 30 kDa Bande des wildtypischen SYCP3 (vgl. Abbildung 5.13).

Dieses Experiment deutet darauf hin, dass das wildtypische SYCP3 in zwei Isoformen
exprimiert wird. Die langere Isoform beginnt mit dem ersten ATG und liefert ein Protein mit
257 Aminosauren das eine molekulare Masse von 33 kDa hat. Die zweite Isoform beginnt
mit dem zweiten ATG, ist somit N-terminal um 24 Aminosauren verklrzt und hat eine

molekulare Masse von 30 kDa.

5.1.7 ACM2-SYCP3 hat einen dominant-negativen Effekt auf die Filament-
bildung von SYCP3

In einem weiteren Versuchsansatz sollte die Frage geklart werden, warum eine Mutation von
SYCP3 im Mensch, die zu einer Verkirzung des C-Terminus flihrt bereits bei Heterozygoten
Azoospermie zur Folge hat. Miyamoto und Mitarbeiter zeigten, dass beim Mensch die
C-terminale Region von SYCP3 wichtig fur die Filamentbildung ist und dass Patienten, die
eine heterozygote Deletion in diesem Bereich von SYCP3 haben, unfruchtbar sind. Ahnlich

konnte fir das Ratten SYCP3 gezeigt werden, dass eine Deletion der letzten sechs
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Aminosauren keine Filamentbildung von SYCP3, exprimiert in COS-7-Zellen, zulasst (vgl.
Abbildung 5.6 D). Im folgenden Versuchsansatz soll gezeigt werden, dass die nicht-
filamentbildende Deletionsmutante ACM2-SYCP3, der die letzten 6 Aminosauren fehlen,
einen dominant negativen Effekt auf die Filamentbildung von wildtypischen SYCP3 hat. Dies
konnte zu einem gestérten SC-Aufbau fihren und wirde die Unfruchtbarkeit in den oben
beschriebenen Patienten erklaren. Hierzu wurde eine Kotransfektion des wildtypischen
SYCP3 und ACM2-SYCP3 aus Ratte in COS-7-Zellen durchgefihrt. Das experimentelle
Problem, dass der SYCP3-spezifische Antikorper sowohl das Wildtypische als auch die
C-terminal verkirzte Mutante, erkennt, wurde geldst, indem SYCP3 Konstrukte verwendet
wurden, welche N-Terminal mit einem myc-Epitop bzw. mit einem HA-Epitop fusioniert
waren. Wie bereits L. Yuan und Mitarbeitern zeigen konnten hat die Fusion eines
-,FLAG“-Epitop, am N-Terminus von SYCP3, keinen Effekt auf die Filamentbildung (Yuan et
al., 1998) weswegen die Verwendung des myc- bzw. HA-Epitop keinen Einfluss auf die
Lokalisation der SYCP3 Proteine haben sollte. Wie erwartet, bildete das myc-SYCP3
Filamente (vgl. Abbildung 5.14 A), wahrend das HA-ACM2-SYCP3 in Aggregat im Zellkern
lokalisierte (vgl. Abbildung 5.14 B und B’). Wurden beide Konstrukt in COS-7-Zellen
koexprimiert (vgl. Abbildung 5.14 C-C"""), war myc-SYCP3 nicht mehr in der Lage Filamente
zu bilden (vgl. Abbildung 5.14 C). Beide Proteine kolokalisierten in Aggregaten im Zellkern
(vgl. Abbildung 5.14 C"""), was durch einen dominant negativen Effekt von HA-ACM2-SYCP3

auf myc-SYCP3 zu erklaren ist.

myc-SYCP3 HA-ACM2-SYCP3

myc-SYCP3 HA-ACM2-SYCP3

Abbildung 5.14: Expression von myc-SYCP3 (A), HA-ACM2-SYCP3 (B) und Koexpression von
myc-SYCP3 und HA-ACM2-SYCP3 (C, C’) in COS-7-Zellen. Der Nachweis der SYCP3-Proteine
erfolgte Uber Immunfluoreszenz mit dem spezifischen Antikérper a-myc (A, C) und a-HA (B, C’). In
C"" sind die Ubereinander gelagerten Signale von myc-SYCP3 und HA-ACM2-SYCP3 dargestellt.
Nie DNA wiirde mit dem Flilorochrom Hoechst 33258 visualisiert (A B™ G
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5.2 Vergleich der Eigenschaften von SYCP3 zwischen den evolutionar

entfernen Vertebraten Ratte und Fisch

Bisher stammen fast alle Informationen Uber Vertebraten SC-Proteine aus Saugern und da
vor allem aus Maus, Ratte und Hamster. Um den SC Aufbau und dessen Funktion besser
verstehen zu konnen ist es aber wichtig orthologe SC Proteine zwischen taxonomisch
entfernten Spezies zu vergleichen. Kurzlich wurde das Expressionmuster der SC Proteine
SYCP1 und SYCP3 in der Fischspezies Medaka (Oryzias latipes) charakterisiert
(lwai et al., 2006) wodurch es nun moglich ist, Eigenschaften von SC Proteinen von
evolutionar entfernten Spezies zu vergleichen. In dieser Arbeit sollte untersucht werden ob
und in wie weit die Polymerisationseigenschaften von SYCP3 zwischen Ratte und Medaka

konserviert sind.

5.2.1 Sequenzvergleich von SYCP3 aus Ratte und Medaka

Wichtige Informationen Uber die moglich konservierte Funktion von SYCP3 kann man durch
den Vergleich von orthologen Proteinen aus taxonomisch entfernten Spezies ziehen. Man
geht davon aus, dass in der Evolution konservierte Domanen eines Proteins essentiell flr
dessen Funktion sind. Um nun herauszufinden, welche Bereiche von SYCP3 zwischen Ratte
und Medaka evolutionar konserviert sind wurden beide Proteine auf Aminosaureebene
miteinander verglichen. Die Sequenzanalyse und der Vergleich von SYCP3 aus Ratte
(Q63520) und Medaka (BAD36840) wurden mit dem frei zuganglichen Online Tool

BLAST (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast/bl2seq/wblast2.cqi) und

ClustalW (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast/bl2seq/wblast2.cqgi) durchgefuhrt.

Ratte — =—ejie————\V= 12 = 1b = 2a = 2b N

[=1] [=-] L=2] (%] |
2| = = X S
1 69% 79% 198

Abbildung 5.15: Schematische Darstellung von SYCP3 aus Ratte (Q63520) und SYCP3 aus
Medaka (BAD36840). Grauer Balken: ,Coiled-Coil*-Domane; schwarze Linie: nicht-helikale
Bereiche und Linker-Regionen zwischen den a-Helices der ,Coiled-Coil“-Doméanen; schwarze
Senkrechtlinie: putatives Kernlokalisationssignal (NLS); roter Balken: Antikérperbindungsepitop
(AB); gelbe Balken: Konserviertes Motiv 1 (CM1) und konserviertes Motiv 2 (CM2). Die

Ubereinstimmung beider Proteine auf Aminoséureebene ist in Prozent angegeben.
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Wie unter 5.1.2 bereits beschrieben, besteht das SYCP3 der Ratte aus 257 Aminosauren
und kann in drei Domanen unterteilt werden: eine in der C-terminalen Halfte lokalisierte
a-helikale Domane, die typisch fir die Ausbildung von ,Coiled-Coil“-Strukturen ist, flankiert
von zwei nicht helikalen Domanen. Das Medaka SYCP3 ist mit 198 Aminosauren deutlich
kirzer und weist auf Aminosaureebene deutliche Unterschiede zum SYCP3 der Ratte auf.
Die Domanenorganisation ist allerdings mit der a-helikalen Doméane und den zwei
flankierenden nicht helikalen Domanen zwischen Medaka und Ratte konserviert
(vgl. Abbildung 5.15). Die a-helikale Domane des Medaka SYCP3 ist zwar kiirzer und besitzt
mit 32% eine relativ niedrige Ubereinstimmung mit der a-helikale Doméane des Ratten
SYCP3, jedoch weisen die Randbereiche der a-helikale Domane zwischen Ratte und
Medaka eine hohe Ubereinstimmung von 69% und 70% auf. Die zwei konservierten Motive
im C-und N-Terminus (CM1 und CM2) besitzen mit 88% bzw. 66% auch eine relativ hohe
Ubereinstimmung auf Aminosaureebene. Alle weiteren Domanen weisen mit 26-36% eine

geringe Ubereinstimmung zwischen beiden Proteinen auf.

5.2.2 Charakterisierung des Medaka SYCP3

Zunachst sollte untersucht werden, ob SYCP3 auch in niederen Vertebraten eine
grundlegende Komponente des SC Aufbaus ist. Zum einen sollte die Lokalisation des
Medaka SYCP3 am meiotischen Chromosom und zum anderen die Eigenschaften des
Proteins, exprimiert im heterologen System, untersucht werden.

Um SYCP3 aus Medaka naher charakterisieren zu kdnnen, wurde zunachst ein polyklonaler
Antikorper im Kaninchen hergestellt (vgl. 3.1.4). Wie erwartet, erkannte der Medaka SYCP3
Antikorper die Lateralelemente der Medaka SCs. In der Immunfluoreszenz konnten die SCs
an gespreiteten (vgl. 4.5.2) Pachytan-Spermatocyten nachgewiesen werden (vgl. Abbildung
5.16 A-A""). Uber elektronenmikroskopische Immungoldiokalisation konnte SYCP3 an den
Lateralelementen der Medaka SCs detektiert werden (vgl. Abbildung 5.16 B). Im Immunblot
von Medaka Hodengewebe erkannte der Antikdrper eine einzelne 27 kDa grofie
Proteinbande, welche spezifisch fiur das Medaka SYCP3 ist (vgl. Abbildung 5.16 C).
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meSYCP3

é - ‘ 100nm C

Abbildung 5.16: (A-A”) Immunfluoreszenz auf gespreiteten Pachytdnspermatozyten aus Medaka.
Der Nachweis von meSYCP3 erfolgte Gber Immunfluoreszenz mit dem spezifischen Antikérper
a-meSYCP3 (A). Die DNA wurde mit dem Fluorochrom Hoechst 33258 visualisiert (A"). In A”" sind
die Ubereinander gelagerten Signale von meSYCP3 und DNA dargestellt. (B) Immungold-
lokalisation von meSYCP3 auf Medaka Synaptonemalkomplexen. Die Goldpartikel (Pfeilkopfe)
lokalisieren auf den Lateralelementen (LE). Das zentrale Element ist mit Pfeilen gekennzeichnet.
(C) Immunblot von Medaka Hodengewebe. Der Nachweis von meSYCP3 mit dem spezifischen
Antikérper a-meSYCP3, der eine einzelne 27 kDa Proteinbande erkennt. Grélkenstandard ist in

kDa angegeben

Um das SYCP3 aus Medaka mit dem der Ratte vergleichen zu kénnen, mussten zunachst
die Polymerisationseigenschaften von Medaka SYCP3 analysiert werden. Hierzu wurde ein
Plasmid hergestellt, welches es erlaubt das wildtypische Medaka SYCP3 in eukaryontischen
Zellen zu exprimieren. Das kodierende Proteinprodukt ist in Abbildung 5.15 schematisch
dargestellt und die genaue Vorgehensweise der Klonierung ist in Kapitel 3.6 aufgefiihrt. Die
Verteilung und das Verhalten des, in COS-7-Zellen exprimierten, Medaka SYCP3 wurde
Uber Immunfluoreszenz, Transmissionselektronenmikroskopie und biochemische Methoden
untersucht.

Zunachst wurde, in COS-7 Zellen exprimiertes, wildtypischen Medaka SYCP3 (meSYCP3wt)
Uber Immunfluoreszenz nachgewiesen (vgl. Abbildung 5.17). MeSYCP3 bildete Filamente,
die netzartig im Cytoplasma und/oder im Zellkern verteilt waren. Die cytoplasmatische
Polymerisation von meSYCP3, eines meiotischen Kernproteins, ist nicht ungewdhnlich und
lasst sich durch die starke Uberexpression in COS-7 Zellen erklaren. Wurden diese
Filamente am Elektronenmikroskop analysiert, konnten dinne Einzelfilamente identifiziert

werden, die sich lateral, zu hdher geordneten, parakristalinen Strukturen mit einem
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definierten Banderungsmuster aneinanderlagerten. Das charakteristische Querstreifen-
muster mit einer helleren und einer dunkleren Linie wiederholte sich alle 20 nm
(vgl. Abbildung 5.18). Solche parakristalinen Strukturen wurden auch fir SYCP3 der Ratte
beschrieben (vgl. 6.1.1), obwohl hier die helle Linie deutlich dinner erscheint
(vgl. Abbildung 5.10).

meSYCP3wt

Abbildung 5.17: Expression von wildtypischem SYCP3 in COS-7 Zellen. Der Nachweis von
meSYCP3wt erfolgte Uber Immunfluoreszenz mit dem spezifischen Antikdrper a-meSYCP3 (A).
Die DNA wurde mit dem Fluorochrom Hoechst 33258 visualisiert (A").

‘. meSYCP3wt
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Abbildung 5.18: elektronenmikroskopische Analyse von meSYCP3wt exprimiert in COS-7-Zellen.

Die Proteine bilden hoher geordnete parakristaline Strukturen mit einem definierten

Banderungsmuster.

K TO HU HP
35 kDa—

25 kDa —

Abbildung 5.19: Analyse der Stabilitdt von meSYCP3wt, exprimiert in COS-7-Zellen, durch
Extraktion der Zellen mit Niedrig- und Hochsalzpuffern. Zur Analyse der Stabilitdt von Strukturen
wurden Suspensionen von transfizierten COS-7-Zellen verwendet. Die Halfte der Zellen wurde als
unbehandelte Kontrolle (K) direkt fur die Gelelektrophorese eingesetzt, die andere Halfte wurde
zunachst in Niedrigsalzpuffern und Triton™ X-100 extrahiert. Der Uberstand wurde als
Tritonlberstand (TU) gesammelt, das Pellet sukzessiv mit DNase | und 1 M NaCl extrahiert. Der
resultierende Uberstand wurde als Hochsalziiberstand (HU), das Pellet, das unlésliche Proteine
enthalt, als Hochsalz-Pellet (HP) gesammelt. Die Proben wurden fur die Gelelektrophorese
vorbereitet und in einer 16%igen SDS-PAGE aufgetrennt. Der Nachweis von meSYCP3wt erfolgte

Uber Immunblot mit den spezifischen Antikdrpern a-meSYCP3.
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Als nachstes wurden COS-7 Zellen, die meSYCP3wt exprimieren, fraktioniert um die
Stabilitat dieser Filamente zu testen (vgl. 5.1.4). Das meSYCP3wt, ging, ebenso wie das
wildtypische SYCP3 der Ratte, nach Hochsalz Behandlung zum Teil in den Uberstand (HU),
wahrend ein Teil des Proteins unléslich blieb und im Hochsalzpellet (HP) nachgewiesen
werden konnte (vgl. Abbildung 5.19).

Vergleicht man nun die Eigenschaften von SYCP3 aus Medaka und Ratte lasst sich neben
einer konservierten Domanenorganisation auch ein ahnliches Verhalten beider Proteine
nachweisen. Obwohl die orthologen Proteine aus taxonomisch entfernten Spezies stammen,
haben beide Proteine die Fahigkeit Filamente zu bilden. Diese Filamente besitzen eine hdher
geordnete parakristaline Struktur mit einem definierten quergestreiften Muster. Diese
Polymerstrukturen weisen zudem eine ahnlich hohe Stabilitat auf. Zusammenfassend kann
man sagen, dass das Medaka SYCP3 wegen seiner Verteilung am meiotischen Chromosom
und wegen seiner ahnlichen Eigenschaften verglichen mit dem SYCP3 der Ratte, eine

grundlegende Komponente des SC Aufbaus in niederen Vertebraten zu sein scheint.

5.2.3 Vergleich der Polymerisationseigenschaften zwischen SYCP3 aus Ratte
und Medaka

Da SYCP3 aus Medaka und Ratte eine konservierte Domanenorganisation aufweisen und
sich in der Zellfraktionierung ahnlich verhalten, sollte im Folgenden untersucht werden, in wie
weit die Polymerisationseigenschaften von SYCP3 in der Evolution konserviert sind. Hierzu
wurden Medaka und Ratten SYCP3 Konstrukte zusammen in COS-7-Zellen koexprimiert.
Dabei wurde untersucht, ob beide Proteine miteinander interagieren und polymerisieren
kdénnen.

Fur diese Koexpresionsexperimente musste zunachst ausgeschlossen werden, dass es zu
einer Kreuzreaktion zwischen den spezifischen Antikérpern gegen das Medaka und Ratten
SYCP3 kommt (vgl. Abbildung 5.20). Hierzu wurden einmal COS-7-Zellen, die SYCP3 der
Ratte exprimierten, mit dem SYCP3 Antikérpern gegen Ratte und Medaka inkubiert und tGber
Doppel-Immunfluoreszenz (vgl. Abbildung 5.20 A-A"") und Immunblot (vgl. Abbildung 5.20 C
und D) gezeigt, dass nur der rattenspezifische SYCP3 Antikérper das SYCP3 aus Ratte
erkannte (vgl. Abbildung 5.20 A und C), der medakaspezifische Antikdrper dagegen kein
Signal lieferte (vgl. Abbildung 5.20 A" und D). Umgekehrt wurden dann COS-7-Zellen, die
das Medaka SYCP3 exprimierten, mit dem SYCP3 Antikérpern gegen Ratte und Medaka
inkubiert und Gber Doppel-Immunfluoreszenz (vgl. Abbildung 5.20 B-B"") und Immunblot (vgl.
Abbildung 5.20 C und D) gezeigt, dass nur der medakaspezifische SYCP3 Antikorper das
SYCP3 aus Medaka erkannte (vgl. Abbildung 5.20 B" und D) wahrend der rattenspezifische
Antikérper dagegen kein Signal lieferte (vgl. Abbildung 5.20 B und C).
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ratSYCP3wt ratSYCP3wt

a-ratSYCP3 i u-meSYCP3

meSYCP3wt meSYCP3wt

-ratSYCP3 g x-meSYCP3
ratSYCP3wt  meSYCP3wt ratSYCP3wt  meSYCP3wt
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e
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Abbildung 5.20: Expression des rattenspezifischen SYCP3 (A, A’) bzw. des Medaka SYCP3 (B,
B") in COS-7 Zellen. Der Nachweis von ratSYCP3wt erfolgte Gber Immunfluoreszenz mit dem
spezifischen Antikorper a-ratSYCP3 (A) und a-meSYCP3 (A’). Der Nachweis von meSYCP3wt
erfolgte Uber Immunfluoreszenz mit dem spezifischen Antikorper a-ratSYCP3 (B) und a-
meSYCP3 (B’). Die DNA wurde mit dem Fluorochrom Hoechst 33258 visualisiert (A", B™).
Immunblot von ratSYCP3wt und meSYCP3wt exprimiert in COS-7-Zellen (C, D). COS-7-Zellen,
die die SYCP3-Konstrukte exprimierten wurden fir die Gelelektrophorese vorbereitet und in einer
16%igen SDS-PAGE aufgetrennt. (C) Der Nachweis von ratSYCP3wt und meSYCP3wt erfolgte
mit den spezifischen Antikdrpern a-ratSYCP3. (D) Der Nachweis von ratSYCP3wt und
meSYCP3wt erfolgte mit den spezifischen Antikérpern a-meSYCP3.

Da keine Kreuzreaktion zwischen dem rattenspezifischen SYCP3 Antikdrper aus
Meerschweinchen und dem medakaspezifischen Antikdrper aus Kaninchen festgestellt
werden konnte, war es moglich beide SYCP3-Antikdrper fur Kotransfektionsexperimente mit
SYCP3 aus Medaka und Ratte einzusetzen.

Zunachst wurde das wildtypische SYCP3 aus Medaka und Ratte in COS-7-Zellen
koexprimiert und die Zellen gleichzeitig mit beiden SYCP3 Antikdrpern inkubiert
(vgl. Abbildung 5.21). Die Doppel-Immunfluoreszenz zeigte, dass sowohl das meSYCP3wt
(vgl. Abbildung 5.21 A) wie auch das ratSYCP3wt (vgl. Abbildung 5.21 B), eine filamentdse
Verteilung aufwiesen, wobei die Signale beider Proteine kolokalisierten (vgl. Abbildung
521 A™).
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Nun stellte sich die Frage, ob diese Kolokalisation der Signale von SYCP3 aus Medaka und
Ratte damit zu erklaren ist, das beide Proteine zusammen am Aufbau der Filamente beteiligt
sind, oder ob jedes Protein fir sich Filamente bildet, die nur an den gleichen Stellen in
COS-7-Zellen lokalisieren. Um diese Frage zu klaren, wurden die koexprimierten Filamente
auf elektronenmikroskopischer Ebene untersucht und mit den Filamenten, die SYCP3 aus
Medaka und Ratte in Einzeltransfektionsexperimenten bildet, verglichen (vgl. Abbildung
5.22). Auf elektronenmikroskopischer Ebene konnte nun gezeigt werden, dass die Filamente
aus den Koexpresionen hoher geordnete, parakristaline Strukturen bilden (vgl. Abbildung
5.22 C), die zwar ahnlich zu den jeweiligen parakristalinen Strukturen von Medaka SYCP3
(vgl. Abbildung 5.22 B) und SYCP3 der Ratte sind, sich aber dennoch im Banderungsmuster
unterscheiden (vgl. Abbildung 5.22 A). Die ultrastrukturelle Analyse der Filamente deutete
also darauf hin, dass SYCP3 aus Medaka und Ratte gemeinsam am Aufbau der Filamente

beteiligt sind.

meSYCP3wt ratSYCP3wt

Abbildung 5.21: Koexpression von meSYCP3wt (A) und ratSYCP3wt (A") in COS-7-Zellen. Der
Nachweis der SYCP3-Proteine erfolgte Gber Immunfluoreszenz mit dem spezifischen Antikérper
a-meSYCP3 (A) und a-ratSYCP3 A (A’). In A" sind die Ubereinander gelagerten Signale von
meSYCP3wt und ratSYCP3wt dargestellt. Die DNA wurde mit dem Fluorochrom Hoechst 33258

visualisiert (A™).
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Abbildung 5.22: Elektronenmikroskopische Analyse von ratSYCP3wt (A), meSYCP3wt (B)
exprimiert in COS-7-Zellen und von koexpremierten Ratten und Medaka SYCP3 (C).
RatSYCP3wt, meSYCP3wt und die Mischfilamente aus beiden Proteinen bilden héher geordnete

parakristaline Strukturen mit einem definierten Banderungsmuster, die sich voneinander

unterscheiden.
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In weiteren Experimenten sollte gezeigt werden, dass SYCP3 aus Medaka und Ratte eine

Interaktion miteinander eingehen kdnnen.

ratACM2-SYCP3 meACM2-SYCP3

meSYCP3wt ratACM2-SYCP3

meACM2-SYCP3 ratSYCP3wt

Abbildung 5.23: Expression von ratACM2-SYCP3 (A), meACM2-SYCP3 (B) und Koexpression
von meSYCP3wt mit ratACM2-SYCP3 (C, C") und meACM2-SYCP3 mit ratSYCP3wt (D, D""") in
COS-7-Zellen. Der Nachweis der SYCP3-Proteine erfolgte Uber Immunfluoreszenz mit dem
spezifischen Antikérper a-ratSYCP3 (A, C’, D’) und a-meSYCP3 (B, C, E). In C*"" und sind die
Ubereinander gelagerten Signale von meSYCP3 und ratACM2-SYCP3 dargestellt. In D" und sind
die Ubereinander gelagerten Signale von meACM2-SYCP3 und ratSYCP3 dargestellt. Die DNA

wurde mit dem Fluorochrom Hoechst 33258 visualisiert (A", B, C*", D).

Hierzu wurde das komplette filamentbildende Medaka SYCP3 mit der C-terminalen SYCP3
Deletionsmutante, ACM2-SYCP3, der Ratte in COS-7-Zellen koexprimiert. Wie auch unter
5.1.3 beschrieben wurde, kann ratACM2-SYCP3, keine Filamente bilden sondern lokalisiert
aggregatférmig im Zellkern (vgl. Abbildung 5.6 D und D" und 5.23 A und A’). AuRerdem
wurde bereits erldutert, dass ratACM2-SYCP3 einen dominant-negativen Effekt auf die
Filamentbildung von SYCP3wt der Ratte hat (vgl. 5.1.7). Im Folgenden konnte nun gezeigt
werden, dass ratACM2-SYCP3 auch einen dominant-negativen Effekt auf die Filament-
bildung von meSYCP3wt hatte, denn in Koexpressionsexperimenten war meSYCP3wt nicht
mehr in der Lage Filamente zu bilden, sondern kolokalisierte in Aggregaten mit dem
ratACM2-SYCP3 im Zellkern (vgl. Abbildung 5.23 C-C"""). Dieser dominant-negative Effekt
von ratACM2-SYCP3 auf meSYCP3wt deutet auf eine direkte Interaktion beider Proteine hin.
Im umgekehrten Fall, der Koexpression von kompletten filamentbildenden Ratten SYCP3 mit
der C-terminalen SYCP3 Deletionsmutante, ACM2-SYCP3 aus Medaka, konnte das gleiche
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Ergebnis erzielt werden. Wie in Abbildung 5.23 B und B" zu sehen ist, kann
meACM2-SYCP3 keine Filamente mehr bilden sondern lokalisiert aggregatformig im
Zellkern. In den kotransfizierten COS-7 Zellen war das ratSYCP3wt nicht mehr in der Lage
Filamente zu bilden, sondern kolokalisierte in Aggregaten mit dem meACM2-SYCP3 im
Zellkern (vgl. Abbildung 5.23 D-D"""). Dieser dominant-negative Effekt von meACM2-SYCP3
auf das wildtypische SYCP3 der Ratte ist ein weiterer Hinweis auf die Fahigkeit beider

Proteine direkt miteinander zu interagieren.

Aus den Kotransfektionsexperimenten von SYCP3 aus Medaka und Ratte kann man folgern,
dass die Polymerisationseigenschaften beider SYCP3 Proteine in der Evolution konserviert
geblieben sind. Obwohl die orthologen SYCP3 Proteine aus den taxonomisch entfernten
Spezies sich auf Aminosaureebene deutlich unterscheiden, kénnen beide Proteine

miteinander interagieren und zu héher geordneten Strukturen kopolymerisieren.
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6 Diskussion

Im Rahmen dieser Arbeit konnte ein Beitrag zum besseren Verstandnis des Auf- und Abbaus

der Lateralelemente (LEs) des Synaptonemalkomplexes (SC) geleistet werden. Hierzu

wurden die Eigenschaften des Proteins SYCP3, eine Hauptstrukturkomponente des SC in
Vertebraten, die notwendig flr den Aufbau der LEs ist (Yuan et al., 2000; Liebe et al., 2004),

naher untersucht. Da der Mechanismus der Polymerisation und Depolymerisation von

SYCP3 weitgehend unbekannt war, sollte zum einem die Rolle verschiedener Domanen bei

dessen Polymerisation analysiert werden. Weiterhin wurden die Eigenschaften von SYCP3

in den evolutionar entfernten Vertebraten Ratte und Fisch verglichen um herauszufinden

inwieweit die Polymerisationseigenschaften von SYCP3 konserviert sind.

6.1 Polymerisationseigenschaften von SYCP3

In  einer molekularen phylo-
genetischen Analyse wurde
gezeigt, dass SYCP3 in Saugern,
Végeln, Amphibien und Fischen
evolutionar konserviert geblieben
ist und eine monophyletische
Gruppe von orthologen Sequen-
zen in Vertebraten bildet (vgl.
Abbildung 6.1). Das bedeutet,
dass die Proteinsequenz von
SYCP3 der Vertebraten von einer
gemeinsamen Sequenz abstammt.
Diese unterscheidet sich deutlich
sowohl von den Proteinsequenzen
XLR, SLY und XLR3a/b, welche in
Nagern als SYCP3-ahnlichen
Proteine beschrieben wurden, als
auch von SYCP2, einem weiteren
Lateralelementprotein (Baier et al.,
2007b).

100 | SYCP2 Human

l SYCP2 Mouse

100 r XLR3a Mouse
- XLR3b Mouse

100 — SLY Mouse

SYCP3 Hamster
ﬁEsvcpa ot
SYCP3 Mouse

100 [ SYCP3 Human
SYCP3 Macaque

SYCP3 Cow
SYCP3 Pig
SYCP3 Chicken
SYCP3 Frog

100 {SYCPS Hainan Medaka
100 SYCP3 Japanese Medaka
93 — SYCP3 Tetraodon

SYCP3 Zebrafish
—— 0.05 changes —|
57 SYCP3 Trout

Abbildung 6.1: Molekulare phylogenetische Analyse von
SYCP-Proteinen in Vertebraten (aus Baier et al., 2007b).

Der Stammbaum wurde durch den Vergleich eines

100 61

174 Aminosaure langem Proteinfragmentes, das sich vom
CM1 bis einschlieBlich des CM2 erstreckt, mit der
-neighbour joining® Methode (1000 pseudosamples,
Saitou und Nei, 1987) erstellt. Bootstrap Werte sind in

Prozent angegeben.
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In der vorliegenden Arbeit wurden zundchst SYCP3-Sequenzen verschiedener Vertebraten
miteinander verglichen um evolutionar konservierte Domanen zu identifizieren (vgl. 5.1.1). Es
konnte gezeigt werden, dass die SYCP3-Proteine aus den verschiedenen Spezies eine
konservierte Domanenorganisation aufweisen, sich aber in der Lange unterscheiden. SYCP3
besitzt in allen Spezies eine N-terminale sowie eine C-terminale globulare Domane und eine,
in der C-terminalen Halfte lokalisierte, a-helikalen Region. Die unterschiedliche Lange der
SYCP3-Molekile ist auf Sequenzunterschiede im wenig konservierten N-Terminus
zurtckzufihren. Auffallig ist die sehr kurze C-terminale globuldre Domane, welche zwischen
den Spezies stark konserviert ist. Die a-helikale Region weist ebenfalls eine grofle Sequenz-
Ubereinstimmung auf, variiert aber innerhalb der Vertebraten in der Lange. Nach dem Lupas
Algorithmus (Lupas et al., 1991) wurde bereits in friiheren Arbeiten der a-helikale Bereich
von SYCP3 der Sauger als typisch fiur die Ausbildung von ,Coiled-Coil“-Strukturen
beschrieben (Tarsounas et al., 1997; Yuan et al., 1998). Diese Fahigkeit kann auch fir alle
anderen SYCP3-Proteine der Vertebraten beobachtet werden.

Mit der dreigeteilten Domanenorganisation weist SYCP3 eine strukturelle Ahnlichkeit zu
Intermediarfilamenten auf (Lammers et al., 1994; Yuan et al., 1998). Als Intermediarfilamente
bezeichnet man eine Proteinfamilie von cytoplasmatischen und zellkernspezifischen
Strukturproteinen, die ebenso wie SYCP3 aus einer nichthelikalen N-terminalen Kopfdomane
und einer nichthelikalen C-terminalen Schwanzdomane bestehen, welche die ,Coiled-Coil“-
Doméanen flankieren (Heins und Aebi, 1994; Krohne, 1998; Herrmann und Aebi, 2004). Die
Kopfdomane von SYCP3 der Ratte besteht aus 117, die Schwanzdomane aus 6 Amino-
sauren. Die Heptatensequenz der a-helikalen Region ist, wie auch bei Intermediarfilamenten
(Conway und Parry, 1988) in vier Segmente (1a, 1b, 2a, 2b) unterteilt, die durch kurze
(2-8 Aminosauren) nichthelikale Bereiche, den so genannten ,Linker‘-Regionen getrennt
sind. ,Linker“-Regionen unterbrechen ,Coiled-Coil“-Bereiche wodurch eine grofle Variabilitat
der ,Coiled-Coil-Doméanen entsteht und so Proteine die unterschiedlichsten Aufgaben
erfillen kénnen (vgl. 1.4). Im Gegensatz zu den cytoplasmatischen Intermediarfilamenten
besitzen die Lamine (zellkernspezifische Intermediarfilamente) keine Prolinreste in diesen
,Linker“-Regionen (Conway und Parry, 1988). Die Aminosaure Prolin weist eine Ringstruktur
auf, wodurch Prolinreste haufig in Knickpunkten gefalteter Proteine vorkommen und auch
a-helikale Bereiche unterbrechen. Auch SYCP3 besitzt keine Prolinreste in den ,Linker"-
Regionen.

Weiterhin konnten in dieser Arbeit erstmals zwei hoch konservierte Motive, CM1 und CM2,
identifiziert werden. Diese Motive weisen keine Homologie zu bekannten Motiven aus
anderen Proteinen auf weswegen deren Funktion im Protein nicht abgeleitet werden kann.
Auffallig ist aber, dass sowohl die Lange als auch die Position dieser Motive im SYCP3-

Molekul konserviert sind. CM1 ist 19 Aminosauren lang und befindet sich in der N-terminalen
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globulédren Domane. Als CM2 wird die gesamte, 6 Aminosauren lange, C-terminale globulare
Doméne definiert. Diese konservierten Motive flankieren die a-helikalen Region und obwohl
die Lange der a-Helix zwischen den Spezies stark variiert, ist die Entfernung zwischen CM1
und CM2 mit 145 Aminosauren (Ausnahme: Xenopus tropicalis 141 Aminosauren) von Fisch
zu Mensch konserviert (vgl. 5.1.1). Diese Beobachtungen deuten darauf hin, dass CM1 und
CM2 eine wichtige Rolle in der Organisation von SYCP3 spielen.

In diesem Kapitel wird schllssig begriindet, warum nach den Erkenntnissen dieser Arbeit
davon auszugehen ist, dass die strukturell konservierte ,Coiled-Coil*-Doméane und die
konservierten Motive CM1 und CM2 wichtig fir die Filamentbildung von SYCP3 sind, der
weniger konservierten N-Terminus dagegen eine Rolle in der Filamentstabilitat zu spielen
scheint. Weiterhin konnten zwei Phosphorylierungsstellen im N-terminalen Bereich
identifiziert werden, Gber welche die Stabilitat der Filamente reguliert werden kénnte. Zudem
haben die Ergebnisse eine wichtige Bedeutung fiir die Reproduktionbiologie, da sie eine
plausible Erklarung liefern, wie heterozygote Mutationen in SC-Genen zu Unfruchtbarkeit

fuhren konnen.

6.1.1 Konservierte Domanen sind notwendig fur die Polymerisation von
SYCP3

Um die Rolle verschiedener Domanen von SYCP3 bei dessen Polymerisation genauer zu
analysieren, wurde eine in vivo Strategie, ndmlich die Expression von wildtypischen SYCP3
und Mutanten in somatischen Kulturzellen, angewandt. Das Verhalten der SYCP3
Teilfragmente wurde auf morphologischer Ebene mit dem des wildtypischen Proteins
verglichen. Der Vorteil eines solchen heterologen Systems ist, dass die Polymerisations-
eigenschaft von SYCP3 unabhangig von anderen meiosespezifischen Proteinen untersucht
werden kdénnen.

Fir die Analyse der Polymerisationseigenschaften von SYCP3 wurde eine Reihe von
Plasmiden hergestellt, welche fiir das wildtypische Protein der Ratte, fir EGFP-
Fusionsproteine sowie flir ausgewahlte Proteinmutanten kodieren. Die Deletionen wurden so
gewahlt, dass durch den Vergleich der jeweiligen Deletionsmutanten mit dem wildtypischen
SYCP3 Aussagen uber die Rolle der jeweiligen deletierten Doméane bei der Polymerisation
getroffen werden konnten. Die verschiedenen SYCP3-Konstrukte wurden hierzu in COS-7
Zellen exprimiert, die Verteilung der Proteine wurde Uber Immunfluoreszenz und am
Elektronenmikroskop analysiert.

Das in COS-7 Zellen exprimierte wildtypische SYCP3 bildet, wie von L. Yuan und Mitarbeiter
beschrieben, filamentdse, netzwerkartige Strukturen sowohl im Cytoplasma als auch im

Zellkern. Auf ultrasruktureller Ebene konnte bestatigt werden, dass 5-10 nm diinne SYCP3-
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Filamente sich zu hdéher geordneten, parakristalinen Strukturen organisieren, wobei das
Banderungsmuster eine 20 nm Widerholungseinheit aufweist (Yuan et al., 1998; vgl. 5.1.5).
Solche hdher geordneten, parakristalinen Strukturen kénnen zwar nicht in meiotischen Zellen
beobachtet werden. Allerdings ist deren Bildung in COS-7 Zellen durch die Uberexpression
von SYCP3 in Abwesendheit anderer meiosespezifischer Proteine zu erklaren. In
meiotischen Zellen ist die Polymerisation von SYCP3 durch andere Proteine, wie z.B.
SYCP2 (Pelttari et al., 2001) beeinflusst. Das Auftreten von parakristalinen Strukturen unter
ahnlichen experimentellen Voraussetzungen konnte auch fir Lamine gezeigt werden, die zu
der Proteinfamilie der Intermediarfilamente gehéren. Normalerweise bilden endogene
Lamine ein filamentésen Netzwerk auf der nukleoplasmatischen Seite der Kernmembran.
Werden diese Proteine aber in somatischen Zellen Uberexprimiert bilden Lamine sehr
ahnliche parakristaline Strukturen mit einer ~20-nm Widerholungseinheit (Krohne et al.,
1998). Somit weist SYCP3 nicht nur eine strukturelle Ahnlichkeit zu den
Intermediarfilamenten auf, sondern es lassen sich auch Parallelen in der Polymerbildung
beobachten.

Wurde SYCP3 als EGFP-Fusionsprotein exprimiert, ist das Protein nicht mehr in der Lage
Filamente zu bilden. Das EGFP-Molekul beeintrachtigt die Filamentbildung unabhangig
davon ob es am C-Terminus oder am N-Terminus von SYCP3 fusioniert ist (vgl. 5.1.3). Eine
Erklarung hierflr ist, dass das ca. 26 kDa grof’ie EGFP-Molekil die Filamentbildung von
SYCP3, das selbst nur eine GrofRe von ca. 30 kDa hat, sterisch behindert. Somit konnten fir
die Analyse der Polymerisationseigenschaften von SYCP3 nicht auf die Verwendung von
EGFP-Fusionsproteinen zurlckgegriffen werden. Die Mutanten von SYCP3 wurden
stattdessen Uber Immunlokalisation mit einem a-ratSYCP3 Antikorper nachgewiesen, der die
spezifischen Polypeptidsequenz von Aminosaure 27-38 erkennt (Alsheimer und Benavente,
1996; vgl. 3.1.4). Wurde der Bereich des Antikérperbindungsepitop deletiert, wurden
Fusionsproteine mit einem 13 Aminosauren langen myc-Epitop hergestellt. Diese mutierten
Proteine konnten dann in der Immunfluoreszenz mit einem a-myc Antikérper nachgewiesen
werden.

In der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, dass die strukturell konservierte ,Coiled-
Coil*-Doméane und die evolutionar konservierten Motive CM1 und CM2 essentiell fir die
Filamentbildung von SYCP3 sind. Wurden Teile der a-helikale Region deletiert kann SYCP3
keine Filamente mehr bilden. a-Helikale Regionen sind in vielen Proteinen fur deren
Dimerisierung verantwortlich. Hierzu winden sich zwei a-Helices, die eine regelmafige
Abfolge von Heptadsequenzen mit hydrophoben Aminosduren an jeder ersten und vierten
Stelle besitzen, umeinander und bilden so eine stabchenférmige ,Coiled-Coil“-Doméane (vgl.
1.4). Die a-helikale Region von SYCP3 besitzt eine solche Heptatensequenz und kann daher

mit hoher Wahrscheinlichkeit eine ,Coiled-Coil*-Domane ausbilden (Lupas et al., 1991;
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Tarsounas et al., 1997; Yuan et al., 1998). Bereits in friiheren Arbeiten konnte gezeigt
werden, dass diese Domane wichtig fur die homophile Protein-Protein-Interaktion im SYCP3
Molekdl ist (Yuan er al., 1998). Auch in Intermediarfilamentproteine besitzt die a-helikale
Region die Fahigkeit ,Coiled-Coil*-Strukturen auszubilden, welche fur die Dimerisierung der
Molekile und fir den Aufbau von hdher geordneten Strukturen verantwortlich ist (Hermann
und Aebi, 2004). Diese Ergebnisse lassen vermuten, dass SYCP3 Uber die a-helikale Region
Dimere mit einer ,Coiled-Coil“ Domane bilden kann, welche wichtig fir den Aufbau von héher
geordneten Strukturen ist. Weiterhin konnte gezeigt werden, dass eine Deletion der
konservierten Motive, CM1 bzw. CM2, welche die a-helikalen Region flankieren, ebenfalls
eine negative Auswirkung auf die Filamentbildung hat (vgl. 5.1.3). Die Deletionsmutante
ACM1-SYCP3 lokalisiert homogen im Zellkern, wahrend das mutierte Protein ACM2-SYCP3
zahlreiche intranukleare Aggregate bildet. Die Relevanz der ,Coiled-Coil“-Doméane und des
CM2 wird durch die Ergebnisse von Miyamoto und Mitarbeitern unterstrichen, die einen
Patienten mit einer heterozygoten SYCP3-Mutation beschrieben. Die Mutation betraf den C-
Terminus von SYCP3 wodurch ein Teil der Coiled-Coil*-Domane und das CM2 deletiert war.
Diese Deletion hatte zur Folge, dass die Spermatogenese in der meiotischen Prophase |
unterbrochen, und der Patient unfruchtbar war. Weiterhin konnte gezeigt werden, dass
dieses C-Terminal verkirzte SYCP3 nicht in der Lage war, exprimiert in somatischen Zellen,
Filamente zu bilden (Miyamoto et al., 2003).

Ein weiteres interessantes Ergebnis ist, das die konservierten Motive, CM1 und CM2
zusammen mit der ,Coiled-Coil“-Domane nicht nur essentiell, sondern nach Deletion des
weniger konservierten N-terminalen Bereiches sogar ausreichend sind um Filamente mit
einer hoher geordneten Struktur zu bilden. Wurden die ersten 86 Aminosauren deletiert,
kann SYCP3 nach wie vor Filamente bilden (vgl. 5.1.3). Auf ultrasruktureller Ebene kénnen,
ebenso wie fir das wildtypische SYCP3, Einzelfilamente beobachtet werden, die sich lateral
zu hoher geordneten, parakristaline Strukturen mit einem regelmafligen Banderungsmuster
zusammenlagern. Zudem betragt die Widerholungseinheit der Querstreifung 20 nm, wie es
auch fur das wildtypische SYCP3 beschrieben wurde (Yuan et al., 1998; siehe oben). Das
Ergebnis, dass die ersten 86 Aminosauren nicht notwendig fir die Organisation zu héher
geordneten Strukturen sind, passt zu den Beobachtungen des Sequenzvergleichs von
SYCP3 in Vertebraten durch den der N-Terminus bis zum CM2 als am wenigsten konserviert
identifiziert werden konnte. Dagegen sind die strukturell konservierte ,Coiled-Coil“-Doméane

und die hoch konservierten Motive CM1 und CM2 wichtig fur die Polymerisation von SYCP3.
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6.1.2 Der N-Terminus von SYCP3 st wichtig fur die Stabilitdt der

Polymerstrukturen

Als nachstes stellte sich die Frage, ob der N-terminale Teil von SYCP3 fir dessen Verhalten
eine Funktion haben kdnnte. Um diese Frage zu klaren, wurde die Stabilitdt der Filamente
analysiert. Neben den morphologischen Unterschieden der Filamente, die wildtypisches
SYCP3 und Mutanten bilden, kann auf biochemischer Ebene die Stabilitdt von Strukturen
getestet werden. Hierzu behandelte man Zellen, welche die zu untersuchenden Strukturen
exprimierten, mit unterschiedlichen Salzkonzentrationen. Fraktionierte man Zellen (vgl.
4.6.4), gingen leicht I6sliche Proteine bereits nach einer Niedrigsalz/Triton-Behandlung in
den Uberstand. Nach einer Behandlung mit DNase | und hohen Salzkonzentrationen waren
DNA-bindende und schwer I8sliche Proteine im Uberstand zu finden. Die weitestgehend
unléslichen Strukturen konnten angereichert im Hochsalz-Pellet nachgewiesen werden.

In Rahmen dieser Arbeit wurde zunachst eine Zellfraktionierung von Pachytan-
Spermatocyten der Ratte durchgefiihrt, wodurch gezeigt werden konnte, dass SYCP3 als
Bestandteil des SCs bestandig gegeniiber Nukleasen und hohen Salzkonzentrationen ist.
Abbildung 5.8 =zeigt, dass wildtypisches SYCP3 aus Pachytan-Spermatocyten
(SYCP3wt_Hoden) nach Hochsalz-Behandlung zum Teil in den Uberstand (HU) geht,
wahrend ein Teil des Protein aber unldslich bleibt und im Hochsalzpellet (HP) nachgewiesen
werden kann. Bereits in friheren Arbeiten konnten SCs als Kernstrukturelementen
klassifiziert werden, da sie eine ahnliche Bestandigkeit gegenuber Nukleasen, nicht-
ionischen Detergenzien und hohen Salzkonzentrationen aufweisen (Comings und Okada,
1976; lerardi et al., 1983; Risley, 1986; Smith und Benavenete 1992). Aulerdem wurde
SYCP3 als Hauptstrukturkomponente des SC beschrieben, welche flr den Aufbau der LEs
notwendig ist (Yuan et al., 2000; Liebe et al., 2004). Diese Ergebnisse deuten nun darauf
hin, dass SYCP3 eine wichtige Komponente des SC ist und einen Einfluss auf die
strukturelle Stabilitat der AEs/LEs hat.

Wurden somatische Kulturzellen fraktioniert, die wildtypisches SYCP3 exprimierten, konnte
eine ahnlich Resistenz gegeniliber Nukleasen, und hohen Salzkonzentrationen festgestellt
werden, wie sie flr das endogene SYCP3 in SCs der Ratte beschrieben wurde (vgl.
Abbildung 5.8 SYCP3wt). SYCP3 kann also auch unabhangig von anderen
meiosespezifischen Proteinen, Polymerstrukiuren aufbauen, die eine hohe Stabilitat
aufweisen. Auch andere Proteine des Zellkerns, wie z.B. die Lamine (Kaufmann et al., 1881)
bilden schwerl6sliche Proteinpolymere aus, weswegen sie in die Klasse der Strukturproteine
eingeordnet werden. Die Stabilitdt, der von SYCP3 ausgebildeten Filamenten, stellt also ein
weiteres Kriterium dar, dieses Protein in die Klasse der Karyoskelettproteine einzuordnen. In

weiteren Experimenten wurde der Einfluss des N-Terminus von SYCP3 auf die Stabilitat der
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Polymere untersucht. Hierzu wurden ausgewahite Mutanten in somatischen Kulturzellen
exprimiert, auf biochemischer Ebene untersucht und deren Stabilitit mit der des
wildtypischen SYCP3 verglichen. Ist der gesamte, wenig konservierte Bereich im N-Terminus
von SYCP3 deletiert, so hat dies eine gravierende Auswirkung auf die Stabilitat der
Filamente. Wie unter 6.1.1 beschrieben, kann An86myc-SYCP3 zwar, ahnlich wie das
wildtypische SYCP3, Filamente mit einem parakristaline Banderungsmuster aufbauen, diese
Polymerstrukturen sind aber nach Hochsalz-Behandlung komplett extrahierbar. Die
Bindungsstarke der Polymere, die das N-terminal trunkierte SYCP3 bildet, ist also im
Vergleich zum wildtypischen Protein deutlich reduziert. Diese Ergebnisse zeigen, dass der
weniger konservierte Bereich im N-Terminus zwar keinen Einfluss auf die Bildung von hoher
geordneten Strukturen hat, jedoch scheint dieser eine wichtige Rolle im Aufbau von stabilen
Filamenten zu spielen. Nun stellte sich die Frage welche Motive die Resistenz gegentber
Hochsalz-Behandlung vermitteln. Es konnte gezeigt werden, dass die meisten der 86
Aminosauren keinen Einfluss auf die Bildung und Stabilitat von héher geordneten Strukturen
haben. Die trunkierten Proteine A2-25-SYCP3 und A42-86-SYCP3 kdnnen Filamente mit
einem parakristalinen Banderungsmuster bilden (vgl. Abbildung 5.7 und 5.10) die sich durch
Hochsalz-Behandlung nicht extrahieren lassen (vgl. Abbildung 5.8). Die Deletion der
Aminosauren 27-38 dagegen beeinflusst sowohl die Bildung von hdher geordneten
Strukturen als auch die Stabilitat der gebildeten Polymere. Ein unerwartetes Ergebnis war,
dass ein trunkiertes Protein, dem die Aminosauren 27-38 fehlen, zwar dinne Filamente
bilden kann, diese Einzelfilamente sich aber nicht mehr zu héher geordneten Strukturen
zusammenlagern kénnen (vgl. Abbildung 5.10). Im Gegensatz dazu konnte gezeigt werden,
dass das Protein, dem der gesamte weniger konservierten N-Terminus fehlt, héher
geordnete, parakristaline Polymerstrukturen bildet (vgl. 6.1.1). Eine Erklarung hierfir kénnte
sein, dass zwar das N-Terminal verkirzte Protein (Deletion der ersten 86 Aminosauren)
Einzelfilamente bildet, die sich lateral zu héher geordneten Strukturen zusammenlagern,
zusatzliche Aminosauren am N-Terminus (Aminosaure 1-26 und 39-86) aber die
Einzelfilamente so modulieren, dass keine laterale Aneinanderlagerung mehr mdoglich ist.
Nur zusammen mit dem Bereich zwischen Aminosaure 27-38 kdnnen dann diese
Einzelfilamente sich wieder zu hoher geordneten Strukturen zusammenlagern. Dies stimmt
mit den Beobachtungen von L. Yuan und Mitarbeiter Uberein, die zeigten, dass eine
Koexpression von SYCP3-N (Aminosauren 2-130) mit dem kompletten SYCP3 die
Filamentbildung zwar nicht storte, die Filamente aber im Vergleich zu dem wildtypischen
Protein dunner waren. Es wurde vermutet, dass die laterale Bundelung der dunneren
Filamente zu dickeren Filamenten durch SYCP3-N gestort war (Yuan et al., 1998). Zudem
konnte in der vorliegenden Arbeit gezeigt werden, dass der Bereich zwischen Aminosaure 27

und 38 nicht nur wichtig fur die laterale Aneinanderlagerung der Einzelfilamente zu sein
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sceint, sondern auch einen Einfluss auf die Stabilitat der ausgebildeten Strukturen hat. A27-
38myc-SYCP3 ist ndmlich nach Hochsalz-Behandlung komplett extrahierbar. Somit kann der
Bereich, welcher die Resistenz gegeniber Hochsalz-Behandlung vermittelt, auf 12
Aminosauren eingeschrankt werden. In einer friGheren Arbeit wurde beschrieben, dass dieser
Bereich einen Loop ausbilden kann, der ein R-Faltblatt und eine a-Helix voneinander trennt.
Durch eine Datenbankanalyse mit dem Programm PROSCAN konnten in diesem Bereich
zwei wichtige Serinreste identifiziert werden, die potentielle Phosphorylierungsstellen
darstellen. Das Serin an Position 32 ist eine potentielle Zielstelle der cAMP und cGMP-
abhangigen Proteinkinase sowie der Proteinkinase C. Das Serin an Position 35 ist alleinig flr
die Proteinkinase C eine potentielle Zielstelle. Weiterhin konnte Gber das Programm NetPhos
2.0 fur beide Serine eine hohe in vivo Phosphorylierungswahrscheinlichkeit vorhergesagt
werden. Experimentell konnte gezeigt werden, dass eine Substitution dieser Serine zu einem
Glutamat, das wegen seiner negativen Ladung eine Phosphorylierung simulieren kann,
drastische Auswirkung auf die Bildung und Stabilitdt von héher geordneten Strukturen hat.
S32E-SYCP3 und S35E-SYCP3 koénnen Einzelfilamente bilden, wobei die Ilaterale
Aneinanderlagerung dramatisch gestort ist (vgl. Abbildung 5.11). Zudem sind beide
punktmutierten Proteine nach Hochsalz-Behandlung komplett extrahierbar (vgl. Abbildung
5.8). Kontrollexperimente in denen die Serinreste durch Alanin, eine Aminosaure die nicht
phosphoryliert werden kann, ersetzt wurden, zeigten ein wildtypisches Verhalten der
Proteine (vgl. Abbildung 5.7, 5.8 und 5.10). Es kann also postuliert werden, dass der Bereich
zwischen Aminosaure 26 und 39 wichtig fur die laterale Aneinanderlagerung der
Einzelfilamente ist, damit héher geordnete, stabile Polymerstrukturen gebildet werden
konnen. Eine Phosphorylierung der Serinreste 32 oder 35 kénnte die Aneinanderlagerung
der Einzelfilamente stéren, wodurch SYCP3 keine stabilen, hoher geordneten Strukturen
bilden kann. Interessanterweise wurde von Tarsounas und Mitarbeitern bereits beschrieben,
dass es einen Zusammenhang zwischen dem Phosphorylierungszustand von SYCP3 und
der SC-Organisation gibt. Es wurde gezeigt, dass eine Behandlung von Pachytan-
Spermatocyten mit Okadasaure, einem Phosphatase-Inhibitor, das rasche Fortschreiten der
Zellen in die Anaphase zur Folge hatte. Unter diesen experimentellen Bedingungen werden
SYCP3 und SYCP1 phosphoryliert und disoziieren von den Chromosomen (Tarsounas et al.,
1999). In der vorliegenden Arbeit deuten die Ergebnisse darauf hin, dass die Serinreste an
Position 32 und 35 fur diese Veranderung verantwortlich sind. So konnte
nichtphosphoryliertes SYCP3 in der frihen meiotischen Prophase | polymerisieren und die
Stabilitdt der AEs/LEs vermitteln. Durch die Phosphorylierung der Serinreste 32 und 35 am
Ende der meiotischen Prophse | kdnnte sich die Organisation der Polymere dndern wodurch
deren Bindungsstarke vermindert wird, so dass die LE-Komponenten sich vom Chromosom

I6sen. Ein ahnlicher regulatorischer Mechanismus wurde auch fir die nuklearen Lamine
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beschrieben (Heald und McKean, 1990; Ward und Kirchner, 1990). In diesem Fall sind am
Auf- und Abbau Prozess allerdings Serinreste beteiligt, deren Zielstellen Cyclin-abhangige
Kinasen (CDKs) sind. Im Fall von SYCP3 scheint jedoch CDK keinen direkten Einfluss auf
den Auf- und Abbau der LE zu haben, da keine potentielle Phophorylierungsstelle fiir diese
Kinase im SYCP3 Molekil vorkommen. Da die SC Bildung aber in einer Maus-Mutante, die
keine CDK2 exprimiert, gestort ist, konnten CDKs an bergeordneten Phosphorylierungs-

ereignissen beteiligt sein (Ortega et al., 2003).

6.1.3 Es gibt zwei Isoformen von SYCP3

In frheren Arbeiten wurde beschrieben, dass SYCP3 aus Maus und Ratte eine 30 und eine
33 kDa Bande im Polyacrylamidgel liefert (Heyting et al., 1987; Lammers et al., 1994). Das
homologe Protein von Hamster und Mensch dagegen wandert nur als eine 30 kDa
Einzelbande im Polyacrylamidgel (Dobson et al., 1994; Miyamoto et al., 2003). In dieser
Arbeit wurde nun erstmals Unterschiede zwischen der 30 und 33 kDa Bande von SYCP3 der
Ratte aufgezeigt. Die Ergebnisse deuten darauf hin, dass das wildtypische SYCP3 in zwei
verschiedenen Isoformen exprimiert wird, indem die Translation an verschiedenen
Startcodons beginnt. Die langere Isoform beginnt mit dem ersten ATG und liefert ein Protein
mit 257 Aminosauren das eine molekulare Masse von 33 kDa hat. Die zweite Isoform ist
N-terminal um 24 Aminosauren verkurzt. Hier durfte ein weiter N-terminal gelegenes ATG als
Startcodon benutzt werden, wodurch ein Protein mit einer molekularen Masse von 30 kDa
translatiert wird (vgl. Abbildung 5.12). Die kurze Isoform ist innerhalb der Vertebratengruppe
konserviert und die entsprechende Sequenz findet man von Fisch bis hin zum Menschen
(vgl. Abbildung 5.1). Im Gegensatz dazu ist die lange Isoform noch nicht einmal innerhalb
der Nagergruppe konserviert. Man findet die N-terminal verlangerte Isoform bei Ratte und
Maus aber nicht in Hamster (vgl. Abbildung 5.1). Botelho und Mitarbeiter zeigten durch
Datenbankanalysen dass die SYCP3 Gene in Ratte, Maus und Hamster neun Exons
besitzen, wobei das Startcodon ATG bei Ratte und Maus im Exon 1, bei Hamster im Exon 2
liegt. Dieses ATG in Exon 2 ist von Fisch bis Mensch konserviert und liegt bei der Ratte im
Leseraster zum ATG in Exon 1 weswegen es als alternatives Startcodon fungieren koénnte
(Botelho et al. 2001). Die langere Isoform ist also nach der Auftrennung von Hamster und
den Vorfahren von Maus und Ratte vor ca. 11 Millionen Jahren entstanden. Es kdnnte also
ein ATG in Exon 1 entstanden sein, und zwar an der Position an der das Hamster SYCP3
Gen ein AAG besitzt. Ob nun die zusatzliche Expression dieser N-terminal verlangerten

Isoform eine funktionelle Bedeutung hat ist bisher noch nicht bekannt.
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6.1.4 Heterozygote Mutationen in SC-Genen konnen einen Einfluss auf die
Fertilitat haben

In dieser Arbeit konnte erstmals eine Erklarung fir den gestdérten SC-Aufbau und die
Unfruchtbarkeit der Patienten mit einer heterozygoten Mutation im C-Terminus von SYCP3
gegeben werden. Wie von Miyamoto und Mitarbeitern beschrieben wurde, flihrt eine
heterozygote Mutation im SYCP3-Gen eines Patienten zu Azoospermie. Die Mutation betraf
den C-Terminus von SYCP3 wodurch das Ende der ,Coiled-Coil*-Doméane und das CM2
deletiert war. Diese Deletion hatte zur Folge, dass, ahnlich wie bei der sSYcp3™” Maus, die
Spermatogenese in der meiotischen Prophase | unterbrochen war. Zudem wurde gezeigt,
dass die C-terminale Region von SYCP3 des Menschen wichtig flir die Filamentbildung ist
(Miyamoto et al., 2003; vgl. 6.1.1). Auch fir das homologe Protein in Ratte konnte festgestellt
werden, dass eine Deletion des C-Terminus (Deletion des CM2) sich negativ auf die
Filamentbildung des Proteins auswirkt (vgl. 6.1.1).

Um zu untersuchen, wie sich eine heterozygote Mutation im SYCP3-Gen auswirken konnte,
wurde ein Koexpressionsexperiment, mit dem C-terminal trunkierten und dem wildtypische
SYCP3 der Ratte, durchgefuhrt. In diesen Versuch konnte gezeigt werden, dass die nicht-
filamentbildende C-terminale Deletionsmutante, ACM2-SYCP3, einen dominant-negativen
Effekt auf die Filamentbildung von wildtypischem SYCP3 hat. Beide Proteine sind nicht mehr
in der Lage Filamente auszubilden, sondern kolokalisieren aggregatformig im Zellkern (vgl.
5.1.7) Durch den dominat-negativen Effekt eines mutierten SYCP3-Proteins auf das
Verhalten des Wildtypischen kann nun erklart werden, dass eine heterozygote Mutation in
SC-Genen zu Unfruchtbarkeit fihren kann. Ein mutiertes SC-Protein wird ebenso, wie das
Wildtypische in meiotischen Zellen exprimiert, interagiert dort mit dem intakten Protein, so
dass dieses in seiner Funktion gestoért wird und nicht mehr seine Aufgabe im korrekten
Aufbau des SC erflillen kann. Fehler im SC-Aufbau haben haufig einen negativen Effekt auf
das Voranschreiten der Meiose was zu Fertilitatsproblemen fihrt (Pelttari et al., 2001; Yuan
et al., 2000; 2002; Miyamoto et al., 2003; Yang et al., 2006; Wang und H66g, 2006; de Vries
et al., 2005; Bolcun-Filas et al., 2007).

- 149 -



6. Diskussion

6.2 Polymerisationseigenschaften von SYCP3 sind evolutionar konserviert

Der Vergleich von orthologen SC Proteine aus taxonomisch entfernten Spezies stellt eine
weitere wichtige Saule dar, um den SC Aufbau und dessen Funktion besser verstehen zu
kénnen. Da es auf der einen Seite eine Fulle von Informationen Uber die SC Proteine aus
Maus, Ratte und Hamster gibt und auf der anderen Seite das Expressionmuster der SC
Proteine SYCP1 und SYCP3 in der evolutionar entfernten Fischspezies Medaka (Oryzias
latipes) erst seit kurzem bekannt ist (lwaietal., 2006), wurden in dieser Arbeit die
Eigenschaften von SYCP3 zwischen Ratte und Medaka verglichen. Hierzu wurde zunachst
ein Sequenzvergleich beider Proteine durchgeflihrt und anschlieRend die Polymerisations-

eigenschaften von SYCP3 aus Ratte und Medaka verglichen.

6.2.1 SYCP3 aus Ratte und Medaka haben eine konservierte Domanen-

organisation

Man geht davon aus, dass in der Evolution konservierte Domanen eines Proteins essentiell
fir seine Funktion sind. Um nun herauszufinden, welche Bereiche von SYCP3 zwischen
Ratte und Medaka evolutionar konserviert sind, wurden die Sequenzen beider Proteine
analysiert und miteinander verglichen. Es konnte gezeigt werden, dass obwohl sich SYCP3
aus Ratte und Medaka in der Aminosauresequenz deutlich voneinander unterschieden, sie
eine konservierte Domanenorganisation aufweisen. Beide Proteine besitzen einen
a-helikalen Bereich, welcher die Fahigkeit besitzt ,Coiled-Coil“-Strukturen zu organisieren
(Lupas et al., 1991) und der von nicht helikalen Domanen flankiert ist. Zudem konnte auch in
SYCP3 aus Medaka die im N- und C-Terminus liegenden konservierten Motive (CM1 und
CM2) identifiziert werden, wie sie auch fur die Proteinsequenz der Ratte beschrieben
wurden. Diese Motive weisen eine Uberdurchschnittliche hohe Ubereinstimmung in der
Aminosduresequenz auf und sind in ihrer Ladnge und Position innerhalb des Molekils
konserviert, was auf eine wichtige Rolle dieser Motive fur die Organisation von SYCP3
hindeutet (vgl. 6.1.1). Weiterhin wurde eine hdhere Sequenzubereinstimmung am Kopf- und
Schwanzende des a-helikalen Bereichs gefunden. Der restliche Teil der a-helikalen Region,
die sich auch in der Lange zwischen Ratte und Medaka stark unterscheidet, weist jedoch
eine sehr geringe Ubereinstimmung auf Aminosaureebene auf (vgl. Abbildung 5.15). Diese
Beobachtung passt zu den Erkenntnissen, welche Uber die homologen Sequenzen der
Intermediarfilamente gewonnen wurden. Auch hier konnten hoch konservierte Bereiche am
Kopf- und Schwanzende der a-helikalen Region identifiziert werden, welche sowohl fir die
longitudinale Aneinanderlagerung der Dimere als auch fir die laterale Assoziation der

Oligomere notwendig sind (Hermann und Aebi, 2004).
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6.2.2 SYCP3 aus Ratte und Medaka haben konservierte Polymerisations-

eigenschaften

Um die Polymerisationseigenschaften von SYCP3 aus Ratte und Medaka miteinander
vergleichen zu kénnen, wurde zuerst das Medaka Protein naher charakterisiert (vgl. 5.2.2).
Hierzu wurde zunachst ein polyklonaler Antikérper im Kaninchen hergestellt, welcher das
Medaka SYCP3 spezifisch erkennt und keine Kreuzreaktion mit SYCP3 der Ratte aufweist.
(vgl. Abbildung 5.20). Wie erwartet, konnte mit dem Medaka SYCP3 Antikorper die
Lateralelemente der Medaka SCs sowohl Uber Immunfluoreszenz als auch im
Elektronenmikroskop spezifisch nachgewiesen werden. Im Immunblot mit Hodengewebe
erkennt der Antikdrper eine einzelne 27 kDa Proteinbande (vgl. Abbildung 5.16; lwai et al.,
2006). Um nun die Polymerisationseigenschaften von SYCP3 aus Medaka genauer zu
analysieren wurde das Protein, wie es auch fir SYCP3 der Ratte durchgefiihrt wurde (vgl.
6.1.1), in COS-7 Zellen exprimiert und sein Verhalten auf morphologischer und
biochemischer Ebene untersucht. Das wildtypische Medaka SYCP3 ist in der Lage Filamente
zu bilden, welche netzartig im Cytoplasma und im Zellkern lokalisieren (vgl. Abbildung 5.17).
Auf ultrastruktureller Ebene konnte gezeigt werden, dass diese Filamente sich zu hoher
geordneten parakristalinen Strukturen, mit einem, sich alle 20 nm wiederholenden,
Banderungsmuster organisieren (vgl. Abbildung 5.18). Die biochemischen Untersuchungen
ergaben, dass diese Polymerstrukturen eine gewisse Stabilitdt aufweisen, da sie resistent
gegenuber Nukleasen und hohen Salzkonzentrationen sind (vgl. Abbildung 5.19). Somit
konnte gezeigt werden, dass SYCP3 aus Ratte und Medaka nicht nur eine konservierte
Doméanenorganisation aufweisen und an den LE lokalisieren, sondern auch vergleichbare
Polymerisationseigenschaften haben. Beide Proteine besitzen die Fahigkeit héher
geordnete, stabile Polymerstrukturen aufzubauen. So kann also Medaka SYCP3, ebenso wie
SYCP3 der Ratte, in die Klasse der Karyoskelettproteine zugeordnet werden. Diese
Ergebnisse deuten darauf hin, dass SYCP3 auch in niederen Vertebraten eine
Hauptstrukturkomponente des SC darstellt, die wichtig flr den Aufbau der LE ist.

Ein weiteres interessantes Ergebnis ist, dass trotz der Unterschiede auf Aminosaureebene
die Polymerisationseigenschaften von SYCP3 aus Ratte und Medaka evolutionar so stark
konserviert sind, dass beide Proteine miteinander interagieren und zu hdher geordneten
Strukturen kopolymerisieren kénnen. Werden wildtypisches SYCP3 aus Ratte und Medaka in
COS-7 Zellen koexprimiert, kdbnnen, ahnlich wie bei den Einzeltransfektionsexperimenten,
Filamente gebildet werden. Uber Doppelimmunlokalisation und elektronenmikroskopischer
Analyse konnte gezeigt werden, dass das Ratten- und das Medaka-Protein gemeinsam am
Aufbau der Polymerstrukturen beteiligt sind. Es wurde festgestellt, dass die Polymere hdher

geordnete parakristaline Strukturen ausbilden, welche zu den Polymeren der jeweils einzeln
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exprimierten SYCP3-Proteine zwar ahnlich aber nicht identisch sind (vgl. Abbildung 5.21 und
5.22). Verglichen mit dem sehr gleichmafRigen Banderungsmuster der SYCP3-Polymere aus
Ratte und Medaka ist die Querstreifung der koexprimierten Filamente deutlich diffuser. Die
Ausbildung dieser neuartigen parakristalinen Struktur deutet darauf hin, dass beide Proteine
zusammen flr den Aufbau der héher geordneten Strukturen verantwortlich sind.

In einer weiteren Serie von Experimenten konnten Hinweise darauf gegeben werden, dass
die Zusammenlagerung der SYCP3-Proteine aus Ratte und Medaka zu héhergeordneten
Polymerstrukturen eine Interaktion beider Proteine voraussetzt. Dieses Ergebnis wurde
durch Koexpresionsexperimente erzielt, in denen gezeigt werden konnte, dass eine nicht-
filamentbildenede C-terminale Deletionsmutante der einen Spezies einen dominat-negativen
Effekt auf die Filamentbildung des wildtypischen Proteins der anderen Spezies hat. So
verhindert ratACM2-SYCP3, welches in Einzeltransfektionsexperimenten Aggregate im
Zellkern bildet (vgl. Abbildung 5.23 A-A""), die Filamentbildung des wildtypischen Medaka
SYCP3, wobei beide Proteine aggregatformig im Zellkern verteilt kolokalisieren (vgl.
Abbildung 5.23 C-C'""). Auch umgekehrt unterbindet meACM2-SYCP3, welches in
Einzeltransfektionsexperimenten diffus im Zellkern verteilt vorliegt (vgl. Abbildung 5.23
B-B""), die Filamentbildung des wildtypischen SYCP3 der Ratte, wobei eine nukleare, diffuse
Kolokalisation beider Proteine detektiert wurde (vgl. Abbildung 5.23 D-D"""). Der dominat-
negativen Effekt eines mutierten SYCP3-Proteins auf das Verhalten eines Wildtypischen, wie
es auch unter 6.1.4 fur die C-terminale Deletionsmutante ACM2-SYCP3 auf das
wildtypischen SYCP3 der Ratte beschrieben wurde, deutet auf eine Interaktion beider
Proteine hin.

Zusammenfassend kann man also sagen, dass die Polymerisationseigenschaften der
orthologen SYCP3 Proteine aus den taxonomisch entfernten Spezies Ratte und Medaka
evolutionar konserviert sind. Obwohl sich in 450 Millionen Jahren Evolution deutliche
Sequenzunterschiede auf Aminosaureebene angehauft haben, besitzen beide Proteine die

Fahigkeit miteinander zu interagieren und héher geordneten Strukturen aufzubauen.
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6.3 Ausblick

Diese Arbeit stellt einen wichtigen Beitrag zum Verstandnis des Aufbaus des SC dar. Durch
die Erforschung der Eigenschaften von SYCP3 im heterologen System wurde eine
evolutionare Konserviertheit des Proteins in Vertebraten festgestellt. Weiterhin konnte ein
besseres Verstandnis der Polymerisationseigenschaften von SYCP3 erzielt werden, wobei
Funktionen einzelner Domanen auf das Verhalten von SYCP3 analysiert wurden. Wichtige
Fragen sind nun, wie sich die Mechanismen der SYCP3-Polymerisation am meiotischen
Chromosom darstellen, wie weitere Proteine diese Polymerisationseigenschaften durch
Interaktion beeinflussen und welche Funktion SYCP3 fir die Anlagerung der AE/LE an das
Chromosom hat. Bisher konnte keine direkte Interaktion von SYCP3 mit
Chromatinkomponenten der homologen Chromosomen nachgewiesen werden und im
Gegensatz zu den anderen Hauptkomponenten des SC, SYCP1 und SYCP2, besitzt das
Protein keine putativen DNA-Bindungsmotive (Meuwissen et al., 1992; Lammers et al., 1994
und Dobson et al., 1994). Allerdings wurde eine Interaktion mit SYCP2, einer weiteren
Hauptkomponente der AE/LE, beschrieben (Tarsounas et al., 1999; Pelttari et al., 2001 und
Yang et al., 2006). Ob dieses Protein allerdings eine Rolle bei der Anlagerung von SYCP3
am meiotischen Chromosom spielt ist bis jetzt noch unklar. Bekannt ist aber, dass es mit
Ausnahme der Telomere in SYCP3” Mausen zu keiner Anlagerung von SYCP2 an das
Chromosom kommt (Yuan et al., 2000; Liebe et al., 2004). Weiterhin konnte gezeigt werden,
dass, in Mausen, die ein verkirztes SYCP2 exprimieren, welches SYCP3 nicht mehr binden
kann, SYCP2 zwar am Chromosom lokalisiert, SYCP3 dagegen aggregatformig im Zellkern
verteilt vorliegt (Yang et al., 2006). SYCP2 scheint also die Polymerisation von SYCP3 zu
beeinflussen. Diese Erkenntnisse werden durch die Beobachtung aus Koexpressions-
experimente beider Proteine in somatischen Zellen unterstiitzt. Hier kolokalisieren beide
Proteine und bilden filamentahnliche, kurze Strukturen aus. SYCP3 kann also nicht wie in
Einzeltransfektionsexperimenten ausgedehnten filamentdésen Netzwerke bilden, sondern ist
in seiner Polymerisation beeintrachtigt (Pelttari et al., 2001). Dagegen scheint SYCP1, die
Hauptstrukturkomponente der TF, keinen Einfluss auf die Polymerisation von SYCP3 und
dessen Anlagerung ans Chromosom zu haben. Es konnte weder eine Interaktion von SYCP1
und SYCP3 nachgewiesen werden und in SYCP1” Mausen kommt es zur normalen
Ausbildung von AE (de Vries et al., 2005; Yuan et al., 1998).

Um nun den die Mechanismen des Auf- und Abbaus des SC besser verstehen zu kénnen,
mussen also noch viele Fragen geklart werden. Ein wichtiger Aspekt ist die Interaktion der
am SC-Aufbau beteiligten Proteine. Experimente, die zur Aufklarung dieser Fragen beitragen
konnen, sind die weitere Suche nach Interaktionspartnern von SYCP3. Dies kann Uber das

Hefe ,Two-Hybrid“-System und Uber Immunprazipitation erfolgen, wie es auch fir die
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Interaktion von SYCP1 mit SYCP2 durchgefuhrt wurde (Karoline, Diplomarbeit). So kénnten
Doménen in SYCP3 identifiziert werden, welche an der Bindung von SYCP2 beteiligt sind.
Ein weiteres interessantes Protein, dessen Bindungsfahigkeit an SYCP3 zu untersuchen
ware, ist die Kohasinuntereinheit Rad21. Dieses Protein kann zur gleichen Zeit und an den
gleichen Stellen wie SYCP3 nachgewiesen werden (Parra et al., 2004).

Einen weiteren Schwerpunkt der Untersuchungen sollte die Erforschung des Mechanismus
sein, welcher fiur den Auf- und Abbau der AE/LE verantwortlich ist. In dieser Arbeit wurde
gezeigt, dass sich eine simulierte Phosphorylierung von SYCP3 auf die Stabilitdt der
Polymerstrukturen auswirkt. Somit kdnnte der Phosphorylierungszustand von SYCP3 dafir
verantwortlich sein, ob sich stabile SC-Strukturen, in der friihen meiotischen Prophase |,
ausbilden oder ob es am Ende der meiotischen Prophse | zur Auflésung der AE/LE kommt.
Um diese Hypothese zu untermauern, sollten mit Hilfe eines Pachytan-Spermatocyten-
Zelllysats solche Phosphorylierungsstellen in SYCP3 identifiziert werden, welche unter
diesen experimentellen Bedingungen Zielstellen fur Kinasen sind.

Insgesamt bleibt die Meiose ein hochkomplexer Differenzierungprozess, in dem die
Synapse, Rekombination und Segregation der homologen Chromosomen miteinander
verknipft sind. Um diese komplexen Vorgange richtig verstehen und nachvollziehen zu
kénnen, ware es von Vorteil Kulturzellen aus Saugern, welche die Meiose durchlaufen, zur
Verfugung zu haben. Bislang sind jedoch alle Anstrengungen Stammzellen aus Sdugern zu
kultivieren, die in ausreichenden Mengen zu Keimzellen differenzieren, an technischen
Schwierigkeiten gescheitert. Es wurde allerdings eine Spermatogonienzelllinie aus Medaka
beschrieben, welche die Spermatogenese durchlauft und beweglichen Spermien
hervorbringt (Hong et al., 2004). Wenn die Menge an Zellen, welche diesen Prozess
durchlauft, deutlich erhéht werden koénnte, ware diese Zelllinie zur Charakterisierung von SC-
Proteinen geeignet, da die Polymerisationseigenschaften von SYCP3 zwischen Saugern und
niederen Vertebraten konserviert sind. Weiterhin konnte das homologe Protein SYCP1 in
Medaka identifiziert werden, das, ebenso wie in Saugern, an der Ausbildung der TF beteiligt
ist (Iwai et al., 2006). Denkbare Experimente waren RNAi Knockdown-Versuche um die
Auswirkungen des Funktionsverlustes von einem oder mehrerer Proteinen zu analysieren.
Weiterhin konnte durch Transfektion der Einfluss von Mutationen bestimmter Proteine

simuliert werden.
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7 Zusammenfassung

7.1 Zusammenfassung

Die Meiose ist eine besondere Art der Zellteilung, die wahrend der Keimzellreifung
stattfindet. Sie umfasst zwei aufeinander folgende Zellteilungen mit nur einer DNA-Repli-
kationsrunde, wodurch aus einer diploiden Ausgangszelle vier haploide Gameten entstehen.
In der ersten meiotischen Teilung werden die homologen Chromosomen miteinander
rekombiniert und voneinander getrennt, in der Meiose Il findet die Trennung der
Schwesterchromatiden statt. Fur den korrekten Ablauf dieser Prozesse musste sich eine
spezielle molekulare Architektur des meiotischen Chromosoms entwickeln welche die
Synapse der homologen Chromosomen durch den Synaptonemalkomplex (SC) beinhaltet.
SCs sind evolutionar hochkonservierte, meiosespezifische Proteinkomplexe, die eine
zentrale Bedeutung fiir Synapse, Rekombination und Segregation der homologen
Chromosomen haben. Ein SC besteht aus zwei lateralen Elementen (LEs), die den Achsen
der homologen Chromosomen aufgelagert sind, einer zentralen Region (CR) und einem
zentralen Element (CE). Eine Hauptstrukturkomponente der LEs in Vertebraten ist das
Synaptonemalkomplexprotein, SYCP3.

Um die molekulare Architektur des SC besser zu verstehen und die Bedeutung von SYCP3
fur die Zusammenlagerung der LE aufzudecken, wurden die Polymerisationseigenschaften
von SYCP3, exprimiert in somatischen Zellen, erforscht. In diesem experimentellen Ansatz
polymerisierte SYCP3 autonom zu stabilen, héher geordneten, filamentdsen Strukturen. Die
,Coiled-Coil“-Domane und die flankierenden, evolutionar konservierten Motive sind dabei
notwenig, und nach Deletion des weniger konservierten N-terminalen Bereichs auch
ausreichend fur die Bildung der hoher geordneten Strukturen. Der N-Terminus hingegen
spielt eine Rolle in der Stabilitdt der Polymarstrukturen, welche durch Phosphorylierung
zweier Serinreste im N-terminalen Bereich beeinflusst werden kénnte.

Obwohl die Struktur des SC in der Evolution hochkonserviert ist, sind die Protein-
komponenten auf Aminosauresequenzebene sehr unterschiedlich und weisen wenn
Uberhaupt eine strukturelle Homologie in ihrer Domanenorganisation auf. Um den SC-Aufbau
und dessen Funktion besser verstehen zu kdnnen, wurden die orthologen SC-Proteine
zwischen taxonomisch entfernten Spezies Ratte und Medaka verglichen. Es konnte gezeigt
werden, dass trotz der Unterschiede in den Aminosauresequenzen die sich in den letzen 450
Millionen Jahren zwischen Fisch- und S&augern-SYCP3 akkumuliert haben, die
Eigenschaften der Proteine vergleichbar sind, und das sie unter experimentellen
Bedingungen miteinander interagieren und zu hoher geordneten Strukturen kopolymerisieren

kdnnen.
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7.2 Summary

Molecular Architecture of Meiotic Chromosome:

Properties and Evolution of Synaptonemal Complex Protein SYCP3
Meiosis is a germ line specific, special type of cell division which creates haploid daughter
cells from a diploid cell in a manner that ensures each daughter cell a complete haploid
genome. A meiotic cell undergoes two cell divisions without an intervening DNA replication
step. In the first meiotic division the homologous chromosomes get separated and
recombination takes place, while the sister chromatids remain associated until the second
meiotic division. To align the homologue chromosomes in meiotic prophase I, a specialized
structure has evolved the so called synaptonemal complex (SC).

SCs are meiosis-specific nuclear structures that are critically involved in synapsis,
recombination and segregation of homologous chromosomes. SYCP3 is a major determinant
of axial/lateral element assembly of the mammalian SC. To investigate the contribution of
SYCP3 in the assembly of axial/lateral elements, | studied SYCP3 polymerization in a
heterologous system where SC proteins are not expressed normally. Under these
experimental conditions SYCP3 on its own can form higher order structures that, like SCs,
are largely resistant to harsh cell fractionation procedures. | also obtained compelling
evidence that the SYCP3 coiled-coil domain together with two flanking, evolutionary
conserved motifs (CM) are necessary and also sufficient for higher order structure assembly.
Notably, most of the SYCP3 N-terminus appears to be dispensable for polymerization, but
plays a key role in the stability of polymer structure. | show that two N-terminal serine
residues at positions 32 and 35 are crucial. Their mutation to glutamate residues, whereby
phosphate charges are mimicked, leads to the formation of altered higher order structures
showing a significantly reduced binding strength. The results are compatible with the notion
that SYCP3 provides mechanical stability to SC axial/lateral elements that can be regulated
by phosphorylation events.

Although the SC structure is conserved in evolution this is not the case for its protein
components. To provide information on SC proteins which would be important for our
understanding of the conserved SC structure and function, here | compared ortholog SYCP3
proteins of two evolutionary distant vertebrate species, namely rat and medaka fish. To this
end | have investigated the polymerization properties of both proteins by
immunocytochemistry, electron microscopy and cell fractionation. | found that despite of the
sequence differences that have accumulated over the last 450 million years mammalian and
fish SYCP3 have similar properties that allow them to co-assemble higher order structures

under experimental conditions.
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