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Einleitung

1. Einleitung

Die Reproduktion gehort zu den Grundeigenschaften aller lebenden Organismen. Im
Gegensatz zur asexuellen Fortpflanzung, bei der aus der Ursprungsgeneration durch
mitotische Teilungen genetisch weitgehend identische Nachkommen hervorgehen,
ermdglicht die sexuelle Reproduktion eine optimale Anpassung an sich standig
verandernde Umweltbedingungen. Dies ist zum einen auf die Rekombination des
Erbmaterials zwischen den homologen Chromosomen und zum anderen auf die
zufallige Kombination mautterlicher und vaterlicher Gene bei der Segregation auf die
Tochterzellen zurtckzufuhren. Wahrend der Befruchtung verschmelzen schlief3lich
eine mannliche und eine weibliche Keimzelle zu einer Zygote, aus der ein neuer
Organismus hervorgeht.

In den folgenden Teilabschnitten werden der Ablauf der Meiose und die damit
verbundenen Besonderheiten in der Architektur der Chromosomen detailliert
beschrieben. Dabei wird der Schwerpunkt auf dem Synaptonemalkomplex (SC)
liegen, einer proteindsen Struktur, die sich wahrend der Prophase | der Meiose
strickleiterartig entlang der Achsen der gepaarten, homologen Chromosomen

erstreckt.

1.1 Meiose

Fur die Entstehung der Keimzellen aller sexuell reproduktiven Organismen ist eine
spezielle Form der Zellteilung notwendig, die Meiose. Sie wird auch als Reifeteilung
bezeichnet. Im Gegensatz zur Mitose, der einfachen Zellteilung, bei der sich an eine
Replikationsphase (S-Phase) eine Teilungsphase anschlief3t, folgen bei der Meiose
zwei Teilungsschritte auf eine Replikationsrunde. Dabei entstehen aus einer
diploiden Keimzelle (2n, 4c) vier haploide Tochterzellen (1n, 1c). Die Meiose |
schliel3t sich an die DNA-Replikation in der S-Phase an und umfasst mehrere
Prozesse, die Synapsis, die Rekombination und die Segregation der homologen
Chromosomen auf zwei Tochterzellen. Dabei kommt zur Trennung der homologen
Chromosomen. Die entstehenden Tochterzellen besitzen jeweils nur noch einen
einfachen Chromosomensatz, der zwei Chromatiden umfasst (1n, 2c). Im zweiten
Teilungsschritt, der sich direkt, ohne eine erneute S-Phase an die Meiose |
anschliet, werden die Schwesterchromatiden voneinander getrennt. Diese Phase

wird auch als Meiose Il oder Aquationsteilung bezeichnet und gleicht in ihren
7
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Grundprinzipien einer mitotischen Teilung. Die Chromosomen ordnen sich entlang
der Aquatorialebene an und die Schwesterchromatiden werden schlieRlich
voneinander getrennt und zu den gegenuberliegenden Spindelpolen gezogen. Am
Ende der Meiose Il entstehen vier Tochterzellen mit einem einfachen
Chromosomensatz. Dann bestehen die Chromosomen jeweils nur noch aus einer
Chromatide (1n, 1c).

Der Unterschied zwischen der Mitose und Meiose besteht also darin, dass aus der
Mitose haploide Zellen hervorgehen und die Meiose, durch die zwei aufeinander
folgenden Teilungen, haploide Tochterzellen hervorbringt. Ein Vergleich zwischen

den beiden Teilungsmechanismen ist in Abbildung 1.1 schematisch dargestellt.

1
3
?

----- S-Phase |— - —=|Teilungsphasg |= + = - =t =t = i =t =t =m0 = o =

Meiose Meiose | Meiose Il

Abbildung 1.1: Vergleich zwischen Mitose und Meiose. Zur Vereinfachung sind
das vaterliche (blau) und mutterliche (rot) Chromosom verschiedenfarbig

dargestellt.

Fir die notige Dynamik der Chromosomen wahrend der meiotischen
Teilungsprozesse spielt deren spezifische Architektur eine grundlegende Rolle.
Dabei bedarf es dem Einsatz verschiedenster Proteine und Proteinkomplexe, die in

den folgenden Abschnitten explizit beschrieben werden.
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1.1.1 Meiosel

Die Meiose | kann in vier einzelne Phasen gegliedert werden: Prophase |, Metaphase
|, Anaphase | und Telophase I.

Nach abgeschlossener DNA-Replikation in der S-Phase treten die Zellen in die
Prophase | ein. Diese ist gekennzeichnet durch ihre lange Dauer, die einige Tage bis
hin zu mehreren Jahren umfassen kann. Sie beinhaltet dabei all die Prozesse,
welche die Meiose grundsatzlich von der Mitose unterscheiden. Man kann die
Prophase | wiederum in funf einzelne Stadien unterteilen. Vier dieser Stadien
(Leptotan bis Diplotan) sind aufgrund ihrer Besonderheiten in der Chromosomen-

Architektur in Abbildung 1.2 schematisch dargestellt.

Kohesine
} AE

Leptotin b
Schwesterchromatiden
Zygotan CE R } ot

W R ...
N SYCP2
AE>>LE

Kohesine

MVAVAVAVAYAVAYA

- LE mrrewrrrrrrrrrerrrr e
Pachytan CE L..-...I.......L....-.-...lll... } -

= VWMV

Diplotan

Abbildung 1.2: Das Verhalten der homologen Chromosomen und die Bildung
des Synaptonemalkomplexes wahrend der einzelnen Stadien der meiotischen

Prophase I.
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Im Leptotéan (von leptos, griech. dinn), dem ersten Stadium der Prophase |, kommt
es zur Kondensation der Chromosomen durch die Bindung von meiosespezifischen
Kondensin- und Kohasinkomplexen (ausfuhrlich beschrieben in 1.2). Dabei werden
die Chromosomen im Mikroskop als dinne, fadige Strukturen sichtbar. Die
Centromere bilden die Kinetochore aus, die spater, in der Metaphase |, als
Anheftungspunkte fur die Spindelfasern dienen. Entlang der Chromosomenachsen
formieren sich die Axialelemente (AE), Strukturen aus SC-Proteinen und Kohasinen
(de Boer & Heyting, 2006; Jessberger & Revenkova, 2006), aus denen schliel3lich
die Lateralelemente des Synaptonemalkomplexes hervorgehen werden (siehe
Abbildung 1.2). Die Telomere der Chromosomen heften sich die Uber spezifische
proteindse Strukturen, die als ,Attachment plates” bezeichnet werden, an die innere
Membran der Kernhille an (Liebe et al., 2004). Des Weiteren wird die Rekombination
eingeleitet. Katalysiert durch das Enzym Spo11 (Keeney, 1997), werden dabei
Doppelstrangbiche (DSBs) in den Chromosomen induziert. Zwischen den
Axialelementen der gepaarten Homologen kommt es zur Ausbildung von DNA-
Bricken. Diese Interaktionen werden als ,Axiale Assoziationen® bezeichnet (AA) und
erscheinen als ca. 400 nm grof3e Verbindungen zwischen den Chromosomen (Albini
und Jones, 1984; Tesse et al., 2003).

Beim Ubergang zur nachsten Phase, dem Zygotén (von zygos, griech. Paar), bildet
sich das so genannte ,Bouquet-Stadium® (Scherthan et al., 1996; Zickler & Kleckner,
1998). Dabei bewegen sich alle Telomere zu einem begrenzten Bereich der
Kernhille, der dem Centrosom zugewandt ist. Dabei scheint es, als wirden die
Chromosomen blumenstrauRartig ins Innere des Nukleoplasmas ragen. Die
Bewegungen der Chromosomen vor Beginn, wahrend und nach Beendigung des
Bouquet-Stadiums sollen in Abbildung 1.3, stark vereinfacht, verdeutlicht werden. Im
weiteren Verlauf des Zygotans schreitet die Kondensation der Chromosomen voran
und die Ausbildung des Synaptonemalkomplexes beginnt. Hierbei werden die
Axialelemente  zwischen den  Homologen durch in sich greifende
Transversalfilamente reildverschlussahnlich miteinander verknupft. Die Geschlechts-
chromosomen, am Beispiel der mannlichen Sauger (XY), werden nicht vollstandig
Uber einen SC miteinander verbunden, sondern paaren sich nur Uber Kkleine
homologe Bereiche, die als ,pseudoautosomale Regionen® bezeichnet werden. Im

Mikroskop heben sich die mannlichen Geschlechtschromosomen der Sauger
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aufgrund ihrer starker ausgepragten Kondensation deutlich vom restlichen Chromatin
ab. Sie werden als ,XY-Body“ bezeichnet (Solari, 1974; Handel, 2004).

Leptotan Zygotin Pachytan

Abbildung 1.3: Bewegungen der Telomere (griin) wahrend der Bildung und Auflésung
des ,Bouquet‘-Stadiums. Die vaterlichen Chromosomen sind in blau, die mutterlichen

Chromosomen in rot und das Centrosom ist in blau-grau dargestellt.

An das Zygotan schliel3t sich das Pachytdn (von pakhus, griech. dick) an. Diese
Phase bildet den zeitlich langsten Abschnitt der Meiose. Das Bouquet-Stadium wird
aufgeldst und die Telomere verteilen sich wieder an der gesamten Kernhulle (siehe
Abb. 1.3). Die Bildung des Synaptonemalkomplexes ist abgeschlossen und die
homologen Chromosomenpaare sind in ihrer kompletten Lange Uber den SC
miteinander verbunden. In diesem Zustand bezeichnet man die homolog gepaarten
Chromosomen auch als Bivalente. Im Mikroskop erscheinen diese als kurze, dicke,
fadige Strukturen. In Abbildung 1.4 ist eine elektronenmikroskopische Aufnahme
eines Synaptonemalkomplexes der Ratte aufgefuhrt. Man erkennt darauf deutlich die
beiden Lateralelemente, die sich entlang der Chromosomenachsen erstrecken. In
der Zentralen Region bildet sich parallel zu den LE das Zentrale Element (CE) aus.
Dieses entsteht durch die Uberlappung der Transversalfilamente und der
Einlagerung verschiedener anderer Proteine. Neben der Bildung der Synapse
schreitet die Rekombination weiter voran. Zwischen den Bivalenten findet dabei ein
Uberkreuzter Austausch von homologen Sequenzen statt, der als ,Crossover”
bezeichnet wird.

Das anschlieRende Diplotdn (von diploos, griech. doppelt) ist durch eine kurzzeitige

Dekondensation der Chromosomen gekennzeichnet. Die Bivalente trennen sich
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unter Auflésung der Synaptonemalkomplexe. Sie
bleiben bis in die Metaphase | nur noch an den
Chiasmata miteinander verbunden, jenen
Stellen, an denen ,Crossover® erfolgte (siehe
Abb. 1.2). Im Diplotan-Stadium verbleiben
Sauger-Oocyten teilweise Uber Jahrzehnte lang
arretiert. Durch eine vorubergehende Aufhebung
der Kondensation kann aktive Genexpression
stattfinden.

In der darauf folgenden Diakinese (von
diakinein, griech. auseinander bewegen) kommt
es erneut zu einer starken Kondensation des
Chromatins. Als Folge dessen kommt die
Genexpression wieder zum Stillstand. Die
Chiasmata und sogar die einzelnen Chromatiden

werden im Lichtmikroskop deutlich sichtbar.

Diese Phase stellt den Ubergang zur Metaphase
Abbildung 1.4:  Elektronen-

mikroskopische Aufnahme des

| dar.

Am Ende der Prophase | 16st sich die Kernhille
. Synaptonemalkomplexes aus
auf und es kommt zur Ausbildung des
Ratte (Aufnahme von Prof. Dr.

meiotischen Spindelapparates. In der Metapase Ricardo Benavente).

I ordnen sich die Homologen, die noch immer an

den Chiasmata verbunden sind, in der Aquatorialebene an. Hierbei ist es wichtig,
dass jedes homologe Chromosom nur mit jeweils einem Spindelpol in Kontakt tritt, so
dass zu diesem Zeitpunkt der Meiose die Chromatiden noch nicht voneinander
getrennt werden. Die Spindelfasern diurfen sich demzufolge nur einseitig an das
Kinetochor eines Chromosoms anheften. Fur die spezielle Architektur der
Chromosomen wahrend dieser Phase sind spezifische Kohasine notwendig, die den
Zusammenhalt der Schwesterchromatiden ermdglichen. Diese werden ausfuhrlich in
Abschnitt 1.2 beschrieben. Zu Beginn der Anaphase | kommt es zwischen den
Homologen zur Auflésung der Chiasmata. AuRerdem heften sich die Spindelfasern
einseitig an die Kinetochore an und trennen schliel3lich die homologen
Chromosomen voneinander, indem sie diese zu den gegenuberliegenden

Spindelpolen ziehen. Da es dem Zufall Uberlassen ist, welches der beiden
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homologen Chromosomen Kontakt zu welchem Spindelpol aufnimmt, erfolgt die
Segregation der vaterlichen und mutterlichen Chromosomen wahrend der Anaphase
| unwillkirrlich. In der sich anschlielienden Telophase I erfolgt die Neubildung der
Kernhulle. Das Chromatin dekondensiert und es bilden sich zwei Zellkerne aus.
Dabei beinhaltet jeder dieser Kerne einen vollstandigen Chromosomensatz,

bestehend aus je zwei Chromatiden (1n, 2c).

1.1.2 Meiose ll

Auf die Telophase | folgt eine kurze Interphase, jedoch keine DNA-Replikation. Die
Meiose Il schliefdt sich also direkt an die Meiose | an. In der Prophase Il bilden sich
die Kinetochore aus, an die sich beim Ubergang zur Metaphase Il die Spindelfasern
anheften. Dadurch werden die Chromosomen in der Metaphaseplatte ausgerichtet.
In der darauf folgenden Anaphase Il kommt es zur Spaltung der Kohasinkomplexe in
der Centromerregion und damit zur Trennung der Schwesterchromatiden. Diese
werden zu den gegenuberliegenden Spindelpolen gezogen. In der Telophase Il
erfolgt die Neubildung der Kernhulle und letztendlich entstehen vier Gameten mit
einem jeweils haploiden Chromosomensatz. Dabei besteht jedes Chromosom aus
nur einer Chromatide (1n, 1c). Diese Gameten sind genetisch unterschiedlich,
einerseits aufgrund der Rekombination zwischen den Homologen wahrend der
Prophase | und andererseits aufgrund der zufalligen Segregation vaterlicher und

matterlicher Chromosomen wahrend der Anaphase |.

1.1.3 Geschlechtsdimorphismus im Hinblick auf die Meiose der Sauger

In Saugern existieren zahlreiche Unterschiede zwischen der mannlichen und
weiblichen Meiose. Diese sollen im folgenden Abschnitt naher erlautert werden.

Ein grolder Unterschied liegt beispielsweise in der zeitlichen Regulation. Im Falle
der Weibchen beginnt die Meiose schon wahrend der embryonalen Entwicklung.
Dabei durchlaufen alle Keimzellen synchron die Prophase | bis zum Diplotan. In
diesem Stadium verbleiben dann bis zum Beginn der geschlechtlichen Reife arretiert.
Bei den mannlichen Saugern hingegen, beginnt die Meiose erst mit dem Eintreten
der Pubertat und wird von diesem Zeitpunkt an kontinuierlich durchlaufen.

Ein weiterer Dimorphismus liegt in der Synchronitat. Wie bereits erwahnt, treten bei
den weiblichen Saugern wahrend der Embryonalentwicklung alle Keimzellen
synchron in die Meiose | ein. Nach Beginn der Pubertat setzen dann kleinere

Gruppen von Oocyten zyklusbedingt asynchron die Meiose fort. Bei den Mannchen
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hingegen erfolgt der Eintritt in die Meiose in kontinuierlichen Wellen wahrend der
gesamten geschlechtsreifen Phase. Dabei werden fur jeden Schub neue
Spermatozyten durch mitotische Teilungen der Spermatogonien (Stammzellen)
nachgeliefert.

Des Weiteren unterscheiden sich die Geschlechter hinsichtlich  der
Gametenproduktion. Wahrend bei der mannlichen Meiose aus einer diploiden
Keimzelle vier haploide Gameten hervorgehen, liefert die weibliche
Reduktionsteilung nur einen Gameten. Die drei anderen haploiden Zellen, die bei der
weiblichen Meiose entstehen, werden als Polkorperchen bezeichnet. Diese sind
aufgrund inaqualer Teilungen haufig sehr klein und werden schliel3lich abgebaut.

Der vierte Unterschied besteht in den Ruhephasen. Davon treten bei den Weibchen
zwei auf. Eine in der Embryonalentwicklung nach Erreichen des Diplotans. Diese
Ruhephase wird bis zur zyklusbedingten Wiederaufnahme wahrend der
Geschlechtsreife aufrechterhalten. Die zweite Ruhephase tritt dann in der Metaphase
Il ein und bleibt erhalten bis zum Zeitpunkt der Befruchtung. Derartige Ruhephasen
kommen bei den Mannchen nicht vor.

Auch hinsichtlich der Morphologie unterscheiden sich die Keimzellen der
Geschlechter. Jede einzelne Oocyte liegt isoliert von anderen Oocyten im Ovar vor
und ist von versorgenden Granulosazellen umgeben. Die sekundaren Spermatozyten
und die Spermatiden im Hoden der Mannchen hingegen, stehen Uber
cytoplasmatische Brucken direkt miteinander in Verbindung und sind von
versorgenden Sertolizellen umgeben.

Ein weiterer Geschlechtsdimorphismus besteht im Hinblick auf die Auswirkungen von
Mutationen meiosespezifischer Gene. So haben Untersuchungen an verschiedenen
Knock-out-Mausen gezeigt, dass sich Weibchen und Mannchen im Phanotyp
deutlich unterscheiden koénnen. Beispielsweise sind weibliche Sycp3 Knock-out
Mause subfertil, die mannlichen Mause hingegen sind steril (Yuan et al., 2000; Kolas
et al., 2004). Beim Betrachten vieler der bisher generierten Knock-out-Mause
(Ubersicht in Morelli und Cohen, 2005), bei denen Gene betroffen sind, die eine Rolle
in der Meiose spielen, ist es auffallig, dass die Sterilitat bei den Mannchen viel
haufiger auftritt, als bei den weiblichen Mausen. Oocyten scheinen demnach die

fehlenden Genprodukte besser kompensieren zu kénnen als Spermatozyten.
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1.2 Kohasine und Kondensine

Sowohl in der Mitose als auch in der Meiose vermitteln spezifische Kohasin- und
Kondensinkomplexe den Zusammenhalt der Schwesterchromatiden wahrend der
DNA-Replikation in der S-Phase bis hin zum Ubergang von Metaphase zu
Anaphase. Diese proteindsen Komplexe sind von der Hefe bis zu den Saugern
evolutionar hochkonserviert.

Kondensine dienen, wie der Name schon vermuten lasst, der Kondensierung des
Chromatins wahrend der Mitose und Meiose. Kondensinkomplexe wurden erstmals
im sudafrikanischen Krallenfrosch (Xenopus laevis) identifiziert, konnten aber auch in
zahlreichen anderen Organismen, bis hin zum Menschen (Schmiesing et al., 2000;
Kimura et al., 2001) detektiert werden. Sie setzen sich aus funf Proteinuntereinheiten
zusammen: SMC2/CAP-E und SMC4/CAP-C aus der SMC-Proteinfamilie (structural
maintenance of chromosome) und den Nicht-SMC-Proteinen CAP-D2, CAP-G und
CAP-H (Hirano et al., 1997).

Die Kohasine mitotischer Saugerzellen bestehen aus vier Protein-Untereinheiten:
SMC1 und SMC3, sowie den beiden Nicht-Strukturproteinen RAD21 und einer SA-
Isoform (SA1 oder SA2; Losada et al., 2000; Sumara et al., 2000). Die beiden SMC-
Proteine SMC1 und SMC3 weisen ausgedehnte Regionen mit Coiled-Coil-Charakter
auf. Sie bilden Dimere aus, die sich dann als ringartige Strukturen um die
Chromatinfasern der Schwesterchromatiden legen (Gruber et al., 2003; Haering et
al., 2004). Die Ringe werden schlieRlich von RAD21 und SA1 bzw. SA2 geschlossen
(siehe Abbildung 1.5). Die Offnung des Ringes wahrend der Anaphase und somit die
Trennung der Schwesterchromatiden wird durch das Enzym Separase induziert.
Dabei kommt es zu einer proteolytischen Spaltung von RAD21 (Nasmyth et al.,
2001).

1.2.1 Kohasine wahrend der Meiose

Zwei aufeinander folgende Teilungsphasen wahrend der Meiose stellen naturlich
eine Herausforderung fur die Zellen dar. Denn die Segregation der Chromosomen
auf die entstehenden Tochterzellen muss korrekt erfolgen. Bei der Trennung der
Homologen wahrend der Meiose | darf es nur zur Auflosung der Kohasion zwischen
den Chromosomenarmen der Schwesterchromatiden kommen, wahrend die
Kohasion an den Centromeren bis zum Ubergang von Metaphase Il zu Anaphase I

aufrechterhalten werden muss. Erst dann darf es zu einer Trennung der Chromatiden
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kommen. Wahrend der Meiose konnten besondere Kohasinkomplexproteine
identifiziert werden, die innerhalb der Mitose nicht vorkommen. In meiotischen
Saugerzellen wird SMC1 durch SMC1p erganzt (Revenkova et al., 2001), RAD21
durch RECS8 (Parisi et al., 1999; Watanabe et al., 1999) und STAG3 kann die beiden
SA-Isoformen ersetzen (Prieto et al., 2001). Wahrend die drei hier benannten
meiose-spezifischen Proteinkomponenten ausschlieRlich in Keimzellen vorkommen,
konnten die Komponenten SMC1a, RAD21 (Prieto et al., 2002; Parra et al., 2004; Xu
et al.,, 2004) und SA2 (Prieto et al., 2002) sowohl in mitotischen als auch in
meiotischen Zellen nachgewiesen werden. Aufgrund dieser gleichzeitigen Prasenz
der Proteine wird angenommen, dass in der Meiose mehrere Komplexvarianten
parallel existieren (Mc Dougall et al., 2005; Revenkova and Jessberger, 2006) und
unter Umstanden verschiedene Aufgaben Ubernehmen kdnnen. Beispielsweise gibt
es solche Zellen, die entweder REC8 oder RAD21 enthalten, oder andere bei denen
SMC1a durch SMC1p ersetzt ist (Suja und Barbero, 2009) und wieder andere, die
SA2 oder STAG3 enthalten. Zum besseren Verstandnis sind die verschiedenen
Varianten in Abbildung 1.5 schematisch dargestellt. Die Kohasine SMC1a, SMC1,
SMC3, STAG3, sowie REC8 sind wahrend der kompletten Prophase | nachweisbar.
Im spaten Leptotdn sind SMC1a, SMC1 und SMC3 punktférmig an den
Axialelementen und spater, wahrend der Synapse im Pachytdn und bei der
Desynapse im Diplotan, an den Lateralelementen lokalisiert. Alle drei kénnen
zusammen mit SYCP2 und SYCP3 ko-immunprazipitiert werden, was fir eine
bestehende Interaktion zwischen den Proteinen spricht (Eijpe et al., 2000;
Revenkova et al., 2001, Lee et al., 2003). Jedoch nur SMC1p und SMC3 verbleiben
auch nach der Auflésung der Synapse im Diplotan an den LE. Danach verschwinden
beide von den Chromosomenarmen und akkumulieren wahrend der Diakinese bis
hin zur Metaphase | an den Centromeren. SMC1a hingegen ist nach dem Diplotan
nicht mehr detektierbar (Revenkova et al., 2001). STAG3 ist an den AE/LE vom
Leptotdn bis zum Diplotan nachweisbar. Wahrend der Diakinese liegt es dann
ebenfalls akkumuliert an den Centromeren vor, ist aber auch in der so genannten
.interchromatid-Region“ zwischen den Schwesterchromatiden detektierbar (Suja et
al., 1999; Prieto et al., 2001). RECS ist in den Kernen schon vor der pra-meiotischen
S-Phase nachweisbar und ist noch vor SMC18, SMC3, SYCP2 und SYCP3 an den
Axialelementen vorhanden. Dort ist es dann bis zur Diakinese, und somit vor,

wahrend und nach der Synapse, nachweisbar. Genau wie STAG3 ist auch RECS8 bis
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hin zur Metaphase | an den Bivalenten im Centromer und entlang der Interchromatid-
Region nachweisbar. REC8 interagiert mit SMC1p, nicht aber mit SMC1a (Eijpe et
al., 2003; Lee et al., 2003). RAD21 findet man in meiotischen Zellen auch vom
Leptotan bis hin zum Diplotan entlang der AE/LE. Im spaten Diplotan kolokalisiert es
mit SYCP3 an Akkumulationen entlang der Lateralelemente des aufgeldsten SC.
Beide |I6sen sich wahrend der Diakinese von den Chromosomenarmen ab. Ein Teil
von RAD21 ist wahrend der Diakinese auch an den Centromeren nachweisbar (Suja
and Barbero, 2009).

SMC1a

SMC1o SMC1B
D21 EC8
STAG3
SMC1p
RAD21
STAG3
Mitose Meiose

Abbildung 1.5: Strukturelle Zusammensetzung der Kohasinkomplexe wahrend der Mitose

und Meiose in Sdugern.

Fasst man alle Expressions- und Verteilungsmuster zusammen, so kommt man zu
dem Schluss dass der Komplex SMC10/SMC3/REC8/STAG3 aufgrund der SMC1a-
Komponente nur bis zum Diplotan zu existieren scheint. Somit konnte dieser
Komplex eine spezielle Rolle in der Meiose |, und demnach im Zusammenhalt der

Schwesterchromatiden, bei der Trennung der Homologen ubernehmen. Die beiden
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Kohasinkomplexe SMC1p/SMC3/REC8/STAG3 und SMC1p/SMC3/RAD21/STAG3
(Abbildung 1.5) sind in der Meiose | an den Chromosomenarmen und bis zur
Metaphase Il an den Centromer-Regionen moglich. Sie kénnten demzufolge in
beiden Teilungsphasen der Meiose eine wichtige Rolle ibernehmen. Neben den hier
genannten Komplexen, sind auch noch weitere Kombinationen der einzelnen
Komponenten mdglich, die bisher jedoch nicht bestatigt werden konnten.

Die Kohasion der Chromosomenarme wird zwischen der Metaphase | und der
Anaphase | durch eine Separase-vermittelte Aufspaltung der REC8-Untereinheit
geldst (Buonomo et al., 2000). In der Spalthefe wurde eine Proteinfamilie namens
Shugoshin identifiziert, die auch in Sadugern bis hin zum Menschen vorkommt. Diese
Proteine schitzen die Kohasinkomplexe im Centromer-Bereich bis zur Metaphase I
vor dem Separase-vermittelten Abbau. Dabei rekrutieren sie PP2A, eine spezifische
Serin/Threonin-Protein-Phosphatase, und verhindern somit die fur die Separase
notwendige Phosphorylierung der Kohasinkomponenten an den Centromeren
(Kitajima et al., 2004; Kitajima et al., 2006; Riedel et al., 2006).

Trotz des Vorkommens mehrerer Kohasinkomplexe in der Meiose, scheint jede
einzelne Komponente eine wichtige Rolle zu Ubernehmen. Dies zeigen
Untersuchungen an verschieden Knock-out-Mausen. In Smc78"-Mausen konnten
erhebliche Probleme in der SC-Bildung festgestellt werden. Aul’erdem sind die
betreffenden Tiere in beiden Geschlechtern infertil (Revenkova et al., 2004). Bei den
mannlichen Smc18”-Tieren wird die Meiose bereits im Pachytan gestoppt. Dabei
liegen die Axialelemente in verkurzter Form vor. Die Synapse erfolgt unvollstandig
und die Kohasion an den Chromosomenarmen und den Centromeren I0st sich
frihzeitig auf. In den Smc78” Weibchen wird die Meiose bis zur Metaphase I
durchlaufen. Durch die Probleme in der SC-Bildung und der Kohasion kommt es zu
massiver Aneuploidie. Den Phanotypen zu Folge ubernimmt SMC1f nicht nur eine
wichtige Funktion in der Kohasion an sich, sondern ist auch mafigeblich an der
Bildung der Axial- bzw. Lateralelemente der SC beteiligt.

Eine Infertilitat bei beiden Geschlechtern konnte auch in Mausen beobachtet werden,
bei denen alle codierenden Rec8-Exons gezielt deletiert wurden (Xu et al., 2005). In
den meiotischen Zellen dieser Tiere sind Axialelement-ahnliche Strukturen
vorhanden, in denen auch SYCP2 und SYCP3 nachgewiesen werden konnten. Eine
Synaptonemalkomplexbildung erfolgt jedoch nicht, wie normal, zwischen den

homologen Chromosomen, sondern findet zwischen den Schwesterchromatiden
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statt. Dabei haben RAD21 und SMC3 die gleichen Verteilungsmuster wie in
wildtypischen meiotischen Zellen. Daraus lasst sich schlussfolgern, dass die
einzelnen Kohasinkomplexe wahrend der Meiose tatsachlich unterschiedliche
Funktion zu Ubernehmen scheinen. In einer weiteren mutanten Mauslinie (mei8) mit
einem zerstorten Rec8-Allel, sind die homozygoten Mannchen und Weibchen steril
(Bannister et al., 2004). Wahrend der Meiose ubernimmt REC8 demnach wichtige

Funktionen in Kohasion, Synapsis und Rekombination.

1.3 Der Synaptonemalkomplex

Die evolutionar konservierte Struktur des Synaptonemalkomplexes wurde in den
50er Jahren erstmals durch elektronenmikroskopische Untersuchungen an
meiotischen Zellen in Krebs-Hoden entdeckt (Moses, 1956; Fawcett, 1956). Der SC
setzt sich aus verschiedenen meiosespezifischen Proteinkomponenten zusammen
und kann wahrend der Prophase | in meiotischen Zellen detektiert werden. Die
proteindse Struktur verknlpft die gepaarten, homologen Chromosomen und erstreckt
sich dabei strickleiterartig entlang der Chromosomenenachsen. Er ist mal3geblich an
Synapsis, Rekombination und korrekter Segregation der Homologen wahrend der
ersten meiotischen Teilungsphase beteiligt.

Der vollstandige SC, so wie er im Pachytan meiotischer Zellen vorkommt, besteht
aus zwei Lateralelementen (LE), die sich parallel entlang der kompletten
Chromosomenachsen der gepaarten Homologen erstrecken. Diese werden von
zahlreichen Transversalfilamenten (TF) reiRverschlussartig miteinander verknupft. In
der mittleren Region zwischen den gepaarten Homologen Uberlappen die
Transversalfilamente und bilden dabei eine elektronendichte Struktur aus, die als
Zentrales Element (Central Element, CE) bezeichnet wird. Zusatzlich lagern in sich
im CE noch weitere Proteine ein, die ebenfalls zur elektronendichten Erscheinung
dieser Region beitragen. Der Raum zwischen den beiden Lateralelementen hat bei
Nagern eine Dimension von ca. 80-100 nm. Dieser Zwischenraum wird als Zentrale
Region (CR) bezeichnet. Der Aufbau eines Synaptonemalkomplexes wurde bereits in
Abbildung 1.4 anhand einer elektronenmikroskopischen Aufnahme am Beispiel der
Ratte gezeigt. In Abbildung 1.6 soll der Aufbau der Struktur nochmals schematisch
verdeutlicht werden. Dabei handelt es sich um ein stark vereinfachtes Modell,
welches die einzelnen Proteinkomponenten an sich nicht berlcksichtigt, aber

dennoch die SC-Struktur sehr anschaulich wiedergibt.
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Chromatin o y  Chromatin

Abbildung 1.6: Stark vereinfachtes Modell der Struktur des Synaptonemalkomplexes.

1.3.1 Proteinkomponenten des Synaptonemalkomplexes

In der Maus konnten unter Verwendung spezifischer monoklonaler Antikorper die
drei Hauptproteinkomponenten SYCP1 (synaptonemal complex protein 1; 125 kDa),
SYCP2 (190 kDa) und SYCP3 (30 und 33 kDa) identifiziert werden. Die cDNA dieser
drei Proteine konnte isoliert werden und es erfolgte eine nahere Charakterisierung
der Proteineigenschaften (Heyting et al., 1985, 1987, 1989). In weiteren Studien
konnten auch im Hamster homologe Proteine von SYCP1 und SYCP3 gefunden
werden. Sie werden als Syn1 und Cor1 bezeichnet (Dobson et al., 1994). Im
Synaptonemalkomplex der Sauger stellt SYCP1 die Hauptproteinkomponente der
Transversalfilamente dar (Meuwissen et al., 1992). SYCP2 ist zusammen mit SYCP3
eine der Hauptproteinkomponenten der Axial- beziehungsweise Lateralelemente
(Dobson et al., 1994; Lammers et al., 1994, Schalk et al., 1998. Im elektronen-
dichten Zentralen Element des Sauger-SC konnten weitere Proteine identifiziert
werden: SYCE1, SYCE2 und TEX12 (Costa et al., 2005; Hamer et al., 2006).

Wahrend die Struktur des Synaptonemalkomplexes und dessen Dimension innerhalb

der Eukaryoten hochkonserviert sind, treten zwischen den einzelnen Spezies einige
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Unterschiede auf. Diese beziehen sich vor allem auf die Primasstruktur der
Proteinkomponenten und auf die proteindse Zusammensetzung des SC (Page und
Hawley, 2004). In zahlreichen anderen Modellorganismen konnten SC-
Proteinkomponenten gefunden werden. Beispielsweise wurden Transversalfilament-
bildende, und damit funktionell homologe Proteine zu SYCP1 identifiziert. Dazu
zahlen unter anderem das Zip1 in der Backerhefe (Sym et al., 1993), das C(3)G in
der Fruchtfliege (Page und Hawley, 2001), SYP-1, SYP-2, SYP-3, SYP-4 im
Fadenwurm (MacQueen et al., 2002; Colaiacovo et al., 2003; Smolikov et al., 2007,;
Smolikov et al., 2009) oder SYCP1 in der Fischspezies Medaka (Iwai et al., 2006).
Aber auch Proteine der Lateralelemente konnten in anderen Spezies identifiziert
werden. So zum Beispiel die Proteine Red1 und Hop1 der Backerhefe (Hollingsworth
et al., 1990; Smith und Roeder., 1997), HTP-1, HTP-2, HTP-3 und HIM-3 des
Fadenwurms (Zetka et al., 1999; Couteau und Zetka, 2005) oder das SYCP3 in
Medaka (lwai et al., 2006, Baier et al., 2007a und b).

Im folgenden Abschnitt sollen einige der bisher bekannten SC-Proteinkomponenten

verschiedener und beliebter Modellsysteme naher erlautert werden.

1.3.2 Proteine der Lateralelemente verschiedener Modellorganismen

Sauger:

Wie bereits erwahnt wurde, setzen sich die Lateralelemente des SC in Saugern
hauptsachlich aus den Proteinen SYCP2 und SYCP3 zusammen. Bisher konnte
gezeigt werden, dass diese Proteine untereinander binden kénnen (Tarsounas et al.,
1997; Yuan et al., 1998; Yang et al., 2006), sowie zusatzlich mit dem Chromatin und
verschieden Kohasinen (siehe 1.2.; Eijpe et al., 2000; Revenkova et al., 2001, Lee et
al., 2003) in Verbindung treten.

Das SYCP2 der Ratte umfasst 1505 Aminosauren, das der Maus 1500 Aminosauren
und das des Menschen vergleichsweise 1530 Aminosauren (Offenberg et al., 1998;
Schalk et al., 1998; Yang et al., 2006). Es besitzt dabei eine molekulare Masse von
173 kDa. Aufgrund einer Vielzahl von Prolin-Resten im zentralen Bereich der
Proteinsequenz hat SYCP2 einen basischen Charakter, was zu einer Veranderung
der Wanderungseigenschaften in der Gelelektrophorese fuhrt. Somit I&sst sich das
Molekulargewicht von 190000 erklaren, dass man bei der Auftrennung des Proteins
im SDS-PAGE erhalt. In Abbildung 1.7 ist die Proteinsequenz von SYCP2 mit ihren
verschieden Motiven und Besonderheiten schematisch dargestellt. Neben 15 S/T-P-

Motiven, die eine unspezifische DNA-Bindung ermdglichen, gibt es zusatzlich 40 S/T-
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S/T-Motive, welche die Konformation der ersteren Motive nachahmen kénnen. Drei
der S/T-P-Motive stellen potentielle Bindungsepitope fiir p34°*“2-Proteinkinasen dar.

Zudem gibt es acht Erkennungsstellen fur cAMP/cGMP-abhangige Proteinkinasen.
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Abbildung 1.7: Schematische Darstellung der Proteinsequenz von SYCP2 (Ratte). Nicht-
helikale Bereiche des Proteins sind in Form einer schwarzen Linie aufgefihrt. Die Coiled-
Coil-Domane ist als grauer Balken dargestellt. Putative DNA-Bindungsmotive (S/T-P-
Motive) sind durch dinne Pfeilsspitzen, mégliche Kernlokalisationssignale (NLS) durch

dicke Pfeilspitzen gekennzeichnet.

Die Phosphorylierung einer oder mehrerer dieser Erkennungssequenzen konnte
beim Auf- und Abbau des SC wahrend der Prophase | eine Rolle spielen (Offenberg
et al., 1998). In der Aminosauresequenz des Proteins sind aul3erdem acht putative
Kernlokalisationssignale enthalten (NLS, nuclear location signal). Nach einer
Analyse der Proteinsequenz und den Berechnungen nach Lupas et al. (1991) konnte
im C-terminalen Bereich des Proteins eine konservierte a-helikale Domane mit
Coiled-Coil-Charakter identifiziert werden (Offenberg et al., 1998). Diese Region
scheint fur die Bindung an SYCP3 erforderlich zu sein (Tarsounas et al., 1997; Yuan
et al., 1998; Yang et al., 2006). Durch gezielte Mutagenese wurde eine Mauslinie
generiert, die eine Deletion des Coiled-Coil-Bereiches von SYCP2 aufweist (Yang et
al., 2006). Bei der Betrachtung der Phanotypen dieser Mauslinie fallt ein
Geschlechtsdimorphismus auf. Die Mannchen sind steril, wahrend die Weibchen
Nachkommen erzeugen konnen, aber eine deutlich reduzierte Wurfgrof3e haben. In
den mannlichen Tieren kann kein SC ausgebildet werden und die Meiose wird
bereits im Zygotan gestoppt. In den Weibchen hingegen, werden SC-ahnliche
Strukturen detektiert, die jedoch lickenhaft erscheinen. Dabei verknlpft SYCP1 die
Axialelemente Uber langere Distanzen. Das durch die Deletion verklrzte Protein
(SYCP2t) kann nicht mehr mit SYCP3 interagieren. Es ist in an den Axialelementen
detektierbar, diese sind jedoch abnormal und enthalten kein SYCP3. SYCP3 liegt

stattdessen in Form grofl3er Aggregate im Nukleoplasma vor. Demzufolge scheint die
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Bindung an SYCP2 notwendig zu sein, damit SYCP3 in die Axialelemente integriert
werden kann (Yang et al., 2006; Yang und Wang, 2009).

SYCP3 ist, wie schon mehrfach erwahnt, neben SYCP2 die zweite Hauptprotein-
komponente der Axial- bzw. Lateralelemente der Sauger. Im Hamster wird das
Protein auch als COR1 bezeichnet. SYCP3 ist zwischen den Saugern konserviert,
weist aber speziesspezifische Unterschiede auf (Botelho et al., 2001). Bei der Ratte
besteht das Protein aus 257 Aminosauren, im Vergleich dazu umfasst es in der Maus
254 Aminosauren, im Hamster 234 Aminosauren und im Menschen setzt es sich aus
236 Aminosauren zusammen (Dobson et al., 1994; Lammers et al., 1994).
Beispielsweise erhalt man in Ratte und Maus zwei Proteinbanden (30 kDa und 33
kDa) bei der Auftrennung durch Gelelektrophorese, wahrend bei Hamster und
Mensch nur eine SYCP3-spezifische Bande (30 kDa) detektierbar ist (Dobson et al.,
1994; Miyamoto et al., 2003). In der Arbeit von Botelho et al. (2001) wurde gezeigt,
dass im Hamster das Startcodon fur COR1 nicht wie bei Ratte und Maus im 1. Exon
liegt, sondern im Exon 2 lokalisiert werden kann. Im direkten Vergleich der
Saugerproteine zeigt sich eine konservierte Domanenorganisation von SYCP3. Die
zentrale o-helikale Domane wird im N- und C-Terminus von zwei nicht-helikalen
Regionen flankiert (Dobson et al., 1994; Lammers et al., 1994). Im N-terminalen
Bereich des Proteins (AS 1-116) befindet sich ein Kernlokalisationssignal (AS 109-
112; Chelsky et al., 1989). Sequenzanalysen nach Lupas et al. (1991) haben
ergeben, dass sich in der C-terminalen Region von SYCP3 eine Coiled-Coil-Domane
befindet. Diese befahigt das Protein mit sich selbst zu interagieren und dabei Dimere
oder Oligomere zu formen (Tarsounas et al., 1997; Yuan et al., 1998). Wird SYCP3
unabhangig von anderen meiotischen Proteinen im heterologen System, also in
nicht-meiotischen Sauger-Kulturzellen, exprimiert, so bildet es im Kern dickere und
im Cytoplasma etwas feinere, faserartige Komplexe mit einer Dicke von 5-10 nm.
Diese Strukturen weisen netzartige Verzweigungen auf (Yuan et al., 1998, Baier et
al., 2007a). Yeast-Two-Hybrid Experimente haben gezeigt, dass SYCP3 neben der
Bindung an sich selbst auch in der Lage ist mit SYCP2 zu interagieren (Tarsounas et
al., 1997; Yang et al., 2006). Beim Vergleich der SYCP3-Sequenzen verschiedener
Vertebraten konnten zwei hochkonservierte Motive, CM1 und CM2, identifiziert
werden. Das erste Motiv (CM1) besteht aus 19 Aminosauren und befindet sich im N-
terminalen nicht-helikalen Bereich der Proteinsequenz. Das zweite konservierte

Motiv (CM2) umfasst die sechs Aminosauren, die sich C-terminal direkt an die
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Coiled-Coil-Region anschlieen (Baier et al., 2007a, b). Nach den Berechnungen von
Lupas et al. (1991) zeigt sich im Vergleich zwischen den verschiedenen Spezies eine
Varianz hinsichtlich der Lange der Coiled-Coil-Domanen. Interessanterweise ist
dabei der Abstand der beiden Motive CM1 und CM2 hochkonserviert und betragt von
Mensch bis hin zur Fischspezies Medaka exakt 145 Aminosauren (Baier et al.,
2007a, b). Eine Ausnahme bildet dabei der Frosch Xenopus tropicalis, dessen
konservierte Motive nur 141 Aminosauren voneinander entfernt sind. Weitere Studien
haben gezeigt, dass diese beiden Motive zusammen mit der Coiled-Coil-Region
notwendig und sogar ausreichend fur die Ausbildung hoéher geordneter SYCP3-
Strukturen sind (Baier et al., 2007a). SYCP3 besitzt zahlreiche potentielle
Erkennungssequenzen flur Proteinkinasen: zwei flr die Proteinkinase A (PKA), vier
fur die Proteinkinase C (PKC; Kishimoto et al., 1985), sowie funf Erkennungsmotive
fur die Casein Kinase Il (Pinna et al., 1990). Die Phosphorylierung einer oder
mehrerer dieser Sequenzen konnte zu strukturellen Veranderungen des Proteins
fuhren und moglicherweise fur den Auf- und Abbau des Synaptonemalkomplexes
wahrend der Prophase | von Bedeutung sein.

In  Sycp3 Knock-out-Mausen zeigen sich Geschlechtsdimorphismen. In
Spermatozyten resultiert die SYCP3-Defizienz in einer Abwesenheit von
Axialelementstrukturen. Als Folge dessen werden die Zellen nach Erreichen des
Zygotans apoptotisch (Yuan et al., 2000, Liebe et al., 2004). Die Meiose der Sycp3
Knock-out-Weibchen hingegen wird vollendet, fuhrt jedoch sehr haufig zu
Aneuploidie der Keimzellen und folglich zu einer deutlichen Reduktion der
WurfgrofRen (Yuan et al., 2002). In den mutanten Tieren kann SYCP2 nicht mehr in
die Axialelemente integriert werden. Ahnlich wie bei der mutanten SYCP2t-Maus
findet man in den Weibchen SC-ahnliche Strukturen, die jedoch zahlreiche Licken
aufweisen (Liebe et al., 2004). SYCP3 scheint folglich essentiell zu sein, damit
SYCP2 in die Axialelemente eingebaut wird und ein vollstandiger SC gebildet werden
kann. Somit muss durch die Deletion der Coiled-Coil-Domane von SYCP2 in der
bereits beschriebenen mutanten Maus (Yang et al., 2006) ein Protein (SYCP2t)
entstanden sein, welches so stark verandert ist, dass es auch ohne SYCP3 an den
AE binden kann. Eine Sycp2 Knock-out-Maus wurde mehr Aufschlisse uber die

Notwendigkeit des Proteins beim Aufbau der Axial- bzw. Lateralelemente bringen.
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Medaka:

MeSYCP3 wurde als homologes Protein des Sauger-SYCP3 aus Hodengewebe der
Fischspezies Medaka (Oryzias latipes) isoliert (lwai et al., 2006). Ahnlich wie im
Sauger konnte innerhalb der Hoden eine Expression in primaren Spermatozyten
detektiert werden, wahrend das Protein in Spermatogonien, Spermatiden,
elongierten Spermien oder somatischen Zellen nicht nachgewiesen werden konnte.
Im Ovar von Medaka-Weibchen konnte MeSYCP3 ausschliel3lich in den Oocyten
nachgewiesen werden (lwai et al., 2006). Dies lasst auf eine meiosespezifische
Expression des Proteins schlieRen. Die MeSYCP3-Expression beginnt im Leptotan,
und das Protein ist im spateren Zygotan und in der Prophase an den Axial- bzw.
Lateralelementen lokalisierbar. In der Metaphase | ist es, anders als das homologe
Protein der Sauger, nicht nur im Bereich der Centromere, sondern auch an den
Chromosomenarmen detektierbar (lwai et al., 2006). In Immunblot-Analysen von
Medaka-Hodenmaterial erhalt man eine MeSYCP3-spezifische Bande bei einer
molekularen Masse von 27 kDa (lwai et al., 2006; Baier et al., 2007b). Das Protein ist
mit nur 198 Aminosauren deutlicher kleiner als das SYCP3 der Sauger. Die Coiled-
Coil-Domane ist ebenfalls kleiner als die der Ratte und zeigt insgesamt auch nur
32%-Sequenzidentitdt. Dennoch konnten bei einem Vergleich der Anfangs- und
Endbereiche dieser Domane einen hoher Grad an Konservierung festgestellt werden.
Es konnte eine Identitdt von 69% bzw. 79% berechnet werden. Eine zusatzliche
hohe Sequenzubereinstimmung zwischen den homologen Proteinen von Ratte und
Medaka zeigt sich auch in den beiden konservierten Motiven (CM1: 88%, CM2: 66%;
Baier et al., 2007b). Eine derartige Konservierung der Domanenorganisation und die
hochgradige Erhaltung einzelner Sequenzmotive zwischen zwei evolutionar
entfernten Spezies, wie Sauger und Fisch, lassen erahnen, dass diese
Proteinsequenzeigenschaften fur die Funktion der Proteine essentiell sein mussen.
Die Lange der Aminosauresequenz an sich, scheint hingegen variabel sein zu
konnen.

In zusatzlichen Experimenten wurden die Polymerisationseigenschaften der SYCP3-
Proteine aus Medaka und Ratte miteinander verglichen. Ahnlich wie das homologe
Protein der Sauger, ist auch MeSYCP3 dazu in der Lage mit sich selbst zu
interagieren. Wird es unabhangig von anderen meiotischen Proteinen in somatischen
Kulturzellen exprimiert, bildet es hoher geordnete Strukturen im Kern und im

Cytoplasma aus (lwai et al., 2006; Baier et al., 2007b). Demnach ist auch die
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Fahigkeit zur Polymerisation zwischen den weit entfernten Spezies hochkonserviert
(Baier et al., 2007b). Koexpressionstudien von SYCP3 der Ratte und MeSYCP3 in
COS-7 Zellen haben gezeigt, dass die beiden Proteine sogar in der Lage sind
untereinander filamentartige Strukturen auszubilden (Baier et al., 2007b).

In 450 Millionen Jahren Evolution haben sich zwischen SYCP3 der Ratte und dem
homologen Protein aus Medaka zwar deutliche Sequenzunterschiede angehauft,
dennoch zeigen die Proteine eine konservierte Domanenorganisation, besitzen
hochgradig erhaltene Sequenzmotive und sind zudem fahig spezieslubergreifende
polymere Strukturen zu bilden. Die Konserviertheit des Proteins geht sogar soweit,
dass eine Deletion des konservierten Motivs 2 (CM2) im Protein der einen Spezies
negative Effekte auf die Polymerisationseigenschaften der jeweils anderen Spezies
hatte (Baier et al., 2007b). Einer solch hoher Grad an Erhaltung der Domanenstruktur
und konservierten Bereiche eines Proteins, deutet auf dessen enorme Notwendigkeit

und Funktionalitat wahrend der Meiose hin.

Fadenwurm:

Im Fadenwurm Caenorhabditis elegans wurden HIM-3 und seine Paralogen HTP-1,
HTP-2 und HTP-3 als Proteine der AE bzw. LE beschrieben. HIM-3 wird als
homologes Protein zu Hop1 der Hefe angesehen (Zetka et al., 1999). Es ist wahrend
der Prophase an den sich bildenden Axial- bzw. Lateralelementen lokalisiert und
verbleibt bis zum Ubergang von Metaphase | zu Anaphase | an den Chromosomen.
Studien an him-3-mutanten haben gezeigt, dass das Protein notwendig ist, um
weitere SC-Proteinkomponenten, wie SYP-1, SYP-2, SYP-3 und SYP-4 an die
Chromosomenachsen zu rekrutieren. In Abwesenheit von HIM-3 kommt es zu
Beeintrachtigungen bei der Paarung und der Synapsis der homologen
Chromosomen (Zetka et al., 1999; Couteau et al., 2004; Smolikov et al., 2009). HTP-
3 bildet Komplexe mit HIM-3 und ist dabei essentiell fur die Bindung von HIM-3 an
die Axialelemente (Goodyer et al., 2008). HTP-1 scheint die Paarung von homologen
Chromosomen zu regulieren, indem es die Bindung des Zentralelement-Proteins
SYP-1 an ungepaarte Chromosomenachsen im Leptotan bzw. Zygotan verhindert
(Couteau und Zetka, 2005; Martinez-Perez und Villeneuve, 2005). HTP-2 hingegen
scheint Synapsis-fordernd zu wirken, wobei bisher noch ungeklart ist, ob es dabei
allein als Antagonist zu HTP-1 wirkt oder mit diesem zusammen die Einlagerung der

Proteine der Zentralen Region zwischen den AE/LE der gepaarten Homologen
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fordert (Couteau und Zetka, 2005).

Backerhefe:

In der Backerhefe Saccharomyces cerevisiae wurden die beiden meiosespezifischen
Proteine Red1 und Hop1 identifiziert. Diese spielen eine bedeutende Rolle im
Aufbau der Axial- bzw. Lateralelemente des SC der Hefe (Hollingsworth et al., 1990;
Smith und Roeder., 1997). Hop1 hat eine molekulare Masse von 70 kDa und gehort
einer Proteinfamilie an, die sich durch eine so genannte HORMA-Domane
auszeichnet. HOP1 bendtigt eine Bindung an Red1, um sich an das Chromatin
anlagern zu konnen. Red1 hat eine molekulare Masse von 95,5 kDa und weist
strukturelle Ahnlichkeiten zu SYCP2 der Sauger auf (Offenberg et al., 1998). Seine
Proteinsequenz umfasst 827 Aminosauren (Thompson and Roeder, 1989). Red1
besitzt mit 6 S/T-P- und 20 S/T-S/T-Motiven zahlreiche DNA-Bindungsmotive
(Thompson und Roeder, 1989). Durch weitere Analysen der Proteinsequenz nach
Lupas et al. (1991) konnte auch eine Coiled-Coil-Domane im C-terminalen Bereich
von Red1 identifiziert werden. Die Verteilung des Proteins entlang der
Chromosomenachsen ist lickenhaft, daher wird angenommen das Red1 die Bildung
der Axialelemente initiiert. FUr die Vervollstandigung der AEs mussen jedoch noch
weitere Proteine binden (Smith und Roeder, 1997). Red1 bildet Homo-Oligomere
aus, und bindet zusatzlich die Proteine Hop1 und Mek1. Beim letzteren handelt es
sich um eine Kinase, deren Anwesenheit fur die Ausbildung einer normalen Synapsis
essentiell ist (Rockmill und Roeder, 1990; Bailis und Roeder 1998; de los Santos und
Hollingsworth, 1999). Hop1 dissoziiert im Laufe der Synapse, wahrend Red1 bis zum

Ende des Pachytans an den Chromosomen verbleibt.

1.3.3 Proteine der Zentralen Region

Die Zentrale Region des SC umfasst den Raum zwischen den Lateralelementen
gepaarter homologer Chromosomen. Sie setzt sich aus den Proteinen der
Transversalfilamente und des Zentralen Elements zusammen. Bei Nagern hat die

CR eine Breite von circa 80-100 nm.

Sauger:
Das SYCP1 der Sauger bildet die Transversalfilamente aus und stellt dabei die
Hauptproteinkomponente der Zentralen Region des SC dar. Wie bereits erwahnt,

wird das homologe Protein im Hamster als Syn1 bezeichnet (Dobson et al., 1994).
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Abbildung 1.8: Schematische Darstellung der Proteinsequenz von SYCP1 (Ratte). Die
zentralen Coiled-Coil-Domanen sind in grau dargestellt, die nicht-helikalen Bereiche des

Proteins werden in Form einer schwarzen Linie aufgefuhrt.

Es spielt eine zentrale Rolle bei der Verknupfung der Lateralelemente der gepaarten
Homologen (Meuwissen et al., 1992; Dobson et al., 1994; Liu et al., 1996; Schmekel
et al., 1996; de Vries et al., 2005). In Abbildung 1.8 wird eine schematische
Darstellung vom SYCP1 der Ratte gezeigt. Es umfasst 997 Aminosauren und hat
eine molekulare Masse von 120 kDa. Im C-Terminus des Proteins befinden sich
Kernlokalisationssignale (NLS), eine potentielle Erkennungssequenz fiir die p34°©%-
Kinase und mehrere Erkennungsmotive fir cAMP- bzw. cGMP-abhangige
Proteinkinasen (Meuwissen et al., 1992). Weitere Bindungsmotive flir die
Proteinkinase C (PKC) finden sich Uber die gesamte Proteinsequenz verteilt. Eine
oder mehrere dieser Phosphorylierungsstellen konnten beim Auf- und Abbau des SC
eine Rolle spielen. Die Sequenzanalyse nach Lupas et al. (1991) hat eine zentrale a-
helikale Doméane (AS 121-819) hervorgebracht, die von N- und C-terminalen nicht-
helikalen Regionen flankiert wird (Meuwissen et al., 1992). Sie weist einen Coiled-
Coil-Charakter auf und ermdglicht die Homo-Dimerisierung der SYCP1-Molekidle. In
Immungold-Lokalisationen am Elektronenmikroskop konnte gezeigt werden, dass die
SYCP1-Molekule innerhalb der Dimere die gleiche Polaritat besitzen. Die C-Termini
sind innerhalb der SC-Struktur in die Lateralelemente eingebettet, wahrend die N-
Termini der Dimere in die zentrale Region ragen. Dort interagieren die
gegenuberliegenden Dimere in einer Kopf-an-Kopf-Anordnung und verknipfen so die
beiden Lateralelemente des SC (Dobson et al., 1994; Schmekel et al., 1996; Liu et
al., 1996; de Vries et al., 2005). Im heterologen System, in Abwesenheit anderer
meiotischer Proteine, bildet SYCP1 Netzwerke aus filamentdsen Strukturen aus, so
genannte Polykomplexe (Ollinger et al., 2005). Bei naherer Betrachtung der
Polykomplexe im Elektronenmikroskop wird deutlich, dass die SYCP1-Molekile
innerhalb dieser Strukturen in einer SC-ahnlichen Anordnung vorliegen. Das heil3t,
die N-Termini interagieren in einer Zentralelement-ahnlichen Region, wahrend die C-

Termini sind nach aufden gerichtet sind. Dabei scheinen die C-Termini bei der
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Aneinanderlagerung der SC-ahnlichen Strukturen zu Polykomplexen eine zentrale
Rolle zu spielen. Denn eine Deletion des C-Terminus hat den Verlust der Fahigkeit
zur Polykomplexbildung zur Folge (Ollinger et al., 2005).

Der Verlust des Proteins in Sycp1 Knock-out-Mausen verursacht Sterilitat in beiden
Geschlechtern. Dabei findet zwar eine Aneinanderlagerung homologer Autosomen
statt, die Ausbildung einer Synapse kann jedoch nicht erfolgen. In den Mannchen
kann keine Paarung der X-Y-Chromosomen beobachtet werden. Die meisten
Spermatozyten arretieren im Zygotan und zeigen Probleme bei der Rekombination
und der Crossover-Bildung (de Vries et al., 2005). Demzufolge scheint SYCP1 fur die
Homologenpaarung an sich nicht notwendig sein. Bei der Paarung kleinerer
homologer Bereiche, wie im Falle der pseudoautosomalen Regionen der X- und Y-
Chromosomen, scheint es jedoch essentiell zu sein (de Boer und Heyting, 2006).
Drei weitere Saugerproteine, SYCE1, SYCE2 (synaptonemal complex central
element) und TEX12 (testis expressed sequence 12) konnten als Komponenten des
Zentralen Elements identifiziert werden (Costa et al., 2005; Hamer et al., 2006). Die
meiosespezifischen Proteine SYCE1 und SYCEZ sind in Vertebraten konserviert. Sie
binden an sich selbst, untereinander und an den N-Terminus von SYCP1 (Costa et
al., 2005). Syce1”-Mause sind in beiden Geschlechtern unfruchtbar (Bolcun-Filas et
al., 2009). Die Meiose wird in der Prophase | gestoppt und die Zellen werden
daraufhin apoptotisch. In den Weibchen gibt es keine Follikelbildung und in den
Hoden der Knock-out-Mannchen existieren keine postmeiotischen Zellen. Weitere
Untersuchungen haben ergeben, dass weder die Homologen-Paarung der
Autosomen, noch die Bildung der Axialelemente und die Initierung von DSBs normal
erfolgen kénnen. Eine Paarung der pseudoautosomalen Regionen zwischen X- und
Y-Chromosom im Mannchen kann nicht detektiert werden. Aul3erdem wird keine SC-
Struktur ausgebildet (Bolcun-Filas et al., 2009). Als Folge dessen treten Probleme
bei der Reparatur der DSBs auf und es werden die Crossover-Bildung bleibt aus.
Strukturen aus SYCP1-Dimeren, sowie Komplexe aus SYCE2 und TEX12 kdnnen
zwischen den AE lokalisiert werden. Eine Interaktion der N-Termini von SYCP1-
Dimeren und die Rekrutierung von SYCE2 und TEX12 an die Chromosomenachsen
konnen folglich auch ohne die Anwesenheit von SYCE1 erfolgen. Das Protein ist
jedoch notwendig fur die Stabilisierung und Formierung der TF und somit fur die

Ausbildung eines vollstandigen SC. Aullerdem scheint es essentiell fur die Reparatur
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von DSBs und fur deren Reifung zu Crossover-Ereignissen zu sein (Bolcun-Filas et
al., 2009).

Der Phanotyp der Syce2 Knock-out-Maus ist dem der Sycp?’-Maus sehr ahnlich.
Die Homologen kdnnen sich zwar paaren, es erfolgt jedoch keine vollstandige
Synapse, obwohl SYCP1 vereinzelt zusammen mit SYCE1 an den AE nachweisbar
ist. Die Knock-out-Tiere sind in beiden Geschlechtern unfruchtbar. Demnach bendtigt
SYCP1 die Bindung an SYCE1 und SYCE2 um eine durchgangige Verknupfung der
beiden Lateralelemente zum SC zu vermitteln. Dabei scheint die Bildung des
Zentralen Elements essentiell zu sein, damit sich die C-Termini in den
Axialelementen verankern kénnen (Bolcun-Filas et al., 2007; Costa und Cooke,
2007).

Auch TEX12 wird spezifisch in meiotischen Zellen exprimiert und ist in Vertebraten
konserviert (Hamer et al., 2006). Es konnte als Protein des Zentralen Elements
identifiziert werden und ist in Sycp?1”-Mausen nicht mehr an den Chromosomen
lokalisierbar. Es bindet an SYCEZ2 und ist dabei essentiell fir dessen Rekrutierung an
die CE-Struktur. Wahrend SYCP1 und SYCE1 noch Ilickenhaft an den
Chromosomenachsen vorhanden sind, ist SYCE2 in Tex72"-Mausen dort nicht mehr
lokalisierbar. Die Synapsis kann in diesen Tieren zwar bruchstickenhaft erfolgen,
erstreckt sich jedoch nicht Uber die gesamte Lange der Chromosomenachsen.
Aulerdem treten Probleme bei der Crossover-Bildung auf. Nach einer Initiierung der
Rekombination kénnen die Rekombinationsproteine DMC1 und RPA in Tex12"-
Mausen nicht mehr von den betreffenden Chromsomenstellen entfernt werden, was
eine Reifung zu Crossover-Ereignissen verhindert (Hamer et al., 2008). Demzufolge
scheinen alle drei Proteine des Zentralen Elements und deren Zusammenspiel
innerhalb der SC-Struktur flr eine vollstandige Verknupfung der Lateralelemente
essentiell zu sein.

Ein weiteres Protein der Zentralen Region ist FKBP6. Dieses tritt in Extrakten von
Maus-Hoden als Teil eines Komplexes mit SYCP1 auf (Crackower et al., 2003). Im
Phanotyp von Fkbp6-Mausen tritt ein geschlechtsspezifischer Dimorphismus auf.
Wahrend die Weibchen keinerlei Abnormalitdten zeigen, sind die Mannchen
unfruchtbar. Dabei kommt es zu Falschpaarungen der Chromosomen, so dass keine
normalen Pachytan-Spermatozyten gebildet werden kdnnen (Crackower et al.,
2003). Aufgrund dieser Phanotypen wurde FKBP6 mehrfach in Menschen untersucht
und wird mit Unfruchtbarkeit in Verbindung gebracht (Zhang et al., 2007).
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Medaka:

Zusammen mit dem Lateralelement-Protein MeSYCP3 konnte auch MeSYCP1 als
Proteinkomponente des Synaptonemalkomplexes im Fisch identifiziert werden (Iwai
et al., 2006). MeSYCP1 hat eine molekulare Masse von 104 kDa und besteht aus
895 Aminosauren. Das Expressionsmuster von MeSYCP1 ist vergleichbar mit dem
des homologen Saugerproteins. Im Medaka-Hoden konnte das Protein
ausschlieBlich in primaren Spermatozyten und in den Ovarien der Weibchen nur in
den Oocyten nachgewiesen werden (lwai et al., 2006). Folglich kann angenommen
werden, dass MeSYCP1 ein meiosespezifisches Protein ist. Ahnlich wie beim
homologen Protein der Sauger, beginnt die Expression von MeSYCP1 im spaten
Leptotan und steigt im Zygotan stark an. Wahrend des darauf folgenden Pachytans
ist MeSYCP1 kontinuierlich entlang der gepaarten Homologenachsen lokalisierbar.
Es fungiert dabei als Hauptproteinkomponente der Transversalfilamente und
verknUpft die homologen Chromosomen miteinander. Im Diplotan ist das Protein
limitiert nur noch an den Stellen der Chromosomen detektierbar, an denen noch
keine Desynapse stattgefunden hat. In der anschlieRenden Metaphase |, nach
vollstandiger Auflosung des SC, ist MeSYCP1 nicht mehr detektierbar (lwai et al.,
2006).

Im Gegensatz zum homologen Protein der Sauger ist MeSYCP1 kontinuierlich
entlang der Achsen der gepaarten XY-Chromosomen detektierbar. In der Fisch-
spezies konnte jedoch gezeigt werden, dass keine morphologischen Unterschiede
zwischen den beiden Geschlechtschromosomen festgestellt werden konnten und sie
sich daher Uber ihre gesamte Lange paaren kdnnen (Uwa und Ojima, 1981; lwai et
al., 2006). Wie bereits erwahnt, erfolgt die Paarung der XY-Chromosomen bei
Saugern nur Uber kurze pseudoautosomale Bereiche, was die luckenhafte
Lokalisation der SYCP1-Molekule erklart.

Fadenwurm:

SYP-1, SYP-2, SYP-3 und SYP-4 sind essentielle Proteinkomponenten der Zentralen
Region im SC von Caenorhabditis elegans (MacQueen et al., 2002; Colaiacovo et
al., 2003; Smolikov et al., 2007; Smolikov et al., 2009). Sie bendtigen das AE/LE-
Protein HIM-3 an den Chromosomenachsen um die Synapsis einleiten zu kénnen
(Colaiacovo et al., 2003; Couteau et al., 2004; Smolikov et al., 2007, Smolikov et al.,
2009). Ahnlich wie das SYCP1 der Sauger besitzen auch SYP-1, SYP-2, SYP-3 und
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SYP-4 zentrale Coiled-Coil-Motive (Mac Queen et al., 2002; Colaiacovo et al., 2003;
Smolikov et al., 2009). Jedoch ist jedes dieser Proteine deutlich kleiner als SYCP1.
Dennoch besteht kaum ein Unterschied in der Dimension der SC zwischen Sauger
und C. elegans (Goldstein und Slaton, 1982, Dernburg et al., 1998). Demzufolge
mussen die TF-Proteine im Fadenwurm innerhalb der SC-Struktur anders organisiert
sein. Da sich die Proteine fur den Aufbau der Synapsis gegenseitig bendtigen, wird
postuliert, dass sie vielleicht unter Bildung einer strukturellen Einheit die beiden LEs
miteinander verknipfen (Mac Queen et al., 2002; Colaiacovo et al., 2003). Analysen
an SYP-1-, SYP-2-, SYP-3- oder SYP-4-Mutanten haben gezeigt, dass
Chromosomenpaarung an den so genannten Paarungszentren (PC, cis-aktive
Chromatinregionen in C. elegans), erfolgen kann, diese geht jedoch frihzeitig wieder
verloren. Demnach scheinen die Proteine fur die Bildung der PCs nicht essentiell zu
sein. In den Mutanten kommt es jedoch nicht zur Ausbildung einer stabilisierenden
Synapsis und auch nicht zur Reifung der Rekombinationsereignisse zu Crossover.
Dies fuhrt letztendlich zu fehlerhafter Segregation und Aneuploidie der Keimzellen
(Mac Queen et al., 2002; Colaiacovo et al., 2003, Smolikov et al., 2007; Smolikov et
al., 2009).

Fruchtfliege:

In der Fruchtfliege (Drosophila melanogaster) wurde das Protein C(3)G (crossover
supressor on 3 of Gowen) als Komponente der Transversalfilamente des SC
identifiziert (Page und Hawley, 2001). Es wird angenommen, dass die C(3)G-
Molekule innerhalb der SC-Struktur ahnlich organisiert sind wie die SYCP1-Molekile
der Sauger. Beide Proteine besitzen eine konservierte Domanenstruktur, mit einer
zentralen o-helikalen Coiled-Coil-Domane, und flankierenden nicht-helikalen
Bereichen. Dennoch besteht keine Ahnlichkeit der beiden Proteine auf
Aminosauresequenz-Ebene (Page und Hawley, 2001). In elektronenmikroskopischen
Studien an den Ovarien mutanter Fliegen konnte gezeigt werden, dass in der
Abwesenheit von C(3)G weder SC noch Crossover-Ereignisse zwischen den
homologen Chromosomen detektiert werden kénnen (Meyer, 1960; Smith und King,
1968; Rasmussen, 1975). Demnach scheint das Protein fur die Verknlpfung der

homologen Chromosomen essentiell zu sein.

32



Einleitung

Backerhefe:

Das Protein Zip1 der Backerhefe (Saccharomyces cerevisiae) weist zwar keinerlei
Sequenzhomologien mit SYCP1 auf, erflllt aber dennoch eine ahnliche Funktion bei
der Ausbildung der SC-Struktur. Und auch hier ist die Domanenorganisation
vergleichbar mit dem homologen Protein der Sduger. Neben einer zentralen Coiled-
Coil-Domane, die eine Homo-Dimerisierung der Proteine ermdglicht (Sym et al.,
1993, Sym und Roeder, 1995) besitzt Zip1 flankierende nicht-helikale N- und C-
terminale Bereiche. Mutationen, welche die Lange der Coiled-Coil-Domane
verandern, fihren zu entsprechenden Veranderungen in der SC-Dimension (Sym
und Roeder, 1995, Tung und Roeder, 1998). Demzufolge muss Zip1 die
Strukturgebende Proteinkomponente der Transversalfilamente in S. cerevisiae sein.
Analog zum Sauger bildet Zip1 Homodimere aus, die innerhalb des SC mit ihren C-
Termini in den LEs verankert sind und durch eine Kopf-an-Kopf-Anordnung der N-
Termini im Zentralen Element die Chromosomen reifdverschlussartig miteinander
verknupfen (Dong und Roeder, 2000). In Zip7-null-Mutanten findet keine Synapsis
statt. Es kommt zwar zu einer Paarung der Homologen, der Abstand zwischen
diesen ist jedoch zu gro3. Als Folge kommt es zu einer erheblichen Reduktion von
Crossover-Ereignissen (Sym et al., 1993; Sym und Roeder, 1994; Rockmill et al.,
1995; Tung und Roeder, 1998). Ahnlich wie das homologe SYCP1 der Sauger, kann
auch Zip1 hoher geordnete Polykomplex-Strukturen ausbilden (Sym und Roeder,
1995).

1.3.4 Organismen ohne SC

Obwohl der Synaptonemalkomplex eine in den meisten Spezies verbreitete, und
hochkonservierte Struktur ist, gibt es dennoch Organismen, die wahrend der
Prophase | keinen SC ausbilden. Dazu zahlen beispielsweise die Bierhefe
(Saccharomyces pombe) und der Pilz Aspergillus nidulans. Bei der Fruchtfliege
Drosophila melanogaster findet man sogar einen Geschlechtsdimorphismus
hinsichtlich der SC-Bildung. Denn wahrend weibliche Fruchtfliegen in der Meiose |
einen SC ausbilden, kommt diese Struktur in den mannlichen Fliegen nicht vor
(Meyer, 1960; Rasmussen, 1973). Zudem findet in Drosophila-Mannchen keine
Rekombination statt (Morgan 1912).
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1.3.5 Bildung und Auflosung des SC am Beispiel der Sauger

Die Bildung der Axialelemente wird bereits im so genannten Pra-Leptotan, schon vor
der meiotischen S-Phase und Prophase eingeleitet. Dabei beginnt die Anlagerung
der Kohasine an die Schwesterchromatiden. Das meiosespezifische Kohasin REC8
ist in dieser Phase als erstes an den Chromosomen nachweisbar und legt
wahrscheinlich den Grundstein fur die Bindung weiterer Kohasinkomplex-
komponenten und die Einlagerung der SC-Proteine SYCP2 und SYCP3 (Eijpe et al.,
2003). In der Hefe ist REC8, bzw. sein homologes Protein Scc3, notwendig fur die
Bildung der Axialelemente (Klein et al., 1999). In Rec8-mutanten Mausen kdnnen
sich SYCP2 und SYCP3 zwar in AE-ahnliche Strukturen integrieren. Im Gegensatz
zum Wildtyp jedoch, erfolgt die Ausbildung von SC-Strukturen zwischen den
Schwesterchromatiden und nicht zwischen den homologen Chromosomen (Bannister
et al., 2004; Xu et al., 2005). Demnach scheint REC8 in den Saugern nicht zwingend
notwendig fur eine AE-Integration der SC-Proteinkomponenten SYCP2 und SYCP3,
wird aber dennoch fur eine korrekte Ausbildung des SC zwischen den homologen
Chromosomen bendtigt.

Nachdem REC8 gebunden hat, lagern sich im Leptotdn weitere Proteine an die
Chromosomenachsen an, darunter die Kohasinkomplexkomponenten SMC1, SMC3
und die SC-Proteine SYCP2 und SYCP3. Diese bilden schlieBlich die Axialelemente
aus (Eijpe et al., 2003). Dabei wird angenommen, dass die Kohasinkomplexe eine
rudimentare Axialelement-Grundlage bilden. Diese kann sich scheinbar unabhangig
von SYCP2 und SYCP3 ausbilden. Doch nur durch die Einlagerung der beiden LE-
Proteine bilden sich schliellich die ,echten® Axialelemente aus. (Nasmyth, 2001;
Pelttari et al., 2001; Eijpe et al., 2003; Page und Hawley., 2004). Im Zygotan erfolgt
die VerknUpfung der Axial bzw. Lateralelemente durch die Transversalfilamente.
Nach dem bisher vermuteten Modell kommt es dabei zu weniger stabilen Kopf-an-
Kopf-Bindungen zwischen den N-Termini der SYCP1-Homodimere. Die
Stabilisierung wird erst durch die Bindung von SYCE1 erreicht. Diese wiederum
scheint notwendig zu sein, damit die C-Termini der SYCP1-Dimere an die
Lateralelemente binden konnen. Der vollstandige SC, wie man ihn wahrend des
Pachytans findet, kann erst dann entstehen, wenn im Zentralen Element SYCE2-
Molekule an die Komplexe aus SYCE1 und den SYCP1-N-Termini binden (Bolcun-
Filas et al., 2007; Costa und Cooke, 2007). Fur die Rekrutierung von SYCEZ2 an das

Zentrale Element ist wiederum TEX12 notwendig (Hamer et al., 2006). Demnach
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scheint die Stabilisierung des SC von SYCE2 und TEX12 vermittelt zu werden. Nach
dem Pachytan, am Ubergang zum Diplotéan, kommt es zur Auflésung des SC. Dabei
I6sen sich die Verknupfungen Uber die Transversalfilamente weitgehend wieder auf,
abgesehen von den Stellen, an denen Crossover erfolgte. SYCP2 und SYCP3 sind
noch bis zur Metaphase an den Centromer-Regionen der  Chromosomen
nachweisbar (Lammers et al., 1994; Schalk et al., 1998). Welche Faktoren den
Abbau des SC initiieren und wie dieser im Detail ablauft, ist bisher weitgehend
ungeklart. Wie bereits beschrieben wurde, besitzen die drei
Hauptproteinkomponenten des SC SYCP1, 2 und 3 in ihren Aminosauresequenzen
zahlreiche Phosphorylierungsstellen. Diese konnten unter Umsténden eine Rolle
beim Auf- und Abbau des SC spielen (Meuwissen et al., 1992; Lammers et al., 1994;
Offenberg et al., 1998).

Am Beispiel von SYCP3 wurde gezeigt, dass sich der Phosphorylierungszustand des
Proteins im Laufe der Prophase | verandert. Experimente haben ergeben, dass
wahrend der einzelnen Prophase-Stadien mehrere verschiedene Phosphorylierungs-
varianten des Proteins koexistieren (Lammers et al., 1995). Weitere Versuche mit
vorubergehend kultivierten Pachytan-Spermatozyten haben gezeigt, dass diese
meiotischen Zellen in der Lage sind rekombinantes SYCP1 und SYCP3 zu
phosphorylieren. Demnach kénnten SYCP3 und SYCP1 wahrend des Pachytans zu
einem bestimmten Grad phosphoryliert sein. In einem ahnlichen Experiment wurden
die kultivierten Pachytan-Spermatozyten Uber einen Zeitraum von sechs Stunden mit
Okadasaure inkubiert. Okadasaure induziert in den betreffenden Zellen das
Fortschreiten der Meiose bis hin zur Metaphase |. Den Spermatozyten ging dabei die
Fahigkeit zur Phosphorylierung von SYCP1 und SYCP3 weitgehend verloren. Dies
konnte im Zusammenhang mit der Tatsache stehen, dass in vivo zum Zeitpunkt der
Metaphase | SYCP1 und SYCP3 bereits abgebaut sind. Denn einige Studien haben
gezeigt, dass SYCP1 und SYCP3 nach Aufldsung der Synapse nicht mehr an den
Chromosomen detektierbar sind und deren Expression kurze Zeit spater, zu Beginn
der Metaphase |, nicht mehr nachgewiesen werden kann, was fur einen Abbau der
Proteine spricht (Meuwissen et al., 1992, Dobson et al., 1994; Liu et al., 1996).
Ausgehend von diesen Beobachtungen, kann angenommen werden, dass durch die
kinstlich eingeleitete Metaphase |, ein Umfeld geschaffen wurde, in dem die
entsprechenden Kinasen eigentlich nicht mehr notwendig waren und folglich nicht

mehr synthetisiert werden (Tarsounas et al., 1999). Zwar konnten bisher keine
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Kinasen identifiziert werden, die am Auf- und Abbau des SC beteiligt sind, aber die
Wahrscheinlichkeit, das dieser Prozess mit verschieden Phosphorylierungsschritten
einhergeht, ist relativ grof3.

Der Abbau der SC-Komponenten im Anschluss an das Diplotan wird vermutlich
durch Ubiquitinierung vermittelt. In Yeast-Two-Hybrid-Experimenten konnte gezeigt
werden, dass SYCP1 und SYCP3 mit Ubc9 interagieren kbnnen. Dabei handelt es
sich um ein Ubiquitinin-konjugierendes Enzym, welches die betreffenden Proteine fur

einen Zell-Zyklus-abhangigen Abbau markiert (Tarsounas et al., 1997).

1.3.6 Bedeutung des SC

Wie der Name schon vermuten lasst, ist der SC ein Komplex aus mehreren
Proteinkomponenten. Studien an mehreren Mutanten in verschiedenen Organismen
haben gezeigt, dass diese Struktur nur dann vollstandig funktionell ist, wenn alle
Komponenten vorhanden sind. Zwar gibt es einige strukturelle Untereinheiten, die
recht unabhangig voneinander zu sein scheinen, wie beispielsweise die
Axialelemente und das Zentrale Element. Aber fir den Zusammenbau eines
kontinuierlichen SC, der die homologen Chromosomen im Pachytan der Prophase |
Uber ihre gesamte Lange reildverschlussartig miteinander verknlpft, bedarf es dem
Zusammenspiel aller Komponenten. Studien an all den bisher besprochenen Knock-
out-Mutanten haben gezeigt, dass der SC eine wichtige Rolle bei der Rekombination
und der Reifung von DSBs zu Crossover-Ereignissen Ubernimmt (Yuan et al., 2000;
Crackower et al., 2003; de Vries et al., 2005; Hamer et al., 2006; Yang et al., 2006;
Bolcun-Filas et al., 2007, 2009). Die SC-Struktur an sich scheint flr eine Paarung der
Homologen wahrend der Prophase | nicht essentiell zu sein. Es hat sich jedoch
gezeigt, dass ein fehlender oder unvollstandiger SC die Crossover-Bildung stark
reduziert, obwohl es innerhalb der Chromosomen zu Initiierung zahlreicher DSBs
kommt. Ein vollstandig ausgebildeter stabiler SC bringt die Homologen so eng
zueinander, dass Rekombination zwischen den Chromosomen und die Reparatur der
Bruchstellen problemlos erfolgen kann. Die Einzelstrang-Invasionen der Homologen
reifen an einigen Stellen zu doppelten Holidaystrukturen aus (Hunter und Kleckner;
2001), was zu stabilen Chiasmata (Crossover) fuhrt. Diese sind flr den
Zusammenhalt der Homologen nach Auflosung des SC im Diplotan und spater fur
eine korrekte Segregation der Chromosomen nétig. Somit hat der SC auch eine
Bedeutung fur die Aufteilung der homologen Chromosomen auf die Tochterzellen.

Dies kann auch durch die Phanotypen der mutanten Mause belegt werden. Denn
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diese zeigen oftmals einen Geschlechtsdimorphismus. Wahrend die Meiose der
Mannchen meist im Zygotdn oder Pachytan unterbrochen wird und die Zellen
apoptotisch werden, resultiert das Fehlen eines SC-Proteins in den Weibchen meist
in einer deutlichen Reduktion der Wurfgroe. Dies wiederum ist eine Folge falscher
Segregation der Chromosomen auf die Tochterzellen (Aneuploidie). Demnach
scheinen die Kontrollmechanismen in den mannlichen Tieren strenger abzulaufen
(Hunt und Hassold, 2002). Aul3erdem kann in den Mannchen ohne Ausbildung eines
SC auch keine Paarung der Geschlechtschromosomen erfolgen.

Welche Bedeutung der SC fur den Ablauf der Meiose hat, wird auch anhand von
Patientenstudien deutlich. Unfruchtbarkeit bei Mannern konnte in einigen Fallen auf
Mutationen im Sycp3-Gen zurtickgefuhrt werden (Miyamoto et al., 2003, Judis et al.,
2004). Auch Mutationen im Fkbp6-Gen werden mit Unfruchtbarkeit in Verbindung
gebracht (Wersterveld et al., 2005; Zhang et al., 2007). Aneuploidie, hervorgerufen
durch fehlerhafte Segregation der Chromosomen auf die Tochterzellen wahrend der
Meiose, tritt in ca. 5% aller Schwangerschaften auf und ist zudem der haufigste
Grund fur Schwangerschaftsabgange beim Menschen (Hassold und Hunt, 2001;
Bolor et al., 2009). In einigen Frauen, mit wiederholten Schwangerschaftsabgangen,
konnten Veranderungen in der Nukleotidsequenz der Sycp3-Gene identifiziert
werden. Diese Mutationen kdnnten die Ursache fur die Schwangerschaftsabgange
sein. Wahrend in der Sycp3”-Maus ca. 2/3 der Nachkommen gesund sind und sich
die Mutation nur in der Wurfgréf3e bemerkbar macht, scheint eine Mutation im Sycp3-
Gen beim Menschen fatalere Folgen zu haben, denn die Frauen bringen nur
Totgeburten zur Welt (Bolor et al., 2009).

Diese Beispiele zeigen, wie wichtig der SC fur einen korrekten Ablauf der Meiose zu
sein scheint. Zudem wird deutlich, dass die Untersuchung der SC-Struktur und der
einzelnen SC-Proteinkomponenten von Bedeutung flr ein besseres Verstandnis von

Unfruchtbarkeitsursachen beim Menschen sind.

1.4 Spermatogenese am Beispiel der Sauger

Wahrend der Keimzellentwicklung, der Gametogenese, finden neben der Meiose
zahlreiche weitere Prozesse statt, die der Spezialisierung der Gameten dienen
sollen. Die befruchtungsfahigen weiblichen Gameten, auch Eizellen genannt, werden

in der Oogenese gebildet. Diese findet grofdtenteils im Ovar statt. Im geschlechts-
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reifen Tier ist die Eizelle in der Metaphase Il arretiert. In diesem Zustand verlassen
die Eier in zyklischen Abstanden das Ovar und treten erst mit der Befruchtung, durch
den Eintritt des Spermiums, die Vollendung der Meiose II an. Durch diesen
entscheidenden Schritt wird schliellich die Entwicklung der Zygote und somit die
Entstehung eines neuen Organismus eingeleitet. Wahrend der Spermatogenese
werden aus Spermatogonien befruchtungsfahige, mannliche Gameten gebildet, die
als Spermien bezeichnet werden. Diese sind darauf spezialisiert ihr Erbgut zu einer
immobilen weiblichen Eizelle zu transportieren.

Der Schwerpunkt dieser Arbeit liegt auf der Untersuchung der Architektur meiotischer
Chromosomen wahrend der Prophase |. Da ein Grofteil der Oogenese wahrend der
Embryonalentwicklung im Mutterleib stattfindet und demzufolge fur Experimente
schwer zuganglich ist, hat sich die Spermatogenese als Modellsystem etabliert. Fur
einen Teil der spater beschriebenen Experimente wurden Rattenhoden verwendet.
Daher soll eine nahere Erlauterung der Spermatogenese am Beispiel der Sauger zu
einem besseren Verstandnis beitragen.

Die Spermatogenese umfasst den Prozess, bei dem aus einer Stammzelle, auch
Spermatogonie genannt, ein reifes Spermium entsteht. Sie kann funktionell in drei
Phasen unterteilt werden: (i) die Proliferationsphase, in der die Spermatogonien
schnell aufeinander folgende mitotische Teilungen durchlaufen, (ii) die Meiose zur
Reduktion und Rekombination des Chromosomensatzes, und (iii) die
Spermiogenese, die Phase, in der sich aus den entstandenen haploiden Zellen reife
Spermien differenzieren. Die Spermatogenese ist ein vektorieller Prozess, der in den
Samenkanalchen (Tubuli seminiferi contorti) der Hoden (Testes) stattfindet.

Der Beginn des Prozesses liegt bereits in der Embryonalentwicklung, wenn die
Urkeimzellen in die sich auspragende Gonadenanlage einwandern. Dort
angekommen werden diese Zellen von den sich entwickelnden Sertolizellen
eingeschlossen und differenzieren sich dann zu Gonozyten. Diese wiederum
durchlaufen mehrere Mitosen und stellen schlieBlich ihre Teilung vorerst ein. Kurz
vor bzw. kurz nach der Geburt beenden die Gonozyten diese Ruhephase. Sie
beginnen sich erneut mitotisch zu teilen und differenzieren sich schliel3lich zu einer
Stammzellpopulation (Spermatogonien) vom Typ As (s=single).

Die Gonozyten und die Sertolizellen bilden zusammen die Samenstrange aus,
welche beim Einsetzen der Geschlechtsreife (Pubertat) ein Lumen ausbilden und

dann als Samenkanalchen bezeichnet werden. Die Typ As Spermatogonien sind an
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der Basalmembran der Hodenkanalchen lokalisiert und stellen ab dem Zeitpunkt der
Pubertat den Startpunkt der Spermatogenese dar (de Rooij, 1998). Sie sind zum
einen fahig, sich durch vollstandige Mitosen standig selbst zu erneuern und erhalten
damit das Stammzellreservoir aufrecht. Zum anderen konnen sie sich durch
unvollstandige Mitosen zu Spermatogonien vom Typ A, (pr=paired) differenzieren.
Diese Zellen bleiben durch Cytoplasmabricken miteinander verbunden. Typ Ay
Spermatogonien teilen sich weiter durch unvollstandige Mitosen. Die daraus
entstehen Gruppen aus 4, 8, 16 oder selten auch 32 Zellen bleiben untereinander
verbunden und werden als Typ Aa Spermatogonien (al=aligned) bezeichnet. Diese
differenzieren sich schlieBlich zu Spermatogonien vom Typ A, deren festgelegtes
Schicksal es ist, sich zu Spermien zu entwickeln (de Rooij und Groodegoed, 1998;
de Rooij, 2001). Die Teilung und Differenzierung von Spermatogonien des Typs As
zum Typ Aga verlauft asynchron und findet nur zu bestimmten Zeitpunkten statt. Die
weitere Differenzierung zum Typ A: erfolgt dann synchron und in Schuben. Dies
bedeutet, dass erst dann mit der Produktion neuer A; Spermatogonien begonnen
wird, wenn die vorhergehende Gruppe (Kohorte) das Stadium des Pra-Leptotan
erreicht hat (de Rooij. 1998; 2001). In einer Reihe mitotischer Teilungen
differenzieren sich die Typ A1 Spermatogonien schlieldlich zu Spermatogonien des
Typs B (A1=> A2 2 As~> Ay~ B). Diese wiederum teilen sich nochmals mitotisch und
die hervorgehenden Tochterzellen differenzieren sich primaren Spermatozyten (de
Rooij, 2001). Wahrend all dieser Teilungsphasen wandern die sich differenzierenden
Zellen weiter in Richtung des Lumen des Samenkanalchens.

Die primaren Spermatozyten treten dann in die 2. Phase der Spermatogenese ein
und durchlaufen die Meiose. Somit gehen aus jeder primaren Spermatozyte
schlieldlich vier haploide Spermatiden hervor. Bei allen Zellteilungen vom Typ Ay bis
hin zur Spermatide, bleiben die Zellen Uber Cytoplasmabricken miteinander in
Verbindung (Dym und Fawcett, 1971). Diese Kontaktstellen, die einen Durchmesser
von ca. 1 um haben, dienen dem Austausch von Cytoplasmabestandteilen und sogar
Genprodukten, was eine synchron ablaufende Reifung der Zellen ermdglicht (Braun
et al., 1989).

Aus der Meiose gehen letztlich runde Spermatiden hervor, die sich in der letzten
Phase, der so genannten Spermiogenese, schliellich zu reifen Spermatozoa
differenzieren. Innerhalb dieses Prozesses wird das Chromatin dicht verpackt und

Uberschissiges Cytoplasma wird durch eine Abschnurung abgestof3en. Aulierdem
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bildet sich das Akrosom aus, welches fur die Befruchtung der Eizelle bendtigt wird.
Bei all diesen Veranderungen kommt es zu einer Umformung des Spermienkopfes.
Um die Mobilitat des Spermiums zu ermdglichen wird das Flaggelum gebildet. Am
Ende der Spermatogenese, nach zahlreichen Differenzierungsschritten und der
parallel ablaufenden Wanderung von der Tubuswand ins Innere, kommen die reifen
Spermatozoa an der Grenze zum Lumen an. Wahrend des gesamten
Wanderungsprozess der Keimzellen bleiben diese mit den stutzenden und
versorgenden Sertolizellen in Kontakt. Die elongierten Spermien werden schlie3lich
ins Lumen des Samenkanalchens entlassen (Russell, 1977). Von dort aus gelangen
sie zur weiteren Reifung und Speicherung in den Nebenhoden (Epididymis) und
werden schliel3lich in den Samenleiter (Vas deferens) befordert (Yanagimachi, 1994).
Der Entwicklungsprozess zu befruchtungsfahigen Spermien wird erst im Genitaltrakt
des Weibchens vollstandig abgeschlossen (Chang, 1951, Austin, 1952; Gilbert

Type B Type A
spermalagniasm waSronanozonium

a5
deferens

Epididymis
. @

Seminiferons seiinderous tubule
tubule

Abbildung 1.9: Aufbau des Hodens und Ubersicht eines Samenkanalchens. Links im
Bild ist der Aufbau eines Hodens (engl. Testis) mit Nebenhoden (engl. Epididymis),
Samenleiter (Vas deferens) und Samenkéanalchen (engl. Seminiferus tubule) dargestellt.
Die mittlere Abbildung zeigt den Querschnitt (engl. cross section), das rechte Bild einen
detaillierten Ausschnitt eines Samenkanalchens. Dabei wird deutlich, dass die frihen
Spermatogenese-Stadien an der Tubuswand lokalisiert sind, wahrend die spateren
Stadien im Laufe ihrer Entwicklung immer weiter in Richtung Lumen wandern. Die

Keimzellen sind eng mit den umgebenden Sertolizellen assoziiert. Aus Gilbert, 2003.
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2003). Zum besseren Verstandnis zeigt Abbildung 1.9 schematisch den Aufbau des

Saugerhodens und die Wanderung der Keimzellen wahrend der Spermatogenese.

1.5 Zielsetzung

Das Ziel dieser Arbeit bestand hauptsachlich darin, den molekularen Aufbau des SC
der Sauger besser zu verstehen. Bisher konnte eine Vielzahl von Proteinen
identifiziert werden, die an der Bildung der SC-Struktur beteiligt sind. Die drei
Hauptproteinkomponenten SYCP1, 2 und 3 scheinen dabei eine zentrale Rolle zu
spielen. SYCP2 und 3 sind die Komponenten der Axial bzw. Lateralelemente und
interagieren miteinander. SYCP1 bildet hauptsachlich die Transversalfilamente aus.
SYCP1 und SYCP3 werden aufgrund ihrer Polymerisitationseigenschaften als
wichtige strukturgebende Proteine angesehen. Dennoch ist zwischen diesen beiden
Proteinen keine direkte Interaktion nachweisbar (Liu et al., 1996; Tarsounas et al.,
1997; Yuan et al., 1998; Pelttari et al., 2001). Bisher ist vollig ungeklart, wie der SC
zusammengehalten wird, denn es konnte noch keinerlei Bindung zwischen dem
Transversalfilamentprotein SYCP1 und den Lateralelementproteinen SYCP2 und
SYCP3 bzw. den Kohasinen gezeigt werden (Tarsounas et al., 1999). Daher sollte
die Interaktionsfahigkeit der beiden SC-Hauptproteinkomponenten SYCP1 und
SYCP2 in verschiedenen Bindungssystemen untersucht werden.

Die Struktur des SC ist evolutionar hochkonserviert, Unterschiede zwischen den
Spezies treten vor allem hinsichtlich der Primarstrukturen der Proteinkomponenten
auf. Fir SYCP3 konnten im Speziesvergleich zwischen Ratte und Medaka
hochgradige Konservierungen in einzelnen Sequenzmotiven, in der Domanen-
organisation und in den Polymerisationseigenschaften festgestellt werden (Baier et
al., 2007 a und b). Bei den Transversalfilamentbildenden Proteinen der einzelnen
Modellorganismen zeigen alle bisher identifizierten Proteine eine ahnliche
Domaéanenorganisation. Sie besitzen eine zentrale Coiled-Coil-Domane, die von nicht-
helikalen Sequenzbereichen flankiert wird. Auf Aminosaureebene hingegen zeigen
sich sehr groRe Unterschiede, wodurch bisher vermutet wurde, dass die Proteine
nicht homolog sind, sondern nur Homologien in ihrer Funktion zeigen (Page und
Hawley, 2004). Ein weiteres Ziel dieser Arbeit bestand darin, einen Vergleich der
homologen SYCP1-Proteine der taxonomisch weit entfernten Spezies Ratte und

Medaka durchzufuhren. Ein derartiger Vergleich sollte zeigen, ob die SYCP1-
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Proteine, ahnlich wie SYCP3, evolutionar konserviert sind, oder ob nur eine
funktionelle Homologie besteht. Dafur musste MeSYCP1 zunachst aus dem
Hodengewebe der Fischspezies (Oryzias latipes) isoliert und kloniert werden.
Daraufhin sollten eine Sequenzanalyse und ein direkter Vergleich mit der
rattenspezifischen Sequenz erfolgen. Desweiteren wurden Polymerisationsstudien im
heterologen System durchgefihrt, um zu untersuchen, ob das Verhalten der
homologen Proteine in somatischen Kulturzellen konserviert ist.

Bei Untersuchungen der Spermatogenese von Hydra viridissima, einer Artengruppe
der Hydrozoa, konnten in den Gonadenahnlichen Strukturen der mannlichen Phase
Spermatozyten mit Synaptonemalkomplexen identifiziert werden (Schriftliche
Hausarbeit, Lange, 2001). Einzelne SC-Proteinkomponenten der Hydrozoa waren
nicht bekannt. Nach den bisherigen Erkenntnissen Uber die Transversal-
filamentbildenden Proteine verschiedenster Modellorganismen (Page und Hawley,
2004) war nicht zu erwarten, dass in Invertebraten ein homologes Protein zu SYCP1
existiert. Bei den Proteinen C(3)G in Drosophila (MacQueen et al., 2002; Colaiacovo
et al., 2003) und SYP-1, SYP-2, SYP-3 und SYP-4 in C. elegans (MacQueen et al.,
2002; Colaiacovo et al., 2003, Smolikov et al., 2007; Smolikov et al., 2009) handelt
es sich nach den scheinbar nur um funktionelle Homologien zum SYCP1 der Sauger.
In Sequenzanalysen der EST-Datenbanken von Hydra vulgaris, einer weiteren
Artengruppe der Hydrozoa, konnte jedoch eine mdgliche SYCP1-Sequenz ermittelt
werden (Alsheimer, unpublizierte Daten). Diese zeigte innerhalb zweier konservierter
Sequenzmotive deutliche Ubereinstimmungen mit dem SYCP1 der Ratte. Das
betreffende Hydra-Protein sollte daraufhin hinsichtlich seiner Aminosauresequenz,
Domanenorganisation und Polymerisationseigenschaften mit dem SYCP1 der Ratte
verglichen werden. Dabei sollte ermittelt werden, ob SYCP1 in der Evolution der
Metazoa nicht nur innerhalb der Vertebraten, sondern auch bis hin zu den einfach

gebauten Cnideria, also niederen Invertebraten konserviert ist.
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2. Material

2.1 Biologisches Material

2.1.1 Tiere
Ratte

Alle verwendeten mannlichen Ratten gehorten dem Stamm WISTAR an und wurden
von der Firma Charles River Laboratories (Sulzfeld) bezogen. Sie waren
durchschnittlich 19-21 Tage alt und befanden sich folglich in der Pubertat, genauer
gesagt im 1. Schub der Spermatogenese. Dies gewahrleistete einen hohen Anteil an
Pachytan-Spermatozyten im Hodenmaterial.

Medaka

Die mannlichen Tiere der Fischspezies Oryzias latipes wurden von der Arbeitsgruppe
von Herrn Professor Dr. Dr. Manfred Schartl in der Physiologischen Chemie | der
Universitat Wurzburg zur Verfigung gestellt.

Hydra

Die verwendeten Tiere der Spezies Hydra vulgaris wurden aus der Zucht der
Arbeitsgruppe von Herrn Professor Dr. Georg Krohne aus der Zentralen Abteilung flr

Elektronenmikroskopie (Universitat Wurzburg) entnommen.

2.1.2 Zelllinien

COS-7
Die Zelllinie COS-7 (ATTC CRL 1651) stammt aus Nierenzellen der grinen

Meerkatze, Cercopetheicus aethiops.

2.1.3 Bakterienstamme

Epicurian coli Rosetta Blue Novagen (Darmstadt)
Epicurian coli XL1-Blue Stratagene (Heidelberg)
Epicurian coli Top10 One Shot® Invitrogen (Karlsruhe)

2.1.4 Hefestamme

Der Hefestamm Saccharomyces cerevisiae EGY48 (ura3, trp1, his3, 3LexA-operator-
LEU2) der Firma Origene (Rockville) ist auxotroph fur die Aminosauren Uracil,

Tryptophan, Histidin und Leucin. Die Auxotrophie der ersten Aminosauren kann

43



Material

durch eine Transformation von Plasmiden ausgeglichen werden, wenn diese fur die
entsprechenden Gene codieren. Das urspringliche Leucin-Gen wurde im EGY48-
Hefestamm durch ein chromosomal integriertes Konstrukt ersetzt. Dieses besteht
aus drei LexA-Operatoren und einem nachgeschalteten LEU2-Gen. Besteht eine
Interaktion zwischen Koder- und Beutefusionsprotein so bildet sich ein aktiver
Transkriptionsfaktor aus, dessen Wirkung dann schlieBlich auch die Leucin-

Auxotrophie ausgleichen kann.

2.1.5 Antikorper

In der nachfolgenden Tabelle 2.1 sind alle Antikorper aufgefuhrt die innerhalb dieser
Arbeit verwendet wurden. In den einzelnen Spalten sind neben der Bezeichnung und
dem Antigen, auch Angaben zum Herkunftstier, zur Herstellung und zu den
verwendeten Verdinnungen zu finden. Alle Antikorper, die aus eigener Herstellung
(e.H.) stammten, wurden vor der Verwendung affinitatsgereinigt.

Im Western Blot (WB) wurden die Antikdrper in 5-10% Milch in TBST verdunnt. In
den verschiedenen Immunfluoreszenzen (IF) erfolgte die Verdunnung in PBS. Fur

Ko-Immunprazipitationen (Ko-IP) wurden ca. 10 ug des jeweiligen Antikdrpers

eingesetzt.
Bezeichnung | Antigen | Herkunfts-Tier | Hersteller [  WB | IF | Ko-IP
Primarantikorper
a-SYCP2 Ct AS 1092-1505 Meerschwein e.H. 1:1000 1:200 -
(guinea pig) SYCP2 (Ratte) (Seqlab)
a-SYCP2 Ct AS 1092-1505 Kaninchen e.H. 1:2000 1:500 10ug
(rabbit) SYCP2 (Ratte) (Seqlab)
a-SYCP3 Serum AS 27-38 Meerschwein Alsheimer 1:5000 1:150 -
#13 SYCP3 (Ratte) et. al., 1996
(guinea pig)
a-SYCP1 Ct AS 922-997 Kaninchen Ollinger et - 1:300 -
(rabbit) SYCP1 al., 2005
(Ratte)
a-SYCP1 Nt AS 1-120 Meerschwein e. H. 1:1000 1:100 -
(guinea pig) SYCP1 (Ratte) (Seqlab)
a-myc- Myc-Tag Maus Invitrogen 1:5000 1:200 -
monoklonal
(mouse)
a-pentaHis His-Tag Maus Qiagen 1:5000 --- -
(mouse) #34660
a-MeSYCP1Ct AS 874-888 Meerschwein e.H. - 1:300 -
(guinea pig) SYCP1 (Seqlab)
(Medaka)
IgG rabbit Unspezifisch Kaninchen Dianova --- --- 10ug

Sekundarantikorper
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a-rabbit Texas IgG Kaninchen Ziege Dianova - 1:50 -
Red
(goat)
a-guinea pig IgG Ziege Dianova - 1:50 -
Texas Red Meerschwein
(goat)
a-mouse Texas IgG Ziege Dianova - 1:50 -
Red Maus
(goat)
a-rabbit Cy2 IgG Kaninchen Ziege Dianova - 1:50 -
(goat)
a-rabbit IgG Kaninchen Ziege Dianova 1:10000 --- -
Peroxidase
(goat)
a-guinea pig IgG Ziege Dianova 1:10000 --- -
Peroxidase Meerschwein
(goat)
a-mouse IgG Ziege Dianova 1:10000 --- -
Peroxidase Maus
(goat)

2.2 Mikrobiologisches Material

Tabelle 2.1: Verwendete Antikdrper

2.21 Plasmidvektoren fiir Klonierungen in E. coli

pPCR2.1®-Topo
Der pCR2.1®-TOPO-Vektor (Abb. 2.1)
des TOPO TA

Firma

ist ein Bestandtell
Cloning® Kit der
(Karlsruhe).
direkte

Invitrogen
Er eignet sich fur die
DNA-
Fragmenten die durch PCR amplifiziert

Klonierung von

wurden. Neben den Resistenzgenen fur
enthalt

dieser Vektor ein LacZ-Gen, das eine

Kanamycin und  Ampicillin
zusatzliche Selektion positiver Klone
Blau-Weil-Farbung der

Kolonien

uber eine
jeweiligen ermaoglicht.
Aulerdem ist im pCR2.1®-Topo-Vektor
eine Promotorsequenz fur die T7-RNA-
Polymerase  enthalten, die  zur
Herstellung von RNA-Sonden bendtigt

wird.

B PCR Product &

Comments for pCR®2.1-TOPO®
3931 nucleotides

ng site: bases 364-383
ses 301-406

Abbildung 2.1: Vektorkarte des pCR2.1®-
Topo der Firma Invitrogen (Karlsruhe) mit
Sequenzdarstellung der Multiple Cloning
Site (MCS) und Kommentaren zur
Sequenz.
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PEGFP -Vektoren

Die pEGFP-C1-C3
pEGFP-N1-N3 (Abb. 2.2) wurden von
Clontech  (Heidelberg)
Die DNA-Sequenzen

Vektoren und

der Firma
bezogen.

gewdunschter Proteine oder
Deletionsmutanten wurden Uber die
MCS (Multiple Cloning Site) in den
Vektor inseriert. Die
der pEGFP-Vektoren

beinhaltet einen CMV-Promotor,

betreffenden
Sequenz

der
eine Expression der jeweiligen Proteine
mit oder ohne EGFP-Fusion (enhanced
green

fluorescent protein) in

eukaryotischen Kulturzellen ermdglicht.

Material
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Abbildung 2.2: Schema der EGFP-Vektoren
der Firma Clontech (Heidelberg) mit der
MCS der einzelnen Vektortypen.

PET-21(4)
et

Abbildung 2.3: Schematische Darstellung
des Vektors pET21a der Firma Novagen
(Darmstadt) mit MCS.

pET21a

Der Vektor pET21a (Abb. 2.3) der Firma
Novagen (Darmstadt) wurde verwendet
um Proteine an eine Hisg-Markierung zu
anschlieBend in
Die

entsprechenden Proteine konnten dann

koppeln und sie

Bakterien zu exprimieren.
aufgrund ihrer Markierung Uber Ni-NTA-
Agarose gereinigt werden. Die Sequenz
Vektors

Selektionszwecken ein

des beinhaltet zZu
Ampicillin-

Resistenzgen.
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pET21a-myc

Hierbei handelte es sich um einen modifizierten pET21a-Vektor (Abb. 2.3). Der
Vektor wurde mit dem Restriktionsenzym Ndel gedffnet. Die Uberhangenden Enden
der Ndel- Schnittstelle wurden mit des Enzyms Klenow-Fragment aufgefulit.
Anschlielend wurde der Vektor mit BamHI| verdaut und auch hier wurden die
Schnittstellen aufgefullt (Klenow-Fragment). Durch diesen zweiten Schritt wurde das
T7-Tag aus dem Vektor entfernt. Zwischen die modifizierten Ndel- und BamHI-
Schnittstellen wurde schliellich eine Uber PCR amplifizierte Myc-Sequenz inseriert.
Der Vektor wurde verwendet um Proteine und Deletionsmutanten mit einer Myc-

Sequenz zu markieren und in Bakterien oder im TNT®-System zu exprimieren.

2.2.2 ,Shuttle“-Plasmidvektoren fiir Klonierungen in E. coli und S. cerevisiae

Die so genannten ,Shuttle“-Plasmidvektoren besitzen neben einem pBR
Replikationsursprung (,origin of replication) zur Vermehrung in Bakterien, einen
zusatzlichen hefespezifischen Ursprung (2 ym ori). Dies ermdglicht eine Vermehrung
in beiden Systemen. Die verwendeten Vektoren sind Bestanteile DupLEX-A™ Yeast-
Two-Hybrid Systems der Firma ORIGENE (Rockville).

pPEG202
Der Vektor pEG202 (Abb. 2.4) wurde als TOTIT 000 par 1160

Sehi 1110

¥
#“,M—»»l g Hnd 11 1514
M | 1818
Pme | 2096
EcoR |

Kdder-Expressionsvektor eingesetzt. -~

Das Plasmid kodiert unter anderem fir

ein Fusionsprotein, dass die DNA- | =i

st | 7500

bindende Doméne des LexA-Proteins e PEG202
enthalt. Uber Restriktionsstellen der 1

MCS wurde das gewulnschte
Kdderprotein an den C-Terminus dieser

Domaéane wurde fusioniert. Die

Expression des Fusionsproteins steht

unter der Kontro"e des ‘._:Yi”r‘ COC G3C ATC CGT COA ﬁ cos oos Tx.. !‘:n;:;‘

Alkoholdehydrogenase-Promotors Abbildung 2.4: Vektorkarte und MCS des

A itutiv. Di .Koder‘-Plasmids pEG202 der Firma
(ADHy0) und erfolgt konstitutiv. Die Origene (Rockville)

Transkriptionseinheit schlie3t mit einer
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hefespezifischen Terminationssequenz (ADHi) ab. Zudem enthalt das Plasmid den
HIS3-Marker. Dieser ermdglicht eine Selektion positiv transformierter Hefeklone in

Histidin-Mangelmedien.

pJG4-5

Sac 16440, /(p |1 6446
Pwu Il 6253
Aibar > : S nions Der Vektor pJG4-5 (Abb. 2.5) diente
N 77 GAL promoter o 1881 .
S mS.oncas%[m anser, der  Expression des  Beute-
mH 1330
ADHTer ) fHie! 15 Fusionsproteins in der Hefe. Zur
A le1333
.\j’“'“ﬁ“ Selektion positiv transformierter Klone
pIGAS Hind 11l 1474
5449 § . . . .
St i ist in der Plasmidsequenz ein TRP1-
%, ; S Gen enthalten, womit die Tryptophan-
Aatll4254/r—‘> 2Zpon .
Wy, TP V% Auxotrophie des Hefestammes
Xba | 4002 4
|/ i ' EGY48 aufgehoben werden kann.
Hnd Il 3573
Pstl 3365

Das gewtlnschte Protein wurde Uber
Schnittstellen der MCS an die

Fusionskassette gekoppelt. Diese

fusion cassette:

B42 comain |E;E;HAE;: Eiie

EcoRl #hol

ATG GGT GCT CCT CCA ARR ARG ARG ... CCC GAA TIC GGC CGA TIC GAG ARG CTT ... beSteht aus einem Kern|0ka|isati0n8-

M G A P P X X X aes P s G R L EUR L aee

signal (NLS), der sauren

Abbildung 2.5: Vektorkarte und MCS des | Aktivierungsdomane (B4-domain) des
.Beute“-Plasmids pJG4-5 der Firma Origene

(Rockville) Transkriptionsfaktors, sowie einem

Hamagglutinin-Epitop (HA-Tag). Die

Expression des jeweiligen Fusionsproteins steht unter der Kontrolle eines
induzierbaren GAL1-Promotors (GALpro).

2.2.3 Enzyme

Restriktionsenzyme

Mithilfe  von  Restriktionsenzymen kann die DNA an  spezifischen
Erkennungssequenzen geschnitten werden. Dabei konnen entweder klebrige
(,sticky”) oder glatte (,blunt) Enden erzeugt werden. Die entsprechenden Enzyme
wurden groltenteils von der Firma Fermentas (St. Leon-Rot) bezogen. Vereinzelt
wurden jedoch auch Restriktionsenzyme der Firma NEB (New England BiolLabs,
Hochst) verwendet. Wenn im Methodenteil nicht anders vermerkt, wurden bei der

Verwendung die vom Hersteller empfohlenen Protokolle befolgt.
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Ligase

Das Enzym T4 DNA Ligase wurde von der Firma Fermentas (St. Leon-Rot) bezogen.
Es katalysiert unter ATP-Verbrauch die Verknupfung von 5 Phosphat- und
3’Hydoxyltermini doppelstrangiger DNA oder RNA mit ,sticky“ oder ,blunt ends®.

Shrimp Alkaline Phosphatase
Dieses Enzym (Fermentas) wird auch kurz als SAP bezeichnet und entfernt die 5’

Phosphatreste von linearisierter DNA.

T4 Polynukleotid Kinase
Die PNK (Fermentas) ist eine Polynukleotid 5’-Hydroxyl-Kinase. Sie transferiert
Phospate vom ATP an die 5° OH-Gruppen einzel- oder doppelstrangiger DNA, RNA,

oder Oligonukleotide.

Klenow-Fragment

Dieses grole Fragment der DNA-Polymerase | besitzt eine 3’-5 DNA-Polymerase-
Aktivitat und eine 5-3’ Exonuklease-Aktivitat. Das Klenow-Fragment der Firma
Fermentas wurde dazu verwendet, die 5-Uberhange der ,sticky ends® aufzufillen

und somit ,blunt ends” zu erzeugen.

Taq DNA-Polymerase

Diese Polymerase wurde im Lehrstuhl Zoologie | (Universitat Wuirzburg) selbst
hergestellt. Sie wurde zur Amplifikation von DNA-Fragmenten in der Kolonie-PCR
oder zum anfiigen von 3’ (A)-Uberhangen an PCR-Produkte fir die Topo-Klonierung
verwendet. Die Taqg DNA-Polymerase hat eine 3’-5° DNA-Polymeraseaktivitat, besitzt
jedoch keine 5’-3’-Exonuklease-Funktion, die zur Fehleruberprifung (,proof reading®)

notwendig ist. Sie besitzt eine Effektivitat von 1 kb/min.

Phusion™ DNA-Polymerase

Die Phusion™ wurde von der Firma Finnzymes bezogen und zur Amplifikation von
DNA-Fragmenten verwendet. Sie besitzt sowohl eine 3’-5° DNA-Polymerase-Aktivitat,
als auch 5-3° Exonuklease-Aktivitdt. Dies resultiert in einer sehr niedrigen
Fehlerquote bei der DNA-Amplifikation. AuRerdem arbeitet die Phusion™ mit 1kb/15

sek. deutlich schneller als die Tag DNA-Polymerase.
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Material

Die fur DNA-Amplifikationen verwendeten Oligonukleotide wurden von der Thermo

Fisher Scientific GmbH (UIm) bezogen.

Primerbezeichnung Sequenz Tm | Notizen
Allgemeine Vektorprimer
M13 Reverse 5 CAGGAAACAGCTATGAC_ 3 36°C 5'Vektorprimer
pCR2.1TOPO pCR2.1®Topo
M13 Forward 5 GTAAAACGACGGCCAG_ 3’ 44°C 3’'Vektorprimer
pCR®2.1TOPO® pCR2.1®Topo
pEGFP-C Seq._5’ 5 _ACATGGTCCTGCTGGAGTTGGT_3% 57°C 5'Vektorprimer
pEGFP-C1-3
pEGFP-C Seq._ 3 5 CAGGGGGAGGTGTGGGAGG 3 58°C 3’'Vektorprimer
pEGFP-C1-3
pEGFP-N Seq. 5 5 GCTGGTTTAGTGAACCGTGAGA ¥ 53°C 5'Vektorprimer
pEGFP-N1-3
pEGFP-N Seq. 3 5 CGTCGCCGTCCAGCTCGACCAG 3 67°C 3’'Vektorprimer
pEGFP-N1-3
pEGFP-N Seq._5’ 5 _GCTGGTTTAGTGAACCGTCAGA_3 53,5°C 5'Vektorprimer
pEGFP-N1-3
pEGFP-N Seq. 3 5 CGTCGCCGTCCAGCTCGACCAG_ 3 67,6°C 5'Vektorprimer
pEGFP-N1-3
pEG202_5 5 _CATTGAAGGGCTGGCGGTTG_3 54,1°C 5'Vektorprimer
pEG202
pEG202_3 5_AATCATAAGAAATTCGCCCG_¥ 54,8°C 3'Vektorprimer
pEG202
pET21a Seq._5’ 5 CGATCCCGCGAAATTAATACG_ 3’ 56°C 5'Vektorprimer
pET21a
pET21a Seq._3’ 5 GCAGCAGCCAACTCAGCTTC ¥ 55°C 3’'Vektorprimer
pET21a
pJG4-5_5 5 _ATACCAGCCTCTTGCTGAGTGG_3' 55°C 5'Vektorprimer
pJG4-5
pJG4-5_3 5 _AAGCCGACAACCTTGATTGG_% 54°C 5'Vektorprimer
pJG4-5
Allgemeine RT-Primer
CDSIII/3’PCR_ohne_ 5 GCCGAGGCGGCCGACATG ¥ 64,2°C RT-PCR-
Oligo-dT Primer
Primer Ratte-SYCP1
SYCP1-start (104; Ac | 5_CGGGCCATGGAGAAGCAGAAG_5 60,5°C RaSYCP1-
106/7) 5 ATG-Primer
SYCP1_110_5’+Xhol 5 CTCGAGATGGAGAAGCAGAAGCCCTTC_3’ | 64,4°C RaSYCP1-
(54,1) 5 ATG-Primer
SYCP1_468-3’ 5 _CCACTTTTTTATCTTTTCAGCCTCTTTATAC | 56,0°C Sequenzier-
AGC 3 Primer
SYCP1_470_3’+Xhol 5 _CTCGAGCCACTTTTTTATCTTTTCAGCCTC | 63,4°C RaSYCP1-
3 (52,8) 3’ (AS120)
SYCP1-seq_d (673_3") | 5_GTCTGGTTTCTTCTCGCTCATATTC_3% 54,6°C Sequenzier-
Primer
SYCP1-seq_e (934_3') | 5_TTTGGATCAATAGTAGTGATACCTGG_J 52,8°C Sequenzier-
Primer
SYCP1-1800bp_5’ 5 GAGGATCAACTGAAACTGATTACTATGGA | 57,4°C Sequenzier-
(Pos.1315) G 3 Primer
SYCP1_1600_3’ 5 _CCCTTGTAATTCTTCAGCAAGCTTCTC_3’ 59°C Sequenzier-
(Pos1497) Primer
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SYCP1_seq_c 5 CATCTCCTTGCTGTATGAACTCTTTTC_ ¥ 56°C Sequenzier-
(1876_3) Primer
SYCP1_1800bp_5’ 5 GGTCAATAAATTAGAGTTGGAATTAGCAA | 58,8°C Sequenzier-
(Pos.2100) G 3 Primer
SYCP1-seq_h 5" GAAACGAACTTGTATCCCTTAAGAAGC 3’ | 56,4°C Sequenzier-
(Pos.2444 5) Primer
SYCP1_ 2440 5 5" ATCAGAAACGAACTTGTATCCCTT_ 3’ 52,3°C RaSYCP1-
5’ (AS777)
4+Ndel+SYCP1_ 5 TATACATATGTCTTTGCTGGAATCACCTGA | 59,3°C RaSYCP1-
2566_5’ 3 5 (AS819)
SYCP1_2566_5’ 5 GAATTCTCTTTGCTGGAATCACCTGAA 3’ 59,9°C RaSYCP1-
(+EcoRI UH) 5 (AS819)
SYCP1_5"-His-Ct 5" CACCATCACCATCACCATCCATCTTTGCTG | 74,7°C Hisg+Ra
GAATCA 3 SYCP1_AS819
SYCP1-seq_g 5 CCATTGATGAGGAAAGCCG_ ¥ 52,9°C Sequenzier-
(P0s.2630_3) Primer
SYCP1_3099 3 5 AGTAAATAACTTTTCTGCTTCCTTTAGTC_3 | 52,8°C RaSYCP1-
' 3’ ohne Stop
SYCP1_3099 3’+Xhol 5 TATACTCGAGAGTAAATAACTTTTCTGCTT | 59,6°C RaSYCP1-
+4 CCTTT & 3’ohne Stop
SYCP1_delstop 5 AAGTAAATAACTTTTCTGCTTCCTTTAGTC | 57°C RaSYCP1-
(P0s.3100_3) TTC & 3’ohne Stop
SYCP1_3'TAA 5 TTAAGTAAATAACTTTTCTGCTTCCTTTAGT | 58°C RaSYCP1-
CTTC 3’ 3’'mit Stop
Primer Ratte-SYCP2
SYCP2-5ATG 5 _GTCAAAATGCCAGTGAGACCAGACC_3’ 59,8 SYCP2-
5 ATG-Primer
SYCP2_XHOI_5'ATG 5" CTCGAGGTCAAAATGCCAGTGAGACCAGA | 67,2°C SYCP2-
(Pos.148) (O} 5 ATG-Primer
SYCP2_CG_+5'ATG 5 _CGATGCCAGTGAGACCAGACC_ 3% 56,7°C SYCP2-
(47,2) 5'ATG-Primer
4+Ndel+SYCP2_154 5 | 5 TATACATATGCCAGTGAGACCAGACCC 3’ | 584°C SYCP2-
(53,8) 5 ATG-Primer
SYCP2_seq_d 5 CCTTTCTCCCATATTACTCATGAGA 3 52,7°C Sequenzier-
(Pos.748 3) Primer
SYCP2 _771_3+Xhol+4 | 5 TATACTCGAGCCTTTTCTCCCATATTACTC | 62,3°C SYCP2_3
ATGA 3 (49,7) (AS206)
SYCP2_CGATG_+1060 | 5 CGATGGAATTCTGGATTGATTTTAATCTC_ | 59,5°C SYCP2_ 5’
3 (48,1) (ATG+AS303)
SYCP2_1065 3'+TGA | 5 _TCAGAATTCCTCAAGTTTTTCATCTG_ 3% 55,0°C SYCP2_3’
(49,4) (AS304+Stop)
SYCP2_seq_e 5 _GGCTCCCCGAGATTAAAATCAA 3 52,7°C Sequenzier-
(Pos.1070_3) Primer
SYCP2_seq_f 5 CTGTGATCCACTTGCATCAAAA 3 52,7 Sequenzier-
(Pos. 1389 3) Primer
SYCP2_1500_5’ 5 _CAACACATCAACCCCGCGAAG_J% 59,8°C Sequenzier-
(PSO. 1650 _5) Primer
SYCP2_seq_g 5 GAAACAGCCTTCTCAGCAGAA ¥ 51,4°C Sequenzier-
(Pos. 1689 _3) Primer
SYCP2_seq_h 5 TCTTCAGTTGTCTTATTTAGGAGTACTG_3' | 51,4°C Sequenzier-
(P0s.2297 3) Primer
SYCP2_CGATG_ 5" CGATGATATCAACAAGAAAACTGAAGGAG | 58,8°C SYCP2_5’
+2571 3 (48,6) (ATG+AS807)
SYCP2_EcoRI+GG 5 GAATTCGGGATATCAACAAGAAAACTGAA | 64,5°C SYCP2_ 5’
+2573 GGAG_J% (50,0) (AS808)
SYCP2 2573 3 _ 5 TCATGATATCATGTCATCACTTGAGTTATA | 55,3°C SYCP2_3
+ATGA C. 3 (50,8) (AS808+Stop)
SYCP2_seq_i 5 AAAACCCACTGCCATCCC_3’ 51,8°C Sequenzier-
(Pos.2600_3) Primer
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SYCP2_1800bp5’ 5 _GGTAGATGTAAGGAACCGTGATGAACG_3 | 59,9°C Sequenzier-
(P0s.2823 3) Primer
SYCP2_seq_c 5 GGCTGTCCTTTCAGCGCT_ ¥ 52,7°C Sequenzier-
(P0s.3313 3) Primer
SYCP2_C-Term_5’ 5 _GGGAGCTCGTCATCTGTGGAA_3’ 56,4°C SYCP2_5%’
(Pos.3428) (AS1091)
SYCP2_3433+EcoRI 5 _GAATTCGAGCTCCCAGACACAGATGC_J3 63,0°C SYCP2_5%’
(51,9) (AS1093)
SYCP2_3436_5 5 _TCATCTGTGGAAGTGATGAGATGTACA_3 | 56,5°C SYCP2_5%’
(AS1094)
SYCP2_CGATG_+3436 | 5_CGATGTCATCTGTGGAAGTGATGAGA_3’ 59,1°C SYCP2_5%’
(47,4) (ATG+AS1094)
SYCP2_Xhol_3436_5’ 5 CTCGAGTCATCTGTGGAAGTGATGAGATG | 62,7°C SYCP2_ 5
T3 (52,7) (AS1094)
SYCP2_3436_3+TGA | 5_TCACGAGCTCCCAGACACAGAT_ % 56,0°C SYCP2_3
(AS1094+Stop)
SYCP2_CGATG_+3547 | 5 CGATGGAATTCTTAAACAGAAGCAATAGA_ | 58,5°C SYCP2_ 5’
3 (47,0) (ATG+AS1132)
SYCP2_3547_3'+TGA | 5_TCAGAATTCAGGTGATGCAGCTT_3 55,5°C SYCP2_3
(49,2) (AS1132+Stop)
SYCP2_1000bp_5’ 5" CGCCCAGACACACAACCAAGA_3’ 58,1°C Sequenzier-
(Pos.3662_5) Primer
SYCP2_seq_b 5 GAATAGCTGTTACAATGTTGGGTTC_3’ 53,1°C Sequenzier-
(Pos. 3724 3) Primer
SYCP2 4277 5 5 _TGTCAAGCTCGGGGACACAGG_ Y% 59,5°C SYCP2_5’
(AS1375)
SYCP2_CGATG+4279 | 5_CGATGTGTCAAGCTCGGGGACA_3’ 61,7°C SYCP2_5%’
(49,3) (ATG+AS1376)
SYCP2_4278_3'+TGA | 5_TCAGGCCATTGCCAACAGATG_ % 58,1°C SYCP2_3
(51,8) (AS1376+Stop)
SYCP2_ 4278 3'+Xhol 5 CTCGAGGGCCATTGCCAACAGATG_3’ 65,2°C SYCP2_3
(51,8) (AS1376)
SYCP2_4671_3'+Xhol 5 TATACTCGAGTCATGCATTGTTTCCTTCAT | 62,3°C SYCP2_3’
+4 G 3 (50,9) Stop
SYCP2_Xhol TGA+3 5" CTCGAGTCATGCATTGTTTCCTTCATGATC | 64,5°C SYCP2_3
3 (55,5) Stop
SYCP2_BamHI_3'TAA+ | 5 GGATCCTCATGCATTGTTTCCTTCATGATC | 65,1°C SYCP2_3
3 Stop
SYCP2_BamHI_3'TAA- | 5 GGATCCTGCATTGTTTCCTTCATGATCCT_ | 64,8°C SYCP2_3
3 Ohne Stop
SYCP2 3TGA 5 TCATGCATTGTTTCCTTCATGATC_ 3 58,8°C | SYCP2_3'Stop
Primer Medaka-SYCP1
Xhol+medaka_SYCP1_ | 5 CTCGAGATGGAGAGAGATCATGGCTTTAA | 62,0°C MeSYCP1-
5ATG 3 RT-Primer
Medaka_SYCP1_5'Coil | 5_AAAGTTGAGTCAGAGACAATGCAG_3’ 52,2°C MeSYCP1-
RT-Primer
Medaka_SYCP1_3'Coil | 5_TTTCACTTGAGAGGACTGGCTC_J% 52,7°C MeSYCP1-
(aa717) RT-Primer
Medaka_SYCP1_2269_ | 5_CATATGTCCAGGAGCAGTGGTGGG_J 61,2°C MeSYCP1-
5'+Ndel (aa755) (53,8) RT-Primer
Medaka_SYCP1_2689_ | 5_CTCGAGTGCAAAGATCTTGTCCTGGGT_3 | 63,5°C MeSYCP1-
3’+Xhol (aa895) (53,6) RT-Primer
Medaka_SYCP1_3'TAA | 5_CTCGAGTTATGCAAAGATCTTGTCCTGG_3 | 61,3°C MeSYCP1-
+Xhol ’ RT-Primer
Primer Hydra-SYCP1
Hym_SYCP1_5 5 GGTATTCACCTATTACTAAATAATGGAAAG | 63,5°C HymSYCP1-
TTTTCGAATG 3 RT-Primer
Hym SYCP1 5'ATG 5 ATGGAAAGTTTTCGAATGAATACTACTAAC | 63,1°C HymSYCP1-
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AAGCAA_ 3 RT-Primer
4+Xhol+HymSYCP1_5" | 5_TATACTCGAGATGGAAAGTTTTCGAATGAA | 63°C HymSYCP1-5’
ATG TACTACTAAC_3’ (54°C) (Xhol+ATG)
Hym_SYCP1_619 5’ 5 _AGTCTAGAGTCAGGTATTCATCATCTTGAA | 63,3°C HymSYCP1-

AATCAAGTAG_3’ RT-Primer
Hym_SYCP1_619_3’ 5 _CTACTTGATTTTCAAGATGATGAATACCTG | 63,3°C HymSYCP1-

ACTCTAGACT 3 RT-Primer
Hym_SYCP1_934 5’ 5 GATGCCAAAGATATTCATGCTAAAGAAGT | 62,2°C Sequenzier-

GG 3 Primer
Hym_SYCP1_1012_%’ 5 CTTTCTTTGACTCTTAATCAAACCAAAATT | 60,6°C HymSYCP1-

GAA Y RT-Primer
Hym_SYCP1_1012_3 5 _TCCAATTTTGGTTTGATTAAGAGTCAAAGA | 62,5°C HymSYCP1-

AAGATT_ 3 RT-Primer
Hym_SYCP1_5'coil- 5 GCCGAGGCGGCCGACATG_ 3 64,2°C Sequenzier-
intern Primer
Hym_SYCP1_3’coil- 5 _CATTAAACCTAACTCCTTCTCAGCAGTCTC | 62,1°C Sequenzier-
intern AAG_3’ Primer
Hym_SYCP1_5’coil- 5 _CTCTAATTCTCATCAAATTCAAGCTGAATA | 63,5°C HymSYCP1-
ende TGAACAA 3 RT-Primer
Hym_SYCP1_3’caoil 5 TTGTTCATATTCAGCTTGAATTTGATGAGA | 63,5°C HymSYCP1-

ATTAGAG_3’ RT-Primer
HymSYCP1_3’coil_+ 5 _TATACCCGGGTTGTTCATATTCAGCTTGAA | 68,7°C HymSYCP1_3’
Smal+4 TTTGATG_3 (55°C) (Coil+Smal)
HymSYCP1_3'TGA 5" GCAGACGTTCAACTATCAAATCCAAAGAC | 53,5°C HymSYCP1-
Neu ACT_3 RT-Primer
HymSYCP1_3'TGA+ 5 _TATACCCGGGTCAACTATCAAATCCAAAG | 68,4°C HymSYCP1_3’
Smal+4 ACACTGTC_ 3 (54°C) (TGA+Smal)

Tabelle 2.2: Verwendete Oligonukleotide

2.2.5 Kits und Einzelkomponenten

ABI PRISM® BigDyeTM Terminator Cycle Sequencing Ready Tection Kit

Dieses Kit wurde fur die Sequenzierung im Lehrstuhl fur Zoologie | der Universitat
Wirzburg verwendet. Es enthalt alle Komponenten, die fir eine Sequenzier-Reaktion

nach der Kettenabruch-Methode von Sanger und Coulson (1977) notwendig sind.

ECL™ Detection Kit
Das Kit der Firma Amersham Bioscience (Braunschweig) enthielt die Loésung A und
B, die zur Detektion von an Peroxidase gekoppelten Sekundarantikdrpern auf

Western Blots verwendet wurden.

Effectene™ Transfection Reagent
Effectene™ ist ein nicht-liposomales Lipid, das unter spontaner Micellen-Bildung die
DNA in Lipidmolekule hallt. Es wurde nach dem Herstellerprotokoll (Qiagen, Hilden)

zur Transfektion von COS-7 Zellen eingesetzt.
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E.Z.N.A. Plasmid Miniprep Kit |
Dieses Kit der Firma Peqlab (Erlangen) wurde zur Aufreinigung von Plasmid-DNA

aus Bakterienkulturen verwendet.

Dynabeads Protein G
Die Beads der Firma Invitrogen (Karlsruhe) benutzte man zur Bindung von

Antikdrpern der Klasse IgG in der Ko-Immunprazipitation.

HiTrap™-Saulensystem
Auch dieses Kit wurde von der Firma Amersham Bioscience (Braunschweig)

bezogen. Es wurde zur Affinitatsreingung von Antikdrpern aus Seren verwendet.

Ni-NTA-Agarose
Die Ni-NTA-Agarose der Firma Qiagen (Hilden) wurde zur Aufreinigung von

Proteinen mit einer Hiss-Markierung (Hisg-Epitop) aus Bakterien verwendet.

Ni-NTA-Magnetic-Agarose Beads
Die Ni-NTA-Agarose Beads der Firma Qiagen (Hilden) benutzte man zur Bindung

Hise-markierter Proteine in Interaktionsstudien und im Pull-Down-Assay.

NucleoSpin® Plasmid
Das Kit wurde von der Firma Macherey Nagel (Diren) bezogen und diente der

Aufreinigung von Plasmid-DNA aus Bakterienkulturen.

peqGOLD Trifast™

Mit dieser Losung (Peqglab, Erlangen) wurde RNA aus Zellen und Geweben isoliert.

Protein G Sepharose
Die Sepharose wurde von der Firma GE Healthcare (Fairfield, USA) bezogen und

diente der Isolierung unspezifischer Antikorpern der Klasse IgG aus Hodenextrakten.

TNT® in vitro transcription/translation Kit
Dieses Kit der Firma Promega (Mannheim) diente der in vitro Synthese

rekombinanter Proteine im Reticulozyten-Lysat.
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TOPO TA CLONING® Kit
Dieses Kit wurde von der Firma Invitrogen (Karlsruhe) bezogen. Es diente der

effektiven Klonierung von PCR-Produkten.

Wizard® SV Gel and PCR Clean-Up System
Das Kit der Firma Promega (Mannheim) wurde zur Gewinnung von DNA-Fragmenten
aus Agarosegelen verwendet. AuBRerdem diente es der Aufreinigung von PCR-

Produkten oder von DNA aus Restriktionsverdauansatzen.

2.2.6 Chemikalien

Chemikalien und Ldsungsmittel wurden von den Firmen Applichem (Darmstadt),
Becton Dickinson Mikrobiology Systems (Sparks), Calbiochem (Darmstadt), Roth
(Karlsruhe), Merck (Darmstadt), Serva (Heidelberg) oder Sigma (Minchen) in

Analysenqualitat bezogen.

2.3 Rekombinante DNA-Konstrukte

Zur molekurbiologischen Untersuchung von Proteinen bzw. entsprechenden
Deletionsmutanten kdnnen verschiedenste Vektorsysteme (siehe 2.2.1) verwendet
werden, die eine Expression der jeweiligen Peptide in Bakterien oder eukaryotischen
Systemen erlauben. Im folgenden Abschnitt werden die Klonierungen aller

Konstrukte erlautert, die im Rahmen dieser Arbeit verwendet wurden.

2.3.1 SYCP1 Konstrukte der Ratte

Die Sequenz der SYCP1-cDNA der Ratte von Base 60 bis 3179 lag in 3’-5-
Orientierung im Vektor pCR2.1® Topo vor (Ollinger et al., 2005). Dieses Konstrukt
wurde von der Arbeitsgruppe Benavente (Universitat Wuirzburg) zur Verfugung

gestellt und diente als Ausgangsprodukt fur einen GroRtteil der Klonierungen.

2.3.1.1 SYCP1-Konstrukte fiir Transfektionen in COS-7 Zellen
SYCP1_84/3102 in pEGFP-N3 (Klon1) Produkt: wt-SYCP1

Die Sequenz zwischen Base 84 und 3102 wurde mittels PCR und spezifischen
Primern (SCP1_5'Xhol; SCP1_3’Kpnl; Tabelle 2.2) amplifiziert. Nach dem

Restriktionsverdau des gereinigten PCR-Produkts mit den Enzymen Xhol und Kpnl,
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wurde dieses in einen entsprechend linearisierten pEGFP-N3-Vektor inseriert
(Dissertation Ollinger, 2005; Ollinger et al., 2005). Da die SYCP1-Sequenz ein Stop-
Codon beinhaltete wurde das Protein ohne EGFP-Fusion exprimiert.
SCP1A_2847stop(3) in pEGFP-N3 Produkt: mycSYCP1_AS914-997
Dieses Konstrukt wurde von der Arbeitsgruppe Benavente zur Verfugung gestellt
(Dissertation Ollinger, 2005) Es enthielt die Sequenz zwischen der Base 84 und 2847

und eine interne myc-Sequenz (402).

2.3.1.2 SYCP1-Konstrukte im Yeast-Two-Hybrid-System

SYCP1_His_Nt (110-468) in pEG202 (Klon11) Produkt: SYCP1_1-120-His
Die Amplifikation der Sequenz von Base 110 bis 468 erfolgte innerhalb einer PCR
mit den spezifischen Primern (SYCP1_110_5'+Xhol; SYCP1_468 3’+Xhol; siehe
Tabelle 2.2). Das resultierende PCR-Produkt wurde in den Vektor pCR2.1® Topo
zwischenkloniert und dann Uber BamHI ausgeschnitten. Der Vektor pEG202 wurde
Uber BamHI gedffnet und mit dem Insert ligiert. Das resultierende Konstrukt wurde
vollstandig sequenziert und diente als Kdderprotein.

SYCP1_HisCt (2578-3102) in pEG202 (Klon13) Produkt: SYCP1_819-996-His
Ausgangspunkt fur diese Klonierung war eine verfugbare DNA (SYCP1_2578-3102
in pPEGFP-C2, Klon1) der AG Benavente (Dissertation Ollinger, 2005). Das Konstrukt
wurde Uber einen zweistufigen Verdau mit den Enzymen BamH| und EcoRI
ausgeschnitten. Der Zielvektor pEG202 wurde auf die gleiche Weise geschnitten und
das Insert konnte somit gezielt inseriert werden. Die Sequenz wurde vollstandig

Uberprift. Das resultierende Produkt diente als Koder-Konstrukt.

2.3.1.3 SYCP1-Konstrukte fiir Bindungstests im TNT®-System und Pull-Down
SYCP1_His_Nt (AS1-120) in pET21a (Klon1) Produkt: SYCP1_1-120-His

Dieses Konstrukt wurde von der Arbeitsgruppe Benavente zur Verfugung gestellt und
vollstandig sequenziert.

SYCP1_His_Ct (AS819-996) in pET21a (Klon10) Produkt: SYCP1_819-996-His
Die Sequenz von Base 2566-3099 wurde Uuber eine PCR mit den Primern
4+Ndel+SYCP1_2566_5" und SYCP1_3099_3'+Xhol+4 (Tabelle 2.2) amplifiziert. Als
Grundlage (Template) flr diese Reaktion diente die DNA SYCP1_84/3102 in
pEGFP-N3 (Klon1, siehe oben). Aufgrund der Uberhdnge von jeweils vier
Nukleotiden konnte das gereinigte PCR-Produkt direkt mit den Enzymen Ndel und

Xhol verdaut werden. Das Produkt wurde anschlieRend nochmals gereinigt und Gber
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die gleichen Schnittstellen in den gedffneten Vektor pET21a inseriert und vollstandig

sequenziert.

2.3.2 SYCP2-Konstrukte der Ratte

Als Ausgangsprodukt fir nahezu alle folgenden Klonierungen mit SYCP2 wurde das
Konstrukt SYCP2ges in pCR2.1® Topo (Klon3) verwendet (siehe Diplomarbeit
Winkel, 2006). Es umfasste die gesamte codierende Sequenz von Base 154-4671,

inklusive dem Stopcodon.

2.3.2.1 Konstrukte zur Expression in COS-7 Zellen
SYCP2ges in pEGFP-N3 (Klon32) Produkt: SYCP2-EGFP

Der Vektor pCR2.1® Topo wurde bei der Insertgewinnung in einem zusatzlichen
Verdauschritt mit Eael mehrfach geschnitten. Die gesamte codierende Sequenz
(Base 154-4669), jedoch ohne Stopcodon, wurde uUber die Schnittstellen BamHI und
Xhol aus dem Vektor pCR2.1® Topo ausgeschnitten und in den Vektor pEGFP-N3
inseriert (Diplomarbeit Buhrle, 2004). Das resultierende Produkt ist ein
Fusionsprotein aus EGFP und SYCP2 und wurde in COS-7 Zellen exprimiert.

2.3.2.2 SYCP2-Konstrukte im Yeast-Two-Hybrid-System
SYCP2ges in pJG4-5 (Klon13) Produkt: wt-SYCP2

Um das Gesamtkonstrukt aus dem Vektor pCR2.1® Topo ausschneiden zu kénnen,
war auch hier ein zweistufiger Prozess notwendig, um eine Verschleppung des
Vektors zu vermeiden. Das Insert wurde mit dem Enzym Xhol ausgeschnitten und
der Vektor mit einem weiteren Enzym (Eael) verdaut. Eael schneidet den Vektor
pCR2.1® Topo mehrfach und ermdglichte somit eine Unterscheidung zwischen
Vektor- und Insertbanden im Gel. Uber die Xhol-Schnittstelle wurde das Insert
schlieRlich in den entsprechend getffneten Vektor pJG4-5 inseriert. Die Ubergénge
zwischen Vektor und Insert wurde durch Sequenzierung Uberprift (Diplomarbeit
Winkel, 2006).

SYCP2_154-1060 in pJG4-5 (Klon15) Produkt: SYCP2_AS1-304

Das N-terminale Konstrukt von SYCP2 umfasst die ersten 304 Aminosauren der
SYCP2-Sequenz. Da sich innerhalb der Sequenz an Base 1060-1065 eine EcoRI-
Schnittstelle befindet, wurde diese genutzt, um das gewinschte Konstrukt aus der
Gesamtsequenz (SYCP2ges in pCR2.1® Topo, Klon3) auszuschneiden. Die

Integration in den Vektor pJG4-5 wurde ebenfalls Uber die EcoRI-Schnittstelle
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durchgefuhrt. Die Kontrolle der Sequenz erfolgte Uber Sequenzierung (Diplomarbeit
Winkel, 2006).

SYCP2_1060-3547 in pJG4-5 (Klon3) Produkt: SYCP2_AS303-1133
Dieses Konstrukt umfasst den kompletten mittleren Teil der SYCP2-
Aminosauresequenz. Zur Insertgewinnung wurde die DNA von SYCP2ges in
pEGFP-N3 (Klon32, Diplomarbeit Buhrle, 2004) mit EcoRI verdaut. Dabei wurden die
beiden SYCP2-internen EcoRI-Schnittstellen von Base 1060-1065 und 3547-3552
genutzt. Dieses Konstrukt wurde dann in den mit EcoRI gedffneten Vektor pJG4-5
inseriert und Uber Sequenzierung Uberprift (Diplomarbeit Winkel, 2006).
SYCP3_3436-4278 in pJG4-5 (Klon18) Produkt: SYCP2_AS1095-1375

Die Amplifikation dieses Konstruktes erfolgte Uber eine PCR mit den spezifischen
Primern SYCP2_Xhol_3436_5" und SYCP2_4278 3’-Xhol (Tabelle 2.2) und dem
Template SYCP2ges in pCR2.1® Topo (Klon3). Das PCR-Produkt wurde in den
Vektor pCR2.1® Topo zwischenkloniert und vollstandig sequenziert. Durch einen
Verdau mit Xhol konnte es ausgeschnitten und anschlief3end in den entsprechend
gedffneten Vektor pJG4-5 inseriert werden.

SYCP2_3547-4671 in pJG4-5 (Klon2) Produkt: SYCP2_AS1132-1505

Auch hier wurde die interne EcoRI-Schnittstelle von Base 3547-3552 genutzt um das
Konstrukt aus dem pEGFP-Vektor auszuschneiden und in den Vektor pJG4-5 zu
inserieren. Die Sequenz wurde auf Fehler und Leseraster Uberpruft (Diplomarbeit
Winkel, 2006).

SYCP2_4277-4771 in pJG4-5 (Klon23) Produkt: SYCP2_AS1376-1505

Ein entsprechendes EGFP-Fusions-Konstrukt (SYCP2_4277-4671 in pEGFP-C2,
Klon1) war bereits vorhanden und wurde von der Arbeitsgruppe Benavente zur
Verfugung gestellt. Die Insertgewinnung und pJG4-5-Vektoroffnung erfolgte Uber
mehrere Schritte. Zunachst wurden beide mit BamHI geschnitten. Die Schnittstelle
wurde mithilfe des Klenow-Fragments aufgefullt, so dass glatte Enden (blunt ends)
entstanden. AnschlieBend erfolgte ein EcoRI-Verdau, um das Insert vollstandig
auszuschneiden und den Zielvektor so zu offnen, dass dieses in gezielter
Orientierung inseriert werden konnte. Uber eine Sequenzierung wurde der Erfolg der

Integration Uberprift.

2.3.2.3 Konstrukte fir Interaktionsstudien im TNT®-System

Alle folgenden Konstrukte wurden Uber den gleichen mehrstufigen Prozess in den

Zielvektor pET21a-myc inseriert. Dabei erfolgte zunachst eine Zwischenklonierung in
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den Vektor pCR2.1® Topo. AnschlieRend wurde die DNA mit BamHI geschnitten, die
Schnittstellen mit dem Klenow-Fragment aufgeflllt und ein zusatzlicher Verdau mit
EcoRI durchgefihrt. Das resultierende Konstrukt wurde in den Vektor pET21a-myc
inseriert. Dieser wurde zuvor mit Sall gedffnet. Die Schnittstellen wurden ebenfalls
mithilfe des Klenow-Fragments aufgefullt und schlieBlich erfolgte ein EcoRI-Verdau.
Erst dann konnte eine Ligation mit dem jeweiligen Insert erfolgen. Dieser mehrstufige
Klonierungsprozess ermdglichte eine gerichtete Integration des Konstrukts in den
Zielvektor.

SYCP2_154-1065 in pET21a-myc Produkt: SYCP2_1-304-myc

Die Amplifikation des Konstruktes erfolgte mit den Primern SYCP2_CG+5ATG,
SYCP2_1065_3'TGA (Tabelle 2.2) und dem Template SYCP2ges in pCR2.1® Topo
(Klon3). Das PCR-Produkt wurde in pCR2.1® Topo zwischenkloniert und vollstandig
sequenziert. Danach erfolgte die Integration in den Vektor pET21a-myc.
SYCP2_3436-4278 in pET21a-myc

Zur Insertgewinnung wurde eine PCR mit der Template-DNA SYCP2ges in pCR2.1®
Topo (Klon3) und den spezifischen Primern SYCP2_CGATG_+3436 und
SYCP2_4278 3'+TGA (Tabelle 2.2) durchgefuhrt. Das Produkt dieser Reaktion
wurde in den Vektor pCR2.1® Topo zwischenkloniert und sequenziert. Im Anschluss
erfolgte die Ligation mit dem Zielvektor pET21a-myc.

SYCP2_3547-4671 in pET21a-myc

Das Konstrukt wurde Uber eine Amplifikation mit den spezifischen Primern
SYCP2_CGATG_+3547 und SYCP2_3'TGA (Tabelle 2.2) in einer PCR hergestellt.
Als Template diente SYCP2ges in pCR2.1® Topo (Klon3). Das Produkt wurde
zunachst in den Vektor pCR2.1® Topo zwischenkloniert und schliel3lich, wie oben
beschrieben, in pET21a-myc inseriert.

SYCP2_4279-4671 in pET21a-myc (Klon1) Produkt: SYCP2_1376-1505-myc
Die Gewinnung des Konstrukts erfolgte Uber eine PCR mit spezifischen Primern
(SYCP2_CGATG_+4279, SYCP2_3'TGA; Tabelle 2.2) und dem Template
SYCP2ges in pCR2.1® Topo (Klon3). Das PCR-Produkt wurde in den Vektor
pCR2.1® Topo zwischenkloniert und Uber eine Sequenzierungsreaktion Uberpruift.
Danach erfolgte die Integration in den Vektor pET21a-myc und somit die Fusion mit

der myc-Sequenz.
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2.3.3 SYCP1-Konstrukte von Medaka

Die Gesamt-cDNA wurde Uber Reverse Transkription (RT-PCR) aus Medaka-Hoden
gewonnen und diente als Template fur die Klonierung der cDNA von MeSYCP1. Das
Gesamtkonstrukt wurde mit den spezifischen Primern Xhol+Medaka_SYCP1_5'ATG
und Medaka_SYCP1_3'TAA+Xhol Uber eine PCR amplifiziert und in den pCR2.1®-
Topo-Vektor zwischenkloniert. Die Sequenz des erhaltenen Klons (MedSYCP1 in
pCR2.1®-Topo, Klon5) wurde vollstandig Uberpruft (siehe 4.2.1) und diente als
Ausgangspunkt fur weitere Klonierungen.

MedSYCP1_ges(5-2692) in pEGFP-N1 (Klon7) Produkt: MeSYCP1-wt

FuUr die Herstellung dieses Konstrukts wurde die Sequenz von Base 5-2692 Uber die
angefugten Xhol-Schnittstellen aus dem pCR2.1®-Topo-Vektor (MeSYCP1 in
pCR2.1®-Topo, Klon5, siehe oben und 4.3.1) ausgeschnitten und in einen
entsprechend gedffneten pEGFP-N1-Vektor inseriert. Da die Sequenz schon im
Ausgangskonstrukt vollstéandig Uberpriift wurde, wurden hier nur noch die Ubergange
zwischen Vektor und Insert sequenziert. Durch das Stopcodon konnte die sich an die
MeSYCP1-Sequenz anschlieRende EGFP-Sequenz nicht mehr gelesen werden. Das
Konstrukt wurde zur Expression des wildtypischen MeSYCP1 in somatischen
Kulturzellen (COS-7) verwendet.

MedSYCP1_ges(5-2692) in pEGFP-C3 (Klon19) Produkt: MeSYCP1-EGFP
Auch dieses Konstrukt wurde flr die Expression in COS-7 Zellen verwendet. Es
wurde nach dem gleichen Prinzip wie das wildtypische Konstrukt in den mit Xhol
linearisierten Vektor pEGFP-C3 inseriert. Da sich die EGFP-Sequenz in diesem
Vektor vor dem Insert befindet, wurde das Konstrukt als MeSYCP1-EGFP-
Fusionsprotein exprimiert. Auch hier wurden die Ubergange von Vektor und Insert
Uber Sequenzierung Uberpruft.

MedSYCP1_delCt in pEGFP-N3 (Klon1) Produkt: MeSYCP1_delCt_EGFP
Die Sequenz von Base 5 bis 2155 (AS1-717) wurde Uber eine PCR mit spezifischen
Primern (Xhol+Medaka SYCP1_5'ATG, Medaka SYCP1_3’Coil (aa717); siehe
Tabelle 2.2) und der DNA MeSYCP1_ges(5-2692) in pEGFP-C3 (Klon19) als
Grundlage amplifiziert und in den Vektor pCR2.1® zwischenkloniert. Die Sequenz
des erhaltenen Klons (MeSYCP1_delCt in pCR2.1® Topo, Klon2) wurde vollstandig
Uberpruft. Das Insert wurde anschlieBend mit dem Restriktionsenzym Xhol
ausgeschnitten und in einen entsprechend linearisierten pEGFP-C3 inseriert. Die

Ubergange zwischen Vektor und Insert, sowie die Leseraster von EGFP- und
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Insertsequenz wurden Uberpruft. Das resultierende Produkt wurde zur Expression in
COS-7 Zellen verwendet.

2.3.4 SYCP1-Konstrukte von Hydra

Zur Gewinnung der cDNA Uber Reverse Transkription wurden die Gastralregionen,
mit anhaftenden Gonaden-ahnlichen Strukturen und Knospungszonen, von circa 30
Hydren verwendet. Diese cDNA diente dann als Template fur die Gewinnung der
cDNA von HySYCP1. Die vollstandige Protein-Sequenz wurde Uber zahlreiche
Zwischenstufen zusammengestellt (siehe 4.3.1) und schliel3lich in den Vektor
pCR2.1® Topo inseriert. Das Konstrukt wurde vollstandig sequenziert und diente
schlieBlich als Template fur alle weiteren Hydra-SYCP1-Klonierungen
(HymSYCP1_ges_inpCR2.1®Topo, Klon 7a1-7).

HymSYCP1ges in pEGFP-C3 (Klon 16) Produkt: HySYCP1-EGFP

An die vollstandige Nukleotidsequenz des Proteins, von Base 1 bis 3051, wurde
zunachst direkt vor dem Startcodon eine Xhol-Schnittstelle und direkt nach dem
Stopcodon eine Smal-Schnittstelle angeflugt. Dies erfolgte Uber eine PCR mit den
spezifischen Primern 4+Xhol+HymSYCP1_5'ATG und HymSYCP1_3'TGA+Smal+4.
Das PCR-Produkt wurde anschlieRend in einem zweistufigen Restriktionsverdau mit
Xhol und Smal geschnitten und in einen entsprechend gedffneten pEGFP-C3-Vektor
inseriert. Die Kontrolle des Konstruktes erfolgte Uber Sequenzierung. An Position 714
der Nukleotidsequenz fand ein Basenaustausch von Thymin zu Cytosin statt, dieser
verursachte eine stille Mutation und konnte aufgrund dessen vernachlassigt werden.
HymSYCP1_delCt in pEGFP-C2 Produkt: HySYCP1_delCt-EGFP
Dieses Konstrukt umfasst die Nukleotide vom Startcodon bis zur letzten Base der
Coiled-Coil-Domane (Berechnung nach Lupas et al., 1991) und wird daher als C-
Terminus-Deletionsmutante bezeichnet. Um die Nukleotidsequenz gezielt in den
Vektor pEGFP-C3 inserieren zu kdnnen, mussten vor dem Startcodon eine Xhol-
Schnittstelle und im Anschluss an die letzte Base eine Smal-Schnittstelle angefugt
werden. Hierzu wurden die spezifischen Primer 4+Xhol+HymSYCP1_5'ATG und
HymSYCP1_3'TGA+Smal+4 in einer PCR mit eingesetzt. Das resultierende Produkt
wurde dann mit den besagten Enzymen geschnitten und mit dem Xhol-Smal-
gedffneten Vektor ligiert. Das Leseraster und die Sequenz wurden schliellich in einer

Sequenzanalyse Uberpruft.
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2.4 Gerate

Biophotometer
Brutschrank (Bakterienkultur, 37°C) TypB15
Brutschrank (Hefekultur, 30°C)
Brutschrank (Zellkultur, 37°C)
CO; Inkubator 300 Compact QMI300S
Digitalkamera AxioCam MRm
Digitalkamera Pixelfly
Drehtisch Reax 2
Elutriationseinheit

J2-21M/E Centrifuge

JE-6B Rotor
Feinwaage Mettler AC 100
Flachbett-Scanner

Epson Perfection V700 Photo
Flachbett-Scanner

Quatographic X-Finitiy Pro 42
Fluoreszenzmikroskop Axiophot Stereo

HBO050 mit Quecksilberlampe
Gefriermikrotom 2800 Frigocut E
Gewebekulturschalen
Graphit-Blot-Kammer
Heizblock
Heizplatte
Homogenisator RW20

Hybridisierungsofen MINI 10
KippschuttlerWS5

Kuhlzentrifuge Minifuge T
Kuhlzentrifuge Sorvall RC-5B

Laborpumpe Typ Varioperpex®I|

Laborwaage DeltaRange® Mettler PJ3600

Material

Eppendorf, Hamburg

Memmert, Uber Hartenstein, Wirzburg
Memmert, Uber Hartenstein, Wirzburg
MWG-BIOTECH, Miinchen

NUNC, Wiesbaden

Zeiss, Oberkochen

PCO, Kelheim

Heydolph, Uber Hartenstein, Wirzburg

Beckmann, Minchen

Mettler, Dusseldorf
Epson, Meerbusch

Quatographic Technology GmbH,
Braunschweig

Zeiss, Oberkochen

Reichert-Jung

Greiner Labortechnik, Frickenhausen
LMS, Uber Hartenstein, Wirzburg
Liebisch, Uber Hartenstein, Wirzburg
Medax Nagel GmbH, Kiel

Janke & Kunkel, Uber Hartenstein,
Wirzburg

Thermo Hybaid, Ulm
Laborgeratebau Edmund Buhler,
Tubingen

Heraeus, Hanau

Du Pont Instruments (Bad Homburg)
LKB Bromma, Uber Hartenstein,
Wirzburg

Mettler, Dusseldorf
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Magnetrahrer

Magnetic Stirrer Model L-71

Magnetic Separator fur 1,5-2 ml Reaktions-
Gefalle

Magnetic Separator DynaMag"™50-magnet

Mini TransBlot-System

pH-Meter pH523

Proteingelkammer Mini V8

Rollinkubator RM5

Schlittenmikrotom

Sequenzierer ABlI PRISMtv 310

Sonifier B12

Stabilisiertes Netzgerat EV261

Stabilisiertes Netzgerat 250V 1 A
Thermocycler Cyclone® 25

Thermocycler Cyclone® Gradient

Thermocycler Mastercycler® personal

Thermocycler Primus 25 advanced®

Thermohaube Certomat® H

Tischzentrifuge 5415C

Tischzentrifuge Mikro 200

Tischzentrifuge Mikro 200R mit Kuhlfunktion
Transmissionselektronenmikroskop EM 10
UV-Sratalinker 1800

Vortex L24

Wasserbad WTH 500

Material

M35 GLW, Wirzburg
Uber Hartenstein, Wirzburg

Invitrogen (Karlsruhe)

Invitrogen (Karlsruhe)

BioRad (Munchen)

WTW, Uber Hartenstein, Wirzburg
Gibco BRL, Eggenstein

Uber Hartenstein, Wirzburg

Leitz, Wetzlar

Genetic Analyser Perkin Elmer,
Applied Biotems GmbH, Weiterstadt
Branson Sonic Power Company, tUber
Gerhard Heinemann, Schwabisch
Gmuind

PEGLAB Biotechnologie GmbH,
Erlangen

Dipl. Ing. L. Fischer, Heidelberg
PEGLAB Biotechnologie GmbH,
Erlangen

PEGLAB Biotechnologie GmbH,
Erlangen

Eppendorf, Hamburg

PEGLAB Biotechnologie GmbH,
Erlangen

B. Braun, Uber Hartenstein, Wurzburg
Eppendorf, Hamburg

Hettich, Uber Hartenstein, Wirzburg
Hettich, Uber Hartenstein, Wirzburg
Zeiss, Oberkochen

Stratagene, Heidelberg

GLW, Wirzburg

Uber Hartenstein, Wirzburg
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2.5 Computerprogramme

Adobe Photoshop CS3

Avio Vision Release 4.7.1 (08-2008)

BioEdit 7.0.9
EasyControl Version 2.15 (PCO, Kelheim)

Microsoft Powerpoint

Microsoft Office Word 2007

Material

Bildbearbeitung und Erstellung
schematischer Darstellungen
Bildaufnahme am Fluoreszenz-
Mikroskop

Analyse von DNA-Sequenzen
Bildaufnahme am Fluoreszenz-
Mikroskop

Erstellung schematischer
Darstellungen

Erstellung der Dissertation
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3. Methoden

3.1 Mikrobiologische Methoden

3.1.1 Kultivierung von Bakterien

Lésungen:
LB-Medium (Luria Bertami) pH 7,4: 10 g/l Bacto-Trypton (AppliChem)

5 g/l Hefeextrakt (AppliChem)

10 g/l NaCl

—> autoklavieren

Antibiotika-Stamml6sungen: Ampicillin: 50 mg/ml in H20

Kanamycin: 50 mg/ml in H20

Chloramphenicol: 34 mg/ml in Ethanol
Durchfiihrung:
Fir eine Ubernachtkultur (UNK) wurden circa 7-15 ml LB-Medium mit der
entsprechenden Antibiotika-Stammldsung in einer Endkonzentration von 50 pg/ml
versetzt. Dabei richtete sich die Wahl des Antibiotikums nach der jeweiligen zu
kultivierenden Bakterienkolonie bzw. dem darin enthaltenen Plasmidvektor. Zum
animpfen der Bakterienkultur wurde eine sterile Pipettenspitze verwendet, die
entweder mit Bakterienmaterial direkt von der Agarplatte oder aus einer
Glycerinkultur versehen wurde. Die Kultur wurde anschlieend uber Nacht bei 37°C
unter standigem Schutteln inkubiert. Die Kultivierung erfolgte in einem 50 ml Greiner-
Roéhrchen, weil diese eine ausreichende Sauerstoffzufuhr ermdglichten.
Flassigkulturen groRerer Volumina (50-200 ml) wurden in autoklavierten Kolben
inkubiert und mit circa 5-10ml UNK angeimpft. Solche Kulturen wurden

beispielsweise zur Proteinexpression verwendet.

3.1.2 Glycerinkulturen

Die Herstellung von Glycerinkulturen diente der Aufbewahrung und langeren
Erhaltung von einzelnen Bakterienkolonien. Hierzu wurden 900 pl einer UNK mit 100
I sterilem Glycerin vermischt und bei -70°C eingefroren. In diesem Zustand konnten

die Kulturen Uber mehrere Jahre gelagert werden.
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3.1.3 Bakterienkulturen auf Agarplatten

Lésungen und Chemikalien:
1,5% Select —Agar (Gibco) in LB-Medium (vgl. 3.1.1) - autoklavieren
Antibiotika-Stamml6sungen (siehe 3.1.1)
Durchfiihrung:
Das Gemisch aus 1,5% Select-Agar und LB-Medium wurde entweder direkt nach
dem autoklavieren verwendet oder vor Gebrauch in der Mikrowelle erhitzt. Nach
einer AbklUhlung auf circa 50°C wurden die jeweiligen Antibiotika-Stammldsungen in
einer Endkonzentration von 50 pg/ml zugesetzt. Die Losung wurde dann auf sterile
Petrischalen so verteilt, dass der Schalenboden ausreichend bedeckt war. Nach
Ausharten des Agars konnten die Platten ca. 2 Wochen bei 4°C gelagert werden.
Zur Kultivierung von Bakterien wurden 100-200 ul Kultur auf den entsprechenden
Platten mit einem sterilen Drygalski-Spatel gleichmafig verteilt. Alternativ kbnnen
Kulturen oder einzelne Kolonien auch mit einer sterilen Impfoése oder einer
Pipettenspitze auf die Selektionsplatten Ubertragen werden. Die Kultivierung erfolgte
uber Nacht bei 37°C im Brutschrank.

3.1.4 Photometrische Bestimmung der Bakteriendichte in Fllissigkulturen

Die Bakteriendichte in Flussigkulturen wurde mithilfe der optischen Dichte (ODego)
am Photometer bestimmt. Hierbei wurde die Extinktion der jeweiligen Flussigkultur
bei einer Wellenlange von 600 nm gemessen. Dabei entspricht ein ODggo-Wert von
1,0 circa 8x10® Bakterienzellen/ml. Der entsprechende Nullwert wurde mit LB-

Medium (siehe 3.1.1) eingestellt.

3.1.5 Transformation von Plasmid-DNA in kompetente Bakterien

Die Aufnahme von Fremd-DNA in ein Bakterium wird auch als Transformation
bezeichnet. Dabei muss die entsprechende DNA in Ringform (Plasmid-DNA)
vorliegen, da sie in dieser Form nicht vom Bakterium abgebaut werden kann.
AuRerdem muss die DNA einen Replikationsursprung enthalten, der vom jeweiligen
Bakterium erkannt werden kann. Zu Selektionszwecken sollte die Plasmid-DNA ein
Antibiotika-Resistenzgen tragen.
Lésungen:

LB-Medium (vgl. 3.1.1)

Antibiotika-Stammldsungen (vgl. 3.1.1)

Selektionsplatten (siehe 3.1.3)

66



Methoden

Durchfiihrung:

Ein 100 pl Aliquot kompetenter Bakterien (siehe 3.1.5) wurde auf Eis aufgetaut und
entweder mit 50-150 ng DNA oder einem Ligations-Ansatz vermischt. Dieser Ansatz
wurde fur 30-60 Minuten auf Eis inkubiert. Ein anschlieRender Hitzeschock bei 42°C
(30-70 sek.) machte die Lipiddoppelschicht der Bakterien fur kurze Zeit durchlassig
und bewirkte somit eine Aufnahme der Plasmid-DNA. Nach diesem Schritt wurden
die Bakterien kurzzeitig zurtck auf Eis gestellt und dann mit 900 ul LB-Medium
versetzt. Dieser Ansatz fur 1 Stunde bei 37°C unter Schutteln inkubiert und
schlieBlich auf Selektionsplatten ausplattiert. Diese wurden wiederum uber Nacht im
Brutschrank bei 37°C inkubiert.

3.1.6 Herstellung kompetenter Bakterien

Lésungen:
LB-Medium (vgl. 3.1.1)
TSS (Transformation and Storage Solution) - pH 6,5
LB-Medium + 10% (w/v) PEG 3350

+ 5% (v/v) DMSO

+ 50-70 mM Mg?* (MgCly)

-> steril filtrieren; Lagerung bei -20°C
Durchfiihrung:
Eine Fliissigkultur von 100-200 ml wurde mit 5-10 ml einer UNK des entsprechenden
Bakterienstammes E.coli XL1-Blue oder E. coli Rosetta Blue (siehe 3.3.1) angeimpft
und bei 37°C inkubiert. Bei einer ODgyo von 0,3-0,4 wurde die Inkubation gestoppt
und die Kultur bei 900g und 4°C 10 Minuten zentrifugiert. Ab diesem Zeitpunkt wurde
nur noch bei 4°C gearbeitet. Das Bakterienpellet wurde in eiskaltem TSS (1/40 des
Ausgangsvolumens) resuspendiert und anschlieBend in 100 pl Aliquots auf
vorgekuhlte, sterile 1,5 ml-Eppendorf-Caps aufgeteilt. Diese Aliquots wurden sofort in
flissigem Stickstoff schockgefrostet und schlieRlich bei -70°C gelagert.
Zur Ermittlung der Kompetenz wurden die Bakterien mit jeweils 10, 100 und 1000 pg
des Plasmidvektors pUC transformiert und Uber Nacht auf Selektionsplatten kultiviert.
Anschliefend wurden die Kolonien ausgezahlt. Die Effizienz der Transformation
definiert sich als die Anzahl der Transformanten pro pg DNA. Ein akzeptabler
Sollwert lag dabei bei 1x10”-1x10°.
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3.2 Molekularbiologische Methoden

3.2.1 RNA-Isolierung aus Geweben

Lésungen:

pegGOLD Trifast™ (vgl. 2.2.4)

Chloroform (frei von Zusatzen, wie Isoamylalkohol)

Isopropanol (p.A.)

80% Ethanol (p.A.)

RNase-freies Wasser

RiboLock™ Ribonuklease Inhibitor (Fermentas)
Durchfiihrung:
Die Isolierung von Gesamt-mRNA aus Hodengewebe von Medaka (Oryzias latipes)
und aus dem Rumpf von Hydra vulgaris erfolgte nach dem Herstellerprotokoll der
Firma Peqlab (Erlangen). Die RNA wurde fur die Gewinnung spezifischer cDNA
durch RT-PCR (siehe 3.2.2) verwendet. Die Konzentrationsbestimmung der RNA
erfolgte photometrisch (siehe 3.2.8)

3.2.2 Gewinnung von cDNA durch Reverse Transkription (RT-PCR)

Die Herstellung von cDNA durch die reverse Transkription von gewebespezifischer
MRNA ist eine Grundvoraussetzung fur das Arbeiten mit rekombinanter DNA. Der
Vorteil gegenlber genomischer DNA sind die durchgangigen Leseraster der cDNAs.
Genomische DNA hingegen ist von Intronsequenzen unterbrochen. Die cDNA kann
fur die exogene Expression in eukaryotischen und prokaryotischen, sowie in in vitro-
Expressionssystemen eingesetzt werden.

Durchfiihrung:

Die RT-PCR (reverse transcriptase_polymerase chain_reaction) gliedert sich in zwei
Abschnitte. Zunachst wird die mRNA mit Hilfe des Enzyms Reverse Transkriptase in

DNA Ubersetzt. Das Pipettierschema fur diese Reaktion ist im Folgenden dargestellt:
20 yl RT-PCR-Ansatz:

1 ug RNA

1 ul RiboLock™ Ribonuklease Inhibitor (40 Units/ul, Fermentas)

4 pl RT-Reaktionspuffer (5x)

1 ul dNTPs (10mM je Nukleotid, Fermentas)

1 ul Oligo(dT)4gPrimer #S0131 (500 ug/ml, Fermentas)

1 yl Reverse Transkriptase MMULV (200 Units/ul, Promega)

auf 20 pl mit H,O bidest. auffillen
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Der Ansatz wurde im Thermocycler fur eine Stunde bei 37°C inkubiert und 5 Minuten
bei 95°C hitzeinaktiviert. Die daraus resultierende DNA bezeichnet man als cDNA
(complementary DNA). Die Lagerung der cDNA erfolgte bei 4°C bis -20°C. Mit
spezifischen Primern konnte daraufhin eine gewiunschte cDNA eines Proteins
amplifiziert und schlieBlich Uber DNA-Gelelektrophorese isoliert (Wizard® SV Gel
and PCR Clean-Up System, vgl. 2.2.4) werden. Fur solch eine PCR wurden 1-2 ul
der cDNA eingesetzt (siehe 3.2.3). Uber das Topo TA Cloning® Kit (vgl. 2.2.4) wurde
die jeweilige cDNA dann in den pCR2.1® Topo-Vektor inseriert und durch die
Transformation in kompetente E. coli Top10 One Shot® (siehe 2.1.3 und 3.1.5)
vervielfaltigt. Ausgehend von diesem Vektor konnte die cDNA zunachst Uber eine
Sequenzierung Uberprift werden. Uber Restriktionsverdau oder PCR konnte nun

eine Umklonierung in andere Vektorsysteme erfolgen.

3.2.3 Polymerase Kette Reaktion (polymerase chain reaction, PCR)

Die PCR ist eine Methode zur selektiven Amplifikation von DNA-Fragmenten. Das
Prinzip dieser Methode beruht auf der Tatsache, dass DNA-Doppelstrange bei einer
Erhitzung denaturieren. Die dabei entstehenden Einzelstrange lassen sich mithilfe
einer thermostabilen DNA-Polymerase wieder verdoppeln. Hierzu bedarf es
spezifischer Oligonukleotide (Primer), welche die Zielsequenz flankieren. Um die
spezifischen Primer ableiten zu kdnnen, missen mindestens Kenntnisse Uber Teile
der zu vervielfaltigenden DNA-Sequenz bestehen. AuRerdem bendtigt die
Polymerase fur die Replikation der DNA die vier Nukleotidtriphosphate (dATP, dTTP,
dCTP, dGTP).

Primerdesign:

Der Erfolg einer PCR ist stark abhangig von der Wahl der jeweiligen Oligonukleotide.
Dabei sollten die Primer bestimmte Voraussetzungen erfullen. Zum einen sollten sie
nicht mit sich selber hybridisieren oder interne Schleifen ausbilden. Die
Primersequenz sollte so gewahlt werden, dass der G/C-Gehalt zwischen 40 und 60%
liegt. Des Weiteren ist zu beachten, dass die komplementare Sequenz in der DNA
nur einmal vorkommen sollte. Um ideale Reaktionsbedingungen zu schaffen, sollten
die Schmelztemperaturen der verwendeten Oligonukleotide moglichst ahnlich sein.
Denn die Spezifitdit der Primer erhoht sich, je naher die Annealing- und

Schmelztemperaturen beieinander liegen.
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Die Schmelztemperatur eines Primers gibt an, bei welcher Temperatur (in °C), die
Halfte der komplementaren Sequenzen in der Losung als Doppelstrang vorliegen.
Sie kann nach folgender Formel bestimmt werden:

Tm=2°C x (A+T)+(G+C)
Durchfiihrung:
Fir DNA-Amplifikation Gber PCR wurden die Phusion™-DNA-Polymerase, da sie
eine 5’-3’-Exonukleaseaktivitat besitzt und demzufolge eine ,proof reading“-Funktion
hat. Fur die Kolonie-PCR (siehe 3.2.4) und zum Anhéngen der (A)-Uberhénge fir die
pCR2.1®-Topo-Klonierung (siehe 3.2.13) wurde die Taq DNA-Polymerase
eingesetzt. Die Pipettierschemata der einzelnen Reaktionen und die dazugehdrigen
Programme fur die PCR-Maschinen werden im Folgenden beschrieben. Die Analyse
der PCR-Produkte erfolgte im 0,8-1% Agarosegel (siehe 3.2.5).

Phusion™-PCR (50 ul-Ansatz)

1-10 ng Plasmid-DNA oder 1-2 ul cDNA

10 ul Phusion™ Puffer HF (5x)

1,5 yl DMSO (optional, 3% Endkonz.)

1 ul dNTPs (10mM je Nukleotid, Fermentas)

1 pl 5'Primer (SL 100 pmol/pl)

1 pl 3'Primer (SL 100 pmol/pl)

0,5 ul Phusion™ DNA-Polymerase (0,2 Units/ul)
auf 50 pl mit H,O bidest. auffillen

Programm fiir Phusion"-PCR

Initiale Denaturierung: 2 min, 98°C
30 Zyklen:
->Denaturierung: 10 sek, 98°C

>Primer-Annealing: 10 sek, T (spezifisch)

- Elongation: 15 sek/100bp, 72°C
Finale Elongation: 10 min, 72°C
Kihlung: 4°C

3.2.4 Kolonie-PCR

Taq-PCR (25 ul-Ansatz-Kolonie-PCR)

1 Pipettenspitze Bakterienkolonie-Material
2,5 pyl Taq DNA-Polymerase-Puffer (10x)

1,5 yl MgCl, (25 mM)

0,5 ul dNTPs (10mM je Nukleotid, Fermentas)
1 pl 5’Primer (SL 100 pmol/pl)

1 pl 3'Primer (SL 100 pmol/pl)

0,5 yl Tag DNA-Polymerase

auf 25 pl mit H,O bidest. auffillen

Programm fiir Tag-PCR (Kolonie-PCR)
Initiale Denaturierung: 2 min, 98°C
25 Zyklen:

—>Denaturierung:

10 sek, 98°C

->Primer-Annealing: 10 sek, T (spezifisch)

- Elongation: 15 sek/100bp, 72°C
Finale Elongation: 10 min, 72°C
Kihlung: 4°C

Nach der Klonierung von DNA-Fragmenten in bakterielle Vektoren wurden die
erhaltenen Bakterienkolonien auf eine erfolgreiche Ligation und Integration der
gewlnschten DNA dberpruft. Mit diesem System konnte auRerdem festgestellt
werden in welcher Orientierung sich das Insert innerhalb des Vektors befindet.

Anstelle von gereinigter DNA wurde hier Bakterienmaterial der einzelnen Kolonien
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als Template fur die PCR eingesetzt. Wahlte man nun zwei Fragment-interne Primer,
so konnte man die Insertion der DNA allgemein Uberprifen. Setze man hingegen
einen DNA-internen Primern und einen Vektor-Primer ein, so konnte man gezielt eine
Auskunft Gber die Orientierung des Inserts erhalten.

Durchfiihrung:

Zunachst wurde ein so genannter ,Mastermix* der 25 pl-Ansatze (Pipettierschema
und PCR-Programm, siehe 3.2.3) fur die gewunschte Anzahl an Kolonien angefertigt
und auf die einzelnen PCR-Gefalde verteilt. Eine geringe Menge Bakterienmaterial
der zu testenden Kolonie wurde jeweils mit einer sterilen Pipettenspitze direkt von
der Selektionsplatte aufgenommen. Zunachst wurde ein Teil des Bakterienmaterials
auf eine Replika-Selektionsplatte Ubertragen und der Rest wurde mit dem PCR-
Ansatz vermischt. Durch die initiale Denaturierung innerhalb der Reaktion werden die

Bakterien aufgebrochen und die DNA wird fur die DNA-Polymerase zuganglich.

3.2.5 Auftrennung von DNA-Fragmenten durch Agarose-Gelelektrophorese

Zur Auftrennung von DNA-Fragmenten eignete sich die Agarose-Gelelektrophorese.
Wegen der vielen Phosphatgruppen besitzen Nukleinsduren eine negative
Nettoladung und wandern folglich in einem elektrischen Feld zur Anode. Je nach
Fragmentgrofie und Form besitzt die DNA bei der Bewegung durch das molekulare
Netzwerk der Agarose unterschiedliche Wanderungsgeschwindigkeiten und kann so
aufgetrennt werden. Die Trennscharfe ist dabei abhangig von der Gesamtlaufweite
und der Agarose-Konzentration des Gels. Um die DNA sichtbar zu machen wurde
dem Gel Ethidiumbromid zugegeben. Dabei handelt es sich um einen Farbstoff, der
mit den Basen der DNA interkaliert und bei Anregung mit UV-Licht orange
fluoresziert.

Lésungen und Chemikalien:

Agarose Low EEO (Applichem, Darmstadt)

Ethidiumbromid-Stammldsung: 50 mg/ml
20x SB-Puffer (pH 8,0): 200 mM NaOH
Borsaure zugeben bis pH 8,0
1x SB-Puffer: 20x SB mit H,O bidest. verdinnen
6x Beladungspuffer: 60% Glycerin (Applichem)

30% 0,2 M EDTA
1 Spatelspitze Orange G

6x Beladungspuffer: LoadingDye #R0611 (Fermentas)
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DNA-GroRenmarker: Lambda DNA/EcoRI+Hindlll Marker, 3
#SMO0191 (Fermentas)
Durchfiihrung:

Es wurden 0,6-1,0%ige Agarosegele mit einer
Endkonzentration von circa 1 pg/ml Ethidiumbromid 0_seA. 5
bei einer Spannung von etwa 100-250 V gefahren. Die
zu analysierenden Proben wurden vor der Beladung £ 4973 ‘

mit einem Beladungspuffer vermischt. Um die Groen

HRO491)

der einzelnen DNA-Fragmente abschatzen zu kénnen, : -8 2 43

wurde in einer Spur des Gels ein DNA-GroRenmarker
(Lambda DNA/EcoRI+Hindlll Marker, 3; Abb. 3.1) mit

aufgetragen. Durch die Interkalation des

1% Toediskn™ LE

Ethidiumbromids konnte die DNA durch Anregung mit
1500 02, Sem langh o4

UV-Licht am UV-Transimullinator sichtbar gemacht 1XTAE, 7¥iem, 45min

werden. Durch eine Videokamera konnten die | Abbildung 3.1:  DNA-

schlieBlich GrolRenmarker #SM0191

Ergebnisse  der  Gelelektrophorese (Fermentas)

dokumentiert werden.

3.2.6 Gelextraktion von DNA-Fragmenten

Die Aufreinigung von DNA-Fragmenten aus DNA-Agarosegelen wurde mit dem
Wizard® SV Gel and PCR Clean-Up System der Firma Promega durchgefihrt. Die
gewunschten DNA-Banden wurden mit einem sauberen Skalpell aus dem jeweiligen
Gel ausgeschnitten und die DNA anschlieRBend nach Angaben des Hersteller-
protokolls extrahiert. Der finale Elutionsschritt wurde mit Wasser (H,O bidest.)
durchgefuhrt. Die fur die Gelelektrophorese verwendete Agarose Low EEO der Firma
Applichem besitzt eine extrem niedrige Bindungsaffinitat fir Nukleinsauren. Dies

ermoglichte eine relativ verlustarme Reinigung der DNA-Fragmente.

3.2.7 Praparation von Plasmid-DNA

Die Isolierung von Plasmid-DNA aus Bakterienkulturen erfolgt mit dem E.Z.N.A.
Plasmid Miniprep Kit | der Firma Peqglab oder mit dem Kit NucleoSpin® Plasmid der
Firma Macherey Nagel. Die Durchfihrung erfolgte nach den Angaben in den
jeweiligen Herstellerprotokollen. Das Prinzip beider Kits basiert auf einer alkalischen
Lyse der Bakterien und einer anschlielRenden reversiblen Adsorption der DNA an

eine Silikat-Gel-Membran unter Hochsalz-Bedingungen. Dabei wird die DNA von
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allen weiteren Zellbestandteilen getrennt. In einem abschlieRenden Elutionsschritt
wurde die DNA unter Niedrigsalz-Bedingungen mit Wasser (H,O bidest.) von der

Membran geldst.

3.2.8 Photometrische Bestimmung der Konzentration von Nukleinsauren

Die Bestimmung der Konzentrationen gereinigter DNA (siehe 3.7.7) oder
gewonnener RNA (siehe 3.2.1) erfolgte am Biophotometer (Eppendorf, Hamburg).
Dabei wurde die Absorption bei einer Wellenlange von 260 nm (OD2gp) gemessen.
Dort besitzen Nukleinsduren ein Absorptionsmaximum. Die Messung erfolgte an
gereinigte Verdinnungen von 1/20 bis 1/100 in Wasser (H2O bidest.) gegen einen
entsprechenden Leerwert. Eine ODgs von 1,0 entspricht dabei einer DNA-
Konzentration von ca. 50 yg/ml und einer RNA-Konzentration von circa 40 pg/ml.
Aus den zusatzlich angegebenen Quotienten OD2go/OD2go und OD260/OD23p lassen
sich  Verunreinigungen durch Proteine (ODyg) bzw. Peptide, aromatische
Verbindungen und Kohlenhydrate (OD,30) abschatzen. Die Tabelle 3.1 zeigt die

empfohlenen Sollwerte der photometrischen Messung.

Nukleinsaure Konz. bei ODy=1,0 OD,60/OD s OD,60/0OD33
dsDNA 50 pg/ml 1,8 2,0-2,2
ssDNA 37 pg/mi 1,8 2,2
RNA 40 pg/ml 2,0 2,2

Tabelle 3.1: Photometrische Sollwerte der Konzentration und Reinheit con Nukleinsauren

3.2.9 Reinigung von Nukleinsauren

Um Nukleinsauren von Restriktionsenzymen, DNA-Polymerasen, anderen
Proteinanteilen und Pufferbestandteilen aus Reaktionsansatzen zu isolieren wurden
zwei verschiedene Methoden verwendet. Standardmafig wurde das Wizard® SV Gel
and PCR Clean-Up System der Firma Promega verwendet. In einigen Fallen war
jedoch eine andere Methode notwendig, da bestimmte Enzyme sich nicht problemlos
von den DNA-Fragmenten entfernen lieRen. Dann musste die Reinigung mit der
Phenol-Chloroform-Methode durchgefihrt werden. Die Proteine werden durch das
Phenol denaturiert und in der Interphase zwischen wassriger und organischer Phase
angereichert.

Lésungen:

Wizard® SV Gel and PCR Clean-Up System (Promega)

Phenol (Applichem)
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Chloroform (Applichem)
Durchfiihrung:
Der jeweilige Reaktionsansatz wurde auf ein Volumen von 100 pl mit Wasser (H20O
bidest.) aufgefillt und mit einem Volumen der Phenol-Losung versetzt. Durch
mehrmaliges Invertieren wurde der Ansatz gut vermischt. Zur besseren der einzelnen
Phasen erfolgte eine Zentrifugation fir 10 Minuten bei 14000 rpm. Die obere DNA-
haltige wassrige Phase wurde vorsichtig abgenommen und in ein steriles 1,5 ml
Eppendorf-Reaktionsgefal® Uberfihrt. Um die Phenolreste von der DNA zu entfernen,
wurde der Ansatz mit einem Volumen der Chloroform-Losung versetzt und durch
kraftiges Schutteln gut gemischt. Es erfolgte eine erneute Zentrifugation fur eine
Minute bei 14000 rpm. Anschliel3end wurde die wassrige Phase abgenommen und in
ein neues Reaktionsgefal® uberfihrt. Um das Phenol mdglichst vollstandig zu
entfernen, musste dieser Waschschritt mindestens funf Mal wiederholt werden. Im
Anschluss daran wurde die DNA der wassrigen Phase Uber das Wizard® SV Gel and
PCR Clean-Up System (Promega) gereinigt oder mit der Natriumacetat-Ethanol-
Methode gefallt (siehe 3.2.10).

3.2.10 Fallung von Nukleinsduren

Nukleinsauren wurden mit der Natriumacetat-Ethanol-Methode gefallt.
Lésungen:

3 M Natriumacetat (pH 5,2)

100% Ethanol (p.A., Applichem)

70% Ethanol (p.A.) verdinnt mit H,O bidest.
Durchfiihrung:
StandardmaRig wurden Fallungen mit einem Losungsvolumen von 100 pl
durchgefuhrt. Hierfir wurde die DNA-Losung gegebenenfalls mit Wasser (H,O
bidest.) aufgefullt. Anschlielend wurde 1/10 des Volumens 3 M Natriumacetat und
ein 2,5-faches Volumen 100%igen Ethanol zugegen. Der Ansatz wurde gut
durchmischt und anschliefiend 30 Minuten bei 14000 rpm zentrifugiert, um eine
Prazipitation der DNA zu ermdéglichen. Die Reinheit des DNA-Pellets konnte durch 2-
3maliges Waschen mit 70%-igem Ethanol erhoht werden. Hierbei wurde der
Uberstand vorsichtig abgenommen und das Pellet durch vorsichtige Zugabe von
frischem 70%-igem Ethanol gewaschen. Dabei musste darauf geachtet werden, dass
das Prazipitat nicht geldst wurde. Dieser Ansatz wurde wiederum 10 Minuten bei

14000 rpm zentrifugiert. Im Anschluss an den letzten Waschschritt wurde der
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Uberstand sorgfaltig abgenommen und das Pellet bei Raumtemperatur
luftgetrocknet. Nach vollstandiger Verdampfung des Ethanols konnte das Pellet in

einer gewunschten Menge H,O bidest. aufgenommen werden.

3.2.11 Sequenzierung von DNA

Durch eine Sequenzierung kann die genaue Nukleotidabfolge einer bestimmten DNA
bestimmt werden. Die etablierte Methode von Sanger und Coulson (1977) basiert
darauf, dass innerhalb einer PCR Didesoxy-Nukleosidtriphosphate (ddNTPs) in
stochiometrischen Mengen beigefugt werden. Wird innerhalb der Polymerisierung
durch die DNA-Polymerase ein solches Nukleotid integriet kommt es zum
Kettenabbruch, da kein freies 3’-OH Ende mehr vorliegt, an dem die Polymerisation
fortgefuhrt werden kann. Somit bekommt man DNA-Fragmente verschiedener Lange,
die an ihren Enden jeweils eines der markierten Nukleotide tragen. Die DNA wird mit
einem spezifischen Primer und einem so genannten Premix (ABl PRISM® BigDyeTM
Terminator Cycle Sequencing Ready Tection Kit) gemischt. Dieser enthalt alle
Komponenten: dNTPs, sowie markierte ddNTPs, die Tag DNA-Polymerase (vgl.
2.4.3.), Tag DNA-Polymerase-Puffer und MgCl2, die flr die Amplifikation von DNA-
Fragmenten innerhalb einer PCR-Reaktion nétig sind. Jedes ddNTP (A, T, C, G) ist
dabei mit einem anderen Fluoreszenzfarbstoff markiert. Fragmente gleicher Lange
tragen demzufolge die gleiche markierte Base am Ende. Die Fragmente werden in
einem Kapillar-Gelsystem entsprechend ihrer Lange aufgetrennt und mit einem Laser
angeregt. Abhangig von der Markierung des letzten Nukleotids in der Kette wird ein
Licht spezifischer Wellenlange emittiert und von einem Photoelement registriert. Der
Computer setzt die erhaltenen Messdaten Uber eine geeignete Software zu einer
Sequenz zusammen.

Die Sequenzierung wurde teilweise im Lehrstuhl fur Zoologie | der Universitat
Wiurzburg durchgefuhrt oder der Firma GATC Biotech AG (Konstanz) in Auftrag
gegeben. Bei einer Lehrstuhl-internen Sequenzierung wurde folgendes Protokoll

verwendet:

Pipettierschema fiir Sequenzierung (20 yl-Ansatz)
200-300 ng Plasmid-DNA
5 ul Premix (ABI PRISM® BigDyeTM Terminator Cycle Sequencing Ready Tection Kit)

1 pl Primer (100 pmol/pl)
auf 20 pl mit H,O bidest. auffillen
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Programm fiir Sequenzier-Reaktion

Initiale Denaturierung: 2 min, 94°C

25 Zyklen:

->Denaturierung: 30 sek, 94°C
>Primer-Annealing: 15 sek, T (spezifisch)
—>Elongation: 4 min, 60°C

Kuhlung: 4°C

Im Anschluss an die Reaktion wurde der Ansatz mit der Natriumacetat-Ethanol-
Methode gefallt und das Pellet in 25 pl HiDi-Lésung der Firma Applied Biosystems
(Foster City, USA) resuspendiert. Nach kurzem Vortexen wurde der Ansatz in
spezielle Sequenzier-Gefalde Uberfluhrt und konnte bei 4°C bis zur Sequenzierung
gelagert werden. Die Analyse der Sequenzen erfolgte mit dem frei zuganglichen
Online-Tool BioEdit (http://www.mbio.ncsu.edu/BioEdit/bioedit.html).

3.2.12 Restriktionsverdau

Die Fahigkeit spezifischer Enzyme (Restriktionsendonukleasen), die DNA an
bestimmten Erkennungssequenzen zu schneiden oder anderweitig zu verandern,
wurde vielseitig genutzt. Ein Restriktionsverdau diente einerseits der Linearisierung
von Plasmidvektoren, oder der Umklonierung von gewunschten DNA-Fragmenten,
andererseits auch der Restriktionsfragmentanalyse von  ausgewahlten
Bakterienklonen zum Test der Insertion spezifischer DNA-Fragmente.

Je nach Restriktionsenzym entstehen bei einem solchen Verdau Schnittstellen mit
glatten (,blunt) oder kohasiven (,sticky“) Enden. Einer Verknupfung solcher
Schnittstellen kann nur dann erfolgen, wenn diese von gleicher Beschaffenheit
(blunt-blunt oder sticky-sticky) und bei kohasiven Enden zusatzlich komplementar
zueinander sind. Kohasive Schnittstellen passen folglich nur dann zusammen, wenn
sie vom gleichen Enzym geschnitten wurden.

Die Verwendung der Restriktionsendonukleasen erfolgte nach den Angaben in den

Hersteller-Protokollen.

Standard-Restriktion (20 yl-Ansatz)
1-2 pg Plasmid-DNA

2 pl Restriktions-Puffer (10x)

1 pl Restriktionsenzym (10 Units/ pl)
auf 20 pl mit H,O bidest. auffillen
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Die Restriktion erfolgte bei den meisten Enzymen durch eine Inkubation bei 37°C fur
mindestens eine Stunde. Eine Vielzahl der Restriktionsendonukleasen musste durch

eine zusatzliche Inkubation bei 65-80°C fiur 5-20 Minuten inaktiviert werden.

3.2.13 Klonierungen von DNA-Fragmenten mit dem TOPO TA CLONING® Kit

Das Arbeiten mit dem TOPO TA CLONING® Kit der Firma Invitrogen (Karlsruhe)
bietet die Moglichkeit der direkten Insertion eines beliebigen PCR-Produktes.
Ausgehend vom Vektor pCR2.1® Topo kann eine Umklonierung in jedes andere
Vektorsystem erfolgen.

Der pCR2.1® Topo-Vektor liegt in einem bereits linearisierten Zustand vor und
besitzt 3'(T)-Uberhange, die kovalent an die Topoisomerase | gebunden sind. Wird
ein PCR-Produkt in einer zusétzlichen Reaktion mit 3'(A)-Uberhdngen versehen, so
kann dieses durch komplementare Basenpaarung in den Vektor inseriert werden.
Dabei fungiert die Topoisomerase | als Ligase und dissoziiert schliellich vom Vektor.
Die TOPO TA CLONING® Reaktion wurde nach den Angaben im Hersteller Protokoll
durchgefuhrt. Im Kit waren alle dafir notwendigen Komponenten enthalten.

Das zu klonierende PCR-Produkt wurde, wie unten beschrieben, mit 3'(A)-
Uberhdngen versehen. Zum Reaktionsansatz wurden dNTPs gegeben, denn

statistisch gesehen wurden préaferenziell 3'(A)-Uberhange erzeugt.

Pipettierschema zum Anhéngen von 3'(A)-Uberhédngen (50 ul-Ansatz)
40 ul gereinigtes PCR-Produkt

5 pl Tag DNA-Polymerase-Puffer (10x)

3 pl MgCl, (25 mM)

1 ul dNTPs (10mM je Nukleotid, Fermentas)

0,5 yl Tag DNA-Polymerase

auf 50 pl mit H,O bidest. auffillen

Der Ansatz wurde fir 10 Minuten bei 72°C im Thermocycler inkubiert und war
danach einsatzbereit fur die Topo-Klonierung. Die Lagerung konnte bei -20°C

erfolgen.

3.2.14Klonierung von DNA-Fragmenten

Zur Insertion von DNA-Fragmenten in einen beliebigen Vektor, wurde dieser
zunachst an ausgewahlten Schnittstellen der MCS durch einen Restriktionsverdau

geoffnet. Das Insert wurde mit den gleichen Restriktionsenzymen aus einem anderen
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Vektor, beispielsweise dem pCR2.1® Topo, ausgeschnitten und mit dem Zielvektor
ligiert. Waren keine passenden Schnittstellen vorhanden, so musste das Insert in
mehreren Schritten auf die Integration vorbereitet werden. Zum einen bestand die
Moglichkeit Primer mit den gewunschten Erkennungssequenzen der Restriktions-
enzyme herzustellen. Die Insertgewinnung erfolgte dann dber PCR mit
anschlieBendem Restriktionsverdau des PCR-Produkts. In solch einem Fall musste
darauf geachtet werden, dass am jeweiligen Primer ein zusatzlicher Uberhang von
mindestens vier Nukleotiden erzeugt wurde, denn nur so kdnnen die
Restriktionsenzyme am DNA-Fragment angreifen. Eine weitere Moglichkeit war die
direkte Klonierung des PCR-Produkts in einen ,blunt® gedffneten Vektor. Zusatzlich
gab es auch die Moglichkeit der Modifikation von Schnittsellen, zum Beispiel durch
das Enzym Klenow-Fragment (siehe 2.3.3). Dieses wurde dazu verwendet, die 5'-

Uberhange der ,sticky ends* aufzufiillen und somit ,blunt ends* zu erzeugen.

3.2.15Dephosphorylierung des Vektors

Wurde ein Vektor in Vorbereitung auf eine DNA-Fragment-Insertion mit nur einem
Restriktionsenzym geoffnet, so bestand bei einer anschlieRenden Ligation eine hohe
Wabhrscheinlichkeit, dass das Plasmid ohne eine Insertion des DNA-Fragments
autoligiert. Aufgrund dessen wurde bei einem einfachen Restriktionsverdau oder
einer einfachen ,blunt-end“Ligation eine Dephosphorylierung des Vektors
vorgenommen. Durch die Entfernung der Phosphatgruppen an den 5-Enden kann
der Vektor nicht mehr mit sich selbst ligieren, sondern nur mit den phosphorylierten

(siehe 3.2.16) 5’-Enden des jeweiligen DNA-Fragments.

Dephosphorylierungs-Standardansatz (5ul)

100-150 ng DNA eines linearisierten Vektors

0,5 ul SAP-Reaktionspuffer (10x, Fermentas)

2 pl Shrimp Alkaline Phosphatase (SAP, 1 Unit/ul, Fermentas)
auf 5 pl mit H,O bidest. auffiillen

Der Ansatz wurde fur 1-2 Stunden bei 37°C inkubiert und anschlielfend 20 Minuten
bei 70°C hitzeinaktiviert. Die Proben konnten direkt zur Ligation (siehe 3.2.17)

eingesetzt oder bei -20°C gelagert werden.
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3.2.16 Phosphorylierung des zu integrierenden DNA-Fragments

Die Phusion™ DNA-Polymerase, die zur Amplifikation der DNA-Fragmente in der
PCR verwendet wurde, produziert glatte 5-Enden ohne Phosphatgruppen. Wurde
ein Vektor in Vorbereitung auf die Ligation dephosphoryliert (vgl. 3.2.15), so musste
das zu inserierende PCR-Produkt phosphoryliert werden. Das DNA-Fragment wurde
im Anschluss an die PCR zunachst aufgereinigt. Dies erfolgte entweder Uber die
Gelelektrophorese (3.2.5) mit anschlielender Gelextraktion (3.2.6) oder direkt Uber
die das Wizard® SV Gel and PCR Clean-Up System der Firma Promega.

AnschlieRend wurde der Reaktionsansatz nach den folgenden Angaben pipettiert:

Phosphorylierungs-Standardansatz (15 ul)

11,5 yl PCR-Produkt (Eluat nach Aufreinigung)

1,5 yl PNK-Reaktionspuffer A (10x, Fermentas)

1 ul ATP (10 mM, Fermentas)

1 ul T4 Polynukleotid Kinase (PNK, 10 Units/ul, Fermentas)

Die Inkubation erfolgte fur eine Stunde bei 37°C mit anschlieBender Hitze-
Inaktivierung fur 20 Minuten bei 70°C. Um die PNK und Pufferbestandteile aus dem
Ansatz zu entfernen, musste dieser erneut Uber die Sdulenmembran des Wizard®
SV Gel and PCR Clean-Up Systems gereinigt werden. Das Eluat konnte dann fur die

Ligation eingesetzt oder bei -20°C gelagert werden.

3.2.17 Ligation

Um ein DNA-Fragment kovalent mit einem entsprechend gedffneten Vektor zu
verknupfen, wurde die T4 DNA Ligase (Fermentas) verwendet. Diese ist in der Lage
sowohl ,blunt® als auch ,sticky ends“ miteinander zu verbinden (siehe 2.2.3). Fur
Standard-Ligationen wurde ein Molekulverhaltnis von 3:1 (Insert:Vektor) eingesetzt.
Dieses Verhaltnis musste bei einigen Klonierungen variiert werden. Die Ligations-

Ansatze wurden nach den folgenden Schemen pipettiert:

Ligations-Standardansatz (20 ul)

100-150 ng DNA eines linearisierten Vektors

3 fache Molekllmenge der Insert-DNA

2 ul T4 DNA Ligase-Reaktionspuffer (10x, Fermentas)
1 ul ATP (10 mM, Fermentas)

1 ul T4 DNA Ligase (5 Units/ul, Fermentas)

auf 20 pl mit H,O bidest. auffillen
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Ligations-Ansatz nach der Dephosphorylierung (20 ul)

5 pl SAP-Ansatz (siehe 3.2.15, enthalt 0,5 pl 10xPuffer)

11,5 yl PNK-Eluat (siehe 3.2.16) oder 3 fache Molekiilmenge der Insert-DNA
1,5 yl T4 DNA Ligase-Reaktionspuffer (10x, Fermentas)

1 ul ATP (10 mM, Fermentas)

1 ul T4 DNA Ligase (5 Units/ul, Fermentas)

auf 20 pl mit H,O bidest. auffillen

Der jeweilige Ligations-Ansatz wurde gut gemischt und fur circa eine Stunde bei
11°C-Raumtemperatur inkubiert. Erfolgte eine ,blunt end“-Ligation so wurden dem
Ansatz nach der eigentlichen Inkubationszeit nochmals 1 pyl T4 DNA Ligase
zugegeben und die Inkubation wiederholt. Im Anschluss wurde direkt die

Transformation in kompetente Bakterien durchgefuhrt (siehe 3.1.5).

3.2.18 Test der erhaltenen Klone

Die erhaltenen Klone wurden hinsichtlich der Integration des DNA-Fragments und
teilweise auch im Bezug auf die Orientierung des Inserts innerhalb des Zielvektors
getestet. Dies erfolgte entweder Uber eine Kolonie-PCR (siehe 3.2.4), Uber eine
Restriktionsfragmentanalyse (siehe 3.2.14) oder Uber Sequenzierung (siehe 3.2.11).
Uber PCR gewonnene DNA-Fragmente wurden in jedem Fall sequenziert, um

mdgliche Fehler der Phusion™ DNA-Polymerase ausschlieRen zu kénnen.

3.3 Proteinbiochemische Methoden

3.3.1 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE)
Die SDS-PAGE nach Laemmli (1970) ist ein gebrauchliches Verfahren fur die

Auftrennung, Reinheitskontrolle und Konzentrationsbestimmung von Proteinen. Das
Laufverhalten im elektrischen Feld ist oftmals sehr unregelmafig und abhangig von
Grofle, Form und Ladung des jeweiligen Proteinmoleklls. Bei der SDS-PAGE
hingegen richtet sich das Laufverwaltung ausschlieBlich nach dem Molekulargewicht
des Proteins. Das dem Laufpuffer und Gel zugegebene SDS hat stark
amphiphatische Eigenschaften. Es denaturiert oligomere Proteine und zerlegt sie in
ihre Untereinheiten. Die SDS-Molekile binden an die entfalteten Peptidketten und
verleihen ihnen eine stark negative Gesamtladung. Die Eigenladung der Proteine

wird somit vernachlassigt und die Peptidketten bewegen sich durch das
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Maschenwerk des Polyacrylamidgels in Richtung der positiv geladenen Anode. Zur
vollstandigen Denaturierung werden die Disulfidbricken durch den zusatzlichen
Einsatz von Thiolen, wie p-Mercaptoethanol, bereits im Probenpuffer gespalten. Um
eine Scharfung der Proteinbanden zu erreichen, wurde das Gel in Sammelgel und

Trenngel unterteilt.

Lésungen:

Lésung A (Applichem): 29,22 % Acrylamid
0,8 % Bis-Acrylamid

Lésung B (pH 8,7): 1M Tris/HCI (Roth)

Lésung C (pH 6,8): 1M Tris/HCI (Roth)

20% SDS

TEMED (Applichem)

10% APS (Applichem) in H2O bidest. l16sen

Laufpuffer (pH8,5): 25mM Tris/HCI (Roth)

112 mM Glycin (Roth)

0,1% SDS (Applichem)

- 10x Stammldsung herstellen

Probenpuffer (pH 6,8): 0,06 M Tris/HCI (Roth)

5% SDS (Applichem)

10% Glycerin (Applichem)

10% p-Mercaptoethanol

1 Spatelspitze Bromphenolblau (Roth)
Durchfiihrung:
Die Bestandteile des Trenngels wurden wie in Tabelle 3.2 aufgefuhrt kombiniert und
zwischen zwei saubere Glasplatten mit Abstandhaltern (Spacer) gegossen. Der
Boden der Glasplatten und die Seiten wurden zuvor mit Tesafiim einer 5%-
Agaroselosung abgedichtet. Bei der Herstellung der Gele musste darauf geachtet
werden, das die Bestandteile TEMED und das 10% APS als letztes pipettiert wurden,
das sie die Polymerisation katalysieren. Die Polyacrylamid-Konzentration des
Trenngels wurde in Abhangigkeit des Molekulargewichtes der zu untersuchenden
Proteine gewahlt. Groliere Proteine (80-200 kDa) werden besser in Gelen mit 8-10%
Polyacrylamid-Gehalt aufgetrennt, wahrend bei kleineren Proteinen hdhere
Polyacrylamid-Konzentrationen  (12-15%) besser geeignet sind.  Nach

abgeschlossener Polymerisierung des Trenngels wurde dieses mit dem Sammelgel
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(Zusammensetzung, siehe Tabelle 3.3) Uberschichtet und der Beladungskamm in die
noch flissige Sammelgel-L6sung zwischen die Platten geschoben. Nachdem auch
dieses polymerisiert war, wurde der Kamm wieder vorsichtig entfernt und das Gel mit
den Glasplatten und Spacer in die Elektrophoresekammer gesetzt und vollstandig mit

Laufpuffer Gberschichtet.

Losung 8% 9% 10% 12% 15%

Lésung A 4 ml 4.5 ml 5mi 6 mi 7,5 ml

Lésung B 5,6 mi 5,6 ml 5,6 mi 5,6 mi 5,6 ml

20% SDS 75 ul 75 ul 75 ul 75 ul 75 ul

H,O bidest. 5,215 ml 4,815 ml 4,215 ml 3,215 ml 1,715 ml

TEMED 10 l 10 l 10 l 10 l 10 l

10% APS 100 pl 100 pl 100 pl 100 pl 100 pl
Tabelle 3.2: Zusammensetzung der Trenngele fir SDS-PAGE

Lésung 5%

Lésung A 1,67 ml

Lésung C 1,25 ml

20% SDS 50 pl

ddH;0 6,925 ml

TEMED 10 pl

10% APS 150 pl

Tabelle 3.3: Zusammensetzung Sammelgel

Vor der Beladung des Gels wurden die Proben zur besseren
Denaturierung nochmals 5-10 Minuten bei 95°C gekocht und
durch vortexen vermischt. Das im Probenpuffer enthaltene
Glycerin (10%) bewirkt ein Absinken der Proben in die
vorgesehenen Taschen des Sammelgels. Als zusatzliche Spur
#SMO0671 der

Fermentas (Abb. 3.2) aufgetragen. Dabei handelte es sich um

wurde ein Proteingrof3enmarker Firma

einen so genannten ,pre-stained* Marker. Dieser war
vorgefarbt, was eine standige Beobachtung des Laufverhaltens
im Gel ermdoglichte.

Das Gel wurde zunachst konstant bei einer Spannung 60 V

gefahren. Wenn die Lauffront das Trenngel erreicht hatte,

kDa

-170
130

~100

10

Gel

4-20% Tris-glycine SOS-PAGE

Abbildung 3.2:
Proteinmarker
#SMO0671 der
Firma Fermentas

o
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wurde sie Spannung auf konstant 120-150 Volt erhéht. Nach Beendigung der
Gelelektrophorese konnte das Gel in Coomassie Blau (siehe 3.3.2) gefarbt werden

oder in einem Western Blot (siehe 3.3.3) weiter verarbeitet werden.

3.3.2 Coomassie-Farbung von SDS-Polyacrylamidgelen

Um Proteinbanden auf SDS-Polyacrylamidgelen sichtbar zu machen, wurden diese
einer Coomassie-Brilliant-Blau-Farbung unterzogen. Dabei handelt es sich um einen

Triphenylmethanfarbstoff, der sich unspezifisch an die Seitenketten der Aminosauren

anheftet.
Lésungen:
Coomassie-Farbeldsung: 0,25% (w/v) Brillant Blau (Roth)
40% (v/v) Methanol (Applichem)
8% (v/v) Essigsaure (Applichem)
- mind. 30 Minuten rihren lassen
- 3x filtrieren
Entfarber-Losung: 25% (v/iv) Methanol (Applichem)
10% (v/v) Essigsaure (Applichem)
Durchfiihrung:

Die Polyacrylamidgele wurden mindestens 2 Stunden in der Coomassie-Farbeldsung
unter dauerhaftem Schwenken inkubiert. Danach wurde das Gel in die Entfarber-
Lésung gegeben. Der Prozess der Entfarbung konnte durch Zugabe eines
Papiertuches beschleunigt werden. Nach vollstandiger Entfarbung waren auf dem
Gel nur noch die jeweiligen Proteinbanden erkennbar.

Um die gefarbten Gele zu Dokumentationszwecken dauerhaft haltbar zu machen,
wurden diese getrocknet. Hierzu wurde handelsibliche Einmachfolie verwendet.
Diese wurde vollstandig mit H,O bidest. benetzt. Das zu trocknende Gel wurde
faltenfrei zwischen zwei feuchte Einmachfolien gegeben und in einen Rahmen
gespannt. Der Trockenprozess erfolgte bei Raumtemperatur und dauerte circa 12-24

Stunden.

3.3.3 Western Blot in der Graphit-Blot-Kammer

Die Methode des Western Blot bietet die Mdglichkeit Proteine aus einem Gel nach
der SDS-PAGE (siehe 3.3.1) auf eine Nitrozellulosemembran zu transferieren. Auf
diesen Membranen kdnnen einzelne Proteine aus Proteingemischen detektiert

werden. Dabei bindet ein primarer, fur das jeweilige Protein spezifischer Antikorper
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an sein entsprechendes Antigen auf der Membran und wird wiederum Uber einen
sekundaren Peroxidase-gekoppelten Antikdrper lokalisiert. Durch die Zugabe einer

ECL-L6sung kann die Antikdrper-Bindung schlieBlich sichtbar gemacht werden.

Lésungen:
CAPS-Puffer (pH 10): 50 mM CAPS (Sigma-Aldrich)
10% (v/v) Methanol (Applichem)
TBST (pH 7,4): 150 mM NaCl (Applichem)

10 mM Tris/HCI (Roth)
0,1% (v/iv) Tween®20 (Applichem)
10% (w/v) Milch in TBST (pH 7,4-7,6): Magermilchpulver (Roth)
Ponceau S (Applichem)
ECL™-Lésungen A und B (Amersham Bioscience)
Whatman® Nitrocellulose (Uber Hartenstein)
Whatman® Gel-Blotting-Papier (Uber Hartenstein)

Proteintransfer auf die Nitrocellulosemembran:

Das Gel wurde nach Beendigung der
SDS-PAGE  vorsichtig aus  der
Andrucken

Elektrophorese-kammer  entnommen.
Die Glasplatten, das Sammelgel und .7* * * * -
) X O]

Marace

Reste der Agarose wurden vorsichtig

entfernt. In Vorbereitung auf den

Western Blot, musste das Gel in
CAPS-Puffer 5-10 Minuten equilibriert

werden. Die Nitrocellulosemembran | appildung 3.3: Aufbau eines Western Blots
und die Whatman® Gel-Blotting-

Papiere wurden auf die jeweilige GroRe des Gels zugeschnitten und ebenfalls in
CAPS-Puffer getrankt. Geblottet wurde in einer Graphit-Blot-Kammer. Der Aufbau
des Western Blot ist in Abbildung 3.3 schematisch dargestellt. Um Luftblasen- und
Faltenbildung weitgehend zu reduzieren, wurden die saugfahigen Whatman®
Papiere zu je drei Stuck aufgelegt. Mit einem sauberen Glasrohrchen wurde
anschlieBend sanft daruber gerollt. Die Whatman® Nitrocellulose wurde vorsichtig
auf das Gel aufgelegt. Luftblasen wurden sorgfaltig mit CAPS-Puffer-befeuchteten
Fingern (mit Handschuhen) ausgestrichen. Nach dem Auflegen des Deckels der

Graphit-Blot-Kammer wurde zunachst Uuberschussiger CAPS-Puffer vorsichtig
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abgeschuttet und dann das Netzgerat angelegt. Die Proteine wurden bei einer
konstanten Stromstérke von 1 mA/ cm? Nitrocellulose 45-60 Minuten vom Gel auf die
Membran transferiert. Die Spannung stieg im Verlauf des Blots von circa 4V auf 20V,
sollte aber nicht hoher als 30 V liegen.

Nach Beendigung des Transfers wurde die Nitrocellulose zur Kontrolle der
Proteintbertragung in Ponceau S fir 3 Minuten gefarbt. Dieser Farbstoff lagert sich
Uber Salzbricken an die Proteine und farbt diese unspezifisch an. Die Entfarbung
erfolgte in TBST. Eine zusatzliche Kontrolle des Transfers konnte uUber eine
Coomassie-Farbung (siehe 3.3.2) des Gels erfolgen.

Antikérper-Bindung:

Nach dem Entfarbeprozess mit TBST wurde die Membran antikbrperabhangig in 5-
10% Milch/TBST Uber Nacht bei 4°C und zusatzlich 2 Stunden bei Raumtemperatur
inkubiert, um unspezifische Bindungsstellen abzusattigen. Anschliellend wurde die
Membran fur 1-2 Stunden bei Raumtemperatur mit dem primaren Antikdrper
inkubiert. Dieser wurde in 5-10% Milch/TBST verdunnt (siehe Tabelle 2.1). Danach
erfolgte ein dreimaliger 10-minutiger Waschschritt in TBST. Der gesamte Vorgang
wurde mit dem sekundaren Antikorper wiederholt. Hier betrug die Antikdrper-
Inkubation jedoch maximal eine Stunde.

Antikérper-Detektion:

Im Anschluss an den letzten Waschschritt erfolgte die Zugabe der
Detektionslosungen. Dieser Schritt wurde in einer Dunkelkammer durchgefuhrt. Die
ECL-Lésungen A und B wurden zunachst 1/1 gemischt, dann auf den Blot gegeben
und fur mindestens eine Minute inkubiert. Die Nitrocellulose wurde direkt im
Anschluss in Klarsichtfolien eingeschlagen und erst dann konnte der Rontgenfilm
aufgelegt werden. Die an die sekundaren Antikdrper gekoppelte Peroxidase
katalysiert durch die Spaltung von Peroxid eine Redoxreaktion zwischen den beiden
Komponenten der ECL-L6sung, wodurch Licht frei gesetzt wird. Die frei werdenden
Strahlen belichten den der Membran aufgelegten Rontgenfilm und werden nach
dessen Entwicklungen (drei Minuten Entwicklerldsung, kurz Wasser, drei Minuten
Fixierlosung, Wasser) als Banden sichtbar. Diese Banden entsprechen dann dem
Protein auf der Membran, das von dem jeweiligen spezifischen Antikdrper detektiert
wurde. Die Belichtungszeit des Rontgenfilms konnte 1 Sekunde bis hin zu mehreren
Stunden betragen. Er war abhangig von der Starke der Proteinbande und somit von

der Menge der gekoppelt vorliegenden Peroxidase.
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3.3.4 Western Blot nach dem Tank-Blot-Verfahren

GroRRere Proteine lieRen sich besser

mit dem Tank-Blot-Verfahren auf die

Nitrocellulose-Membran transferieren.

Fibar pad
Fibar papar

Dabei wurden die gleichen Ldsungen
wie beim Western Blot in der Graphit- Fibar s

Blot-Kammer verwendet (siehe 3.3.3).

Der Transfer wurde in der Mini

TransBlot-Kammer der Firma BioRad

durchgeflhrt. Zunachst wurden das | appildung 3.4: Aufbau eines Western Blots
Gel, die Nitrocellulose, die Whatman® | nach dem Tank-Blot-Verfahren

Gel-Blotting-Papiere und die Filterpads
in CAPS-Puffer equilibriert. In Abbildung 3.4 ist der Aufbau eines solchen Blots
schematisch dargestellt. Luftblasen wurden vorsichtig mithilfe eines sauberen
Glasrohrchens ausgestrichen. Der Blot-Sandwich wurde geschlossen, in
entsprechender Orientierung in die Mini TransBlot-Kammer eingelegt und mit CAPS-
Puffer vollstandig Uberschichtet. Der Transfer erfolgte fur 30-60 Minuten bei konstant
50 V (circa 170 mA) und unter standiger Kihlung auf Eis. Im Anschuss daran wurde
der Blot abgebaut der Transfer mit Ponceau S-Farbung Uberprift. Die weitere

Behandlung der Nitrocellulosemembran verlief, wie in 3.3.3 bereits beschrieben.

3.3.5 Strippen eines Western Blots

Die Entfernung der gebundenen Antikdrper von einer Nitrocellulose-Membran war
notwendig, wenn auf der gleichen Membran auch ein anderes Protein nachgewiesen
werden sollte. Der Entfernungs-Prozess wird auch als ,Strippen® bezeichnet. Eine
Austrocknung des Blots sollte unbedingt verhindert werden. Daher wurde die

Nitrozellulose nach der Detektion bis zur weiteren Verwendung in TBST aufbewahrt.

Lésungen:
TBST (siehe 3.3.3)
Strip-Puffer 1 (pH 2,5): 100 mM Glycin (Roth)
Strip-Puffer 2 (pH 6,7): 100 mM Tris/HCI (Roth)

20% (w/v) SDS (Applichem)
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Durchfiihrung:

Der Blot wurde groRRzugig mit Strip-Puffer 1 bedeckt und unter Schwenken fur 30
Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. Anschlieend wurde der Puffer vollstandig
abgeschuttet und zur Neutralisierung Strip-Puffer 2 zugegeben. Dieser wurde
ebenfalls 30 Minuten schwenkend inkubiert und schlie3lich vollstandig abgenommen.
Die Nitrocellulose wurde dann mehrfach fur 5-10 Minuten mit TBST gewaschen.
Dann konnte der Blot erneut fur mindesten 2 Stunden abgesattigt und mit neuen

Antikdrpern inkubiert werden (siehe 3.3.3).

3.3.6 Expression von Fusionsproteinen mit Hisg-Epitop in Bakterien

Um groRere Mengen eines gewlnschten Proteins zu erhalten, konnte dieses in
Bakterien exprimiert und durch eine anschlielende Bakterienlyse aus diesen
aufgereinigt werden. Um die Proteine mit einem Hisg-Epitop zu markieren, wurden
die codierenden Sequenzen in den Vektor pET21a inseriert. Dieser Vektor flgt bei
der Expression ein C-terminales Epitop, bestehend aus 6 Histidin-Resten, an die
jeweilige Proteinsequenz an.
Lésungen:

LB-Medium (siehe 3.1.1)

Antibiotika-Stammldsungen (vgl. 3.1.1)

1M IPTG (Isopropyl-p-D-Thiogalactosid, Applichem)

Lysispuffer (Puffer A, pH 8,0): 100 mM NaH;PO4 (Applichem)

10 mM Tris/HCI (Roth)
8 M Harnstoff (Roth)

Probenpuffer (siehe 3.3.1)
Durchfiihrung:
Zunachst wurde eine Flussigkultur (siehe 3.1.1) des entsprechenden Bakterienklons
hergestellt. Standardmaflig wurden 200 ml Flassigkultur in einem sterilen Glaskolben
mit Deckel mit 5-10 ml UNK angeimpft. Wurden groRere Proteinmengen benétigt, so
setzte man parallel mehrere solcher Kulturen an. Die Bakterien wurden bei 37°C
unter standigem Schuitteln inkubiert und bei einer ODgyo von 0,7-0,9 mit IPTG bei
einer Endkonzentration von 1 mM induziert. Der Vektor pET21a besitzt einen durch
IPTG induzierbaren Promotor, womit eine gezielte Proteinexpression ermdglicht
werden kann. In Anschluss an die Induktion wurde die FlUussigkeit fur weitere 1-4
Stunden unter Schutteln bei 37°C inkubiert. Vor der Induktion wurde jeweils eine

Kontrolle der Flussigkultur entnommen, die nicht induziert wurde aber parallel
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inkubiert wurde. Diese wurde dann im Gel mit der induzierten Kultur verglichen und
solite den Erfolg der Induktion anzeigen. Nach der Entnahme der induzierten
Kontrollen wurde die Ubrige Flussigkultur auf 50 ml sterile Greiner-Rdéhrchen
aufgeteilt und bei 3000g fur 10 Minuten zentrifugiert. Die Uberstande wurden
verworfen und die Bakterienpellets in 10 ml Puffer A/200 ml Flussigkultur
aufgenommen und sorgfaltig resuspendiert. Die Lésungen konnten dann direkt zur
Aufreinigung verwendet werden (siehe 3.3.2) oder wurden bei -20°C gelagert.

Die Kontroll-Proben (1ml) wurden bei 14000 rpm fur 10 Minuten in der
Tischzentrifuge zentrifugiert. Die Uberstande wurden vollstdndig abgenommen und
verworfen, wahrend die Pellets in 80 ul Probenpuffer aufgenommen, fur 5-10 Minuten
bei 95°C gekocht und schlieBlich bei -20°C gelagert wurden. Jeweils 10 ul der
Kontroll-Proben wurden in einer SDS-PAGE (siehe 3.3.1) aufgetrennt und
anschlieBend durch eine Farbung des Gels in Coomassie (vgl. 3.3.2) oder im

Western Blot (siehe 3.3.3) analysiert.

3.3.7 Aufeinigung eines Proteins mit Hisg-Epitop (denaturierend)

Die Aufreinigung der Proteine mit einem Hisg-Tag erfolgte Uber Ni-NTA-Agarose der
Firma Qiagen (siehe 2.2.5). Die Proteine binden dabei Uber die 6-Histidin-Reste an
die Nickelionen der Saulenmatrix, wahrend Proteine ohne ein Hisg-Epitop nicht
gebunden werden koénnen. Die gebundenen Proteine kdnnen nach zahlreichen

Waschschritten mit sauren Puffern wieder von der Saule eluiert werden.

Lésungen:
Lysispuffer (Puffer A, pH 8,0, vgl. 3.3.6)
Waschpuffer (Puffer B, pH 6,3) Zusammensetzung wie Puffer A
Elutionspuffer (Puffer C, pH 5,9) Zusammensetzung wie Puffer A
Elutionspuffer (Puffer D, pH 4,5) Zusammensetzung wie Puffer A
Neutralisierungspuffer (pH 9,5) 1 M Tris/HCI (Roth)
Ni-NTA-Agarose (Qiagen, siehe 2.2.5)

Durchfiihrung:

Die in Lysispuffer aufgenommenen und resuspendierten Bakterienpellets (siehe
3.3.6) wurden gegebenenfalls 30-60 Minuten auf dem Rollinkubator bei
Raumtemperatur aufgetaut.

Vorbereitung der Séaule:

In der Zwischenzeit konnte die Saule vorbereitet werden. Zunachst pipettierte man

die sorgfaltig resuspendierte Ni-NTA-Agarose auf die Membran einer unten
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verschlossenen Saule und lieR die Agarose einige Minuten absetzten. Die Ni-NTA-
Agarose lag in einem 1:1 Verhaltnis in Ethanol vor. Fur 200-400 ml Ausgangs-
Flassigkultur verwendete man 4 ml der Ni-NTA-Suspension, was einem Matrix-
volumen von circa 2 ml entsprach. Nachdem sich die Matrix ausreichend abgesetzt
hatte, 6ffnete man die Saule und liel} die Uberschussige Flussigkeit ablaufen. Dabei
sollte die Matrix jedoch nicht trocken laufen. Durch die Zugabe von insgesamt 20 ml
Lysispuffer wurde die Saulenmatrix gewaschen und equilibriert. Dabei war darauf zu
achten, dass die Matrix durch die Zugabe des Puffers nicht zu stark aufgewirbelt
wurde. Kurz bevor die Oberflache der Flussigkeitssaule die Ni-NTA-Matrix erreichte
wurde die Saule wieder verschlossen und war nun einsatzbereit fur die
Proteinbeladung.

Bakterienlyse:

Durch den Prozess des Einfrierens und langsamen Auftauens, und durch den
Lysispuffer an sich, sollte ein Grofteil der Bakterien lysiert vorliegen. Um die Lyse zu
vervollstandigen wurde die Bakterienlésung zusatzlich 3-4-mal fur circa 20 Sekunden
auf Eis sonifiziert und anschlielRend fir 15 Minuten bei 4°C und 10000g zentrifugiert.
Durch diesen Schritt wurden Zelltrimmer, DNA und andere Bestandteile aus dem
Lysat pelletiert werden.

Reinigung:

Der Uberstand wurde vollstandig auf die vorbereitete S&ule gegeben und der
Durchlauf aufbewahrt. Danach wurde die Saule zunachst mit mindestens 40 ml
Lysispuffer und dann mit 15 ml Waschpuffer gewaschen. Danach erfolgte die Elution,
zunachst mit 10 ml Puffer C und anschlieRend mit 10 ml Puffer D. Beide Fraktionen
wurden in 1 ml-Aliquots gesammelt. Durch die Zugabe von 1/10 Volumen
Neutralisierungspuffer zu den Aliquots wurde eine saure Lyse der Proteine
verhindert.

Der Erfolg der Aufreinigung wurde durch eine Auftrennung der Proben aus Fraktion
C und D im SDS-PAGE mit anschlieRender Coomassie-Farbung oder im Western
Blot kontrolliert. Hierzu wurden jeweils 7,5 pl eines 1ml-Aliquots auf das Gel
aufgetragen. Die Elutionsfraktionen konnten bis zum weiteren Gebrauch im

Kuhlschrank (4°C) gelagert werden.

3.3.8 Affinitatsreinigung von Antiseren

Antikdrper die spezifisch fur ein bestimmtes Protein bzw. flir ein Epitop eines

bestimmten Proteins sind, finden in der Forschung vielerlei Anwendungen. Sie
89



Methoden

werden in immunologische Nachweismethoden, wie dem Western Blot (siehe 3.3.3),
der Ko-Immunprazipitationen (siehe 3.3.13) oder auch in der Mikroskopie (siehe 3.4)
eingesetzt. Da jede B-Zelle des immunisierten Tieres Antikorper gegen ein
spezifisches Antigen produziert, sind in einem Serum verschiedenste Antikdrper aus
verschiedenen B-Zellen mit unterschiedlichen Antigenen des gewlnschten Proteins
enthalten. Daher spricht man bei Antikdrpern, die direkt aus einem Serum gewonnen
werden, von ,polyklonalen® Antikérpern.
Ein Serum, das gegen ein spezifisches Peptid gerichtet ist kann durch eine
Affinitatsreinigung hinsichtlich seiner Spezifitat verbessert werden. Dies erfolgte Uber
das HiTrap™-Saulensystem der Firma Amersham Bioscience.
Lésungen:
Bindungspuffer (pH 8,3): 20 mM NaHCOs; (Applichem)
500 mM NaCl (Applichem)
Waschpuffer 1 (Lagerung bei 4°C): 1 mM HCI (Applichem)
Puffer A (pH 8,3): 500 mM Ethanolamin (C2H7NO, Roth)
50 mM NacCl (Applichem)

- lichtgeschutzt aufbewahren

Puffer B (pH 4,0): 100 mM Essigsaure (Applichem)
500 mM NaCl (Applichem)

Waschpuffer 2 3,5 M MgCl, (Applichem)

PBS (pH 7,4): 140 mM NaCl (Applichem)

2,6 mM KCI (Applichem)

6,4 mM NazHPO4 (Applichem)

1,4 mM KH2PO4 (Applichem)
PBS + 350 mM NaCl (pH 7,4)

Elutionspuffer (pH 2,5): 100 mM Glycin (Roth)
Neutralisierungspuffer (pH 9,5, siehe 3.3.7)
Lagerungspuffer (pH 7,0): 50 mM NazHPO4 (Applichem)

0,1% NaNs; (Natriumazid)
—> alle Lésungen wurden frisch angesetzt und mussten sterilfiltriert werden!
70% Ethanol (p.A.)
Durchfiihrung:
In Vorbereitung auf die Affinitatsreinigung mussten zunachst groRere Mengen des

Antigens aufgereinigt werden. Fur eine erfolgreiche Reinigung eines Serums musste
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die HiTrap™-Saule mit circa 2-5 mg Antigen beladen werden. Die Bindung an die
Matrix musste in Bindepuffer erfolgen. Teilweise handelte es sich bei den Antigenen
um synthetisierte Peptide (Firma Seqlab). Diese wurden von der Firma im Anschluss
an die Synthese lyophilisiert und mussten folglich nur in 1 ml Bindepuffer
aufgenommen werden. Wurden jedoch Antigene verwendet, die in Bakterien
exprimiert (3.3.6) und danach aufgereinigt wurden (3.3.7), so musste eine Dialyse
(3.3.9) gegen den Bindepuffer durchgefuhrt werden. Da der Harnsstoff vollstandig
aus dem System entfernt werden musste, wurde mehrfach und gegen grolRe
Volumina Bindepuffer (3-5-mal gegen 5I) dialysiert werden. Falls das Polypeptid
schwer l6slich war, oder ausfiel, konnte SDS in einer Endkonzentration von maximal
2% zugegeben werden.

Vorbereitung der Saule:

Eine Laborpumpe des Typs Varioperpex®I| der Firma LKB Bromma wurde mit einem
passenden Schlauch versehen. Dieser wurde einseitig mit einem Adapter des
HiTrap™-Saulensystems versehen und mit der anderen Seite in die entsprechenden
Lésungen getaucht. Vor und nach der Benutzung der Pumpe wurde der Schlauch zu
Reinigungszwecken mit 70% Ethanol und dann mit H,O bidest. gespult. Bei dem
letzteren Reinigungsschritt wurde die Pumpe auf FlieRgeschwindigkeiten von 1, 2
und 3 ml/min geeicht. Im Anschluss wurde der Schlauch luftblasenfrei mit
Waschpuffer 1 vollstandig gefiillt und die Pumpe kurzzeitig gestoppt. Die HiTrap™-
Saule wurde in einem Stativ befestigt. Der obere Verschluss der Saule konnte nun
gedffnet und luftblasenfrei mit Waschpuffer 1 beflllt werden. Dann wurde die Saule
Uber den Adapter an den Pumpenschlauch angeschlossen, der untere
Saulenverschluss entfernt und die Pumpe konnte wieder angeschaltet werden. Dabei
war immer darauf zu achten, dass keine Luft in das System geraten durfte. Mit einer
Fliellgeschwindigkeit von 1 ml/min wurde nun eiskalter Waschpuffer 1 durch die
HiTrap™-S&aule gepumpt. AnschlieBend schaltete man die Pumpe wieder ab,
verschloss den unteren Saulenverschluss, koppelte den Adapter von der Saule ab
und flllte den offenen oberen Bereich der Sdule mit dem Puffer auf, um
Austrocknung zu vermeiden. Dieser Schritt wurde bei jedem Pufferwechsel
durchgefuhrt. Der Schlauch wurde dann leer gepumpt und konnte fir die Antigen-

Beladung der Saule vorbereitet werden.
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Beladung der HiTrap™-S&ule mit dem jeweiligen Antigen:
Lag das in Bindungspuffer geloste Antigen in einem Volumen von 1 ml vor, so wurde
ber eine spezielle, an den Adapter angepasste Spritze auf die HiTrap™-Saule
gegeben werden. Die Saule wurde daraufhin verschlossen und eine Stunde bei
Raumtemperatur inkubiert. War das Volumen der Antigenldésung jedoch groRer, so
konnte die Beladung alternativ auch zirkulierend erfolgen. Dabei wurde der Schlauch
mit der Losung beflllt, und diese wiederholt eine Stunde lang mit einer
FlieRgeschwindigkeit von 1 ml/min tber die HiTrap™-S&ule gepumpt.
Danach wurde die Saule bei gleich bleibender FlieRgeschwindigkeit mit
verschiedenen Puffern in folgender Kombination gewaschen:

6 ml Puffer A

6 ml Puffer B

6 ml Puffer A.
Dabei wurde beim ersten Schritt des Waschprozesses der erste Milliliter separat
aufgefangen, um gegebenenfalls die Bindung des Antigens Uber SDS-PAGE
Uberprifen zu konnen. Beim letzten Schritt wurde die Saule verschlossen und fur 1
Stunde mit Puffer A inkubiert. Dies diente der Absattigung der Saule.
Anschlieend wurde die Saule nochmals bei 1 mil/min mit folgenden Puffern
gewaschen: 6 ml Puffer B

6 ml Puffer A

6 ml Puffer B.
Nun war die Saule bereit fur die Beladung mit dem Serum und wurde zunachst mit
Lagerungspuffer beladen. So konnte sie bis zur weiteren Verwendung bei 4°C im
Kuhlschrank gelagert werden.
Affinitétsreinigung des Serums:
StandardmafRig wurden 3 ml (Meerschweinchen) — 5 ml (Kaninchen) des Serums
aufgereinigt. Dazu verdunnte man das jeweilige Serum 1:10 in PBS und zentri-
fugierte die Losung fur 10 Minuten bei 3000g, um alle Schwebstoffe zu pelletieren.
Den Uberstand konnte man dann tber die HiTrap™-S&ule aufreinigen.
Die Saule wurde zunachst mit 10 ml Waschpuffer 2 und anschliel’end mit 30 ml PBS
gewaschen, um ungebundene und defekte Antikdrper aus der Matrix zu entfernen.
Im Anschluss daran lieR man den Uberstand des verdiinnten Serums 4-mal mit einer

Flieligeschwindigkeit von 1-2 ml/min Uber die Saule laufen. Der Durchlauf wurde zu
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Testzwecken aufbewahrt. Die Saule wurde dann mehrfach, in folgender Puffer-
Kombination bei gleich bleibender Flussrate gewaschen:

30-50 ml PBS

30-50 ml PBS + 350 mM NaCl

10 ml PBS.
Dabei richteten sich die Volumina der Waschpuffer nach dem eingesetzten Volumen
des jeweiligen Serums. Die Elution der Antikorper erfolgte dann bei einer
FlieBgeschwindigkeit von 3 ml/min mit 15 ml Elutionspuffer. Der Eluierungsvorgang
musste schnell und unter standiger Zugabe von Neutralisierungspuffer (1/10
Volumen) erfolgen, um eine saure Lyse der Antikdrper zu verhindern. Die Saule
wurde nochmals mit 20 ml PBS gewaschen und war dann im Lagerungspuffer
langfristig haltbar (4°C) und wieder verwendbar.
Weiterverarbeitung des Eluats:
Direkt im Anschluss an die Affinitatsreinigung wurde das Eluat gegen 5 Liter
gekuhltes PBS dialysiert (siehe 3.3.9). Die Dialyse erfolgte Uber Nacht (12-18
Stunden) unter stdndigem Ruhren bei 4°C. Bei diesem Schritt gehen circa 50% der
Antikdrper verloren, dabei handelt es sich jedoch groftenteils um defekte Molekile
oder Molekulfragmente. Im Dialysat sollten somit hauptsachlich intakte Antikdrper
angereichert sein.
Einengung der Antikérperlésung:
Gering konzentrierte Antikorper sind relativ instabil. Daher musste die jeweilige
Antikdrperlésung im Anschluss an die Dialyse aufkonzentriert werden. Hierzu wurden
die speziellen Filtersysteme Centricon YM50 verwendet. Dabei handelte es sich um
Zentrifugenrohrchen, die durch eine Filtermembran in zwei Bereiche getrennt
wurden. Die Membran besitzt dabei eine PorengroRe von 50 kDa. Das Dialysat
wurde in die obere Kammer geflllt. Durch einen oder mehrere Zentrifugationsschritte
bei 3000g und 4°C konnten alle Losungsbestandteile unterhalb dieser Grolde durch
die Membran gelangen. Intakte Antikdrpermolekule besitzen eine Molekilmasse von
circa 144 kDa und konnten die Membran folglich nicht passieren. Somit wurden sie
im oberen Abschnitt des Zentrifugenréhrchens konzentriert, wahrend nicht intakte
Molekule oder Bruchsticke in den Durchlauf gelangten.
Man zentrifugierte das Dialysat zunachst fur sieben Minuten und kontrollierte danach
die Antikdrper-Konzentration durch eine photometrische Messung. Als Leerwert

verwendete man dabei, das PBS nach der Dialyse. Eine ODygy von 1,48 entspricht
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einer Antikorperkonzentration von circa 1 mg/ml. In dieser Konzentration sind
Antikdrper stabil und kdnnen langerfristig gelagert werden. Wurde diese OD2gy nach
der ersten Zentrifugation nicht erreicht, so zentrifugierte man in 1-Minuten Schritten
weiter. Nach Beendigung der Zentrifugation wurde das Konzentrat in ein steriles 1,5
ml Eppendorf-Reaktionsgefall Uberfihrt. Das minimal erreichbare Konzentrat-
Volumen bei Verwendung von Centricon YM50 lag jedoch bei 250 pl. Oftmals wurde
dabei nicht die Konzentration von 1 mg/ml erreicht und die Antikdrper waren zu stark
verdiannt. In solch einem Fall musste das Konzentrat mit BSA in einer
Endkonzentration von 1 mg/ml stabilisiert werden.

Test der affinitdtsgereinigten Antikérper:

Die gereinigten Antikdrper wurden im Anschluss an die Aufkonzentrierung im
Western Blot (3.3.3) und in der Immunfluoreszenz (3.4.1) getestet. Dabei ermittelte
man empirisch die optimale Verdlinnbarkeit des jeweiligen Antikdrpers. Um eine
optimale Lagerung zu gewahrleisten und eine maximale Haltbarkeit zu erreichen,
wurden kleinere Aliquots mit flissigem Stickstoff schockgefrostet und entweder bei -
70°C gelagert oder lyophilisiert und dann bei Raumtemperatur aufbewahrt. Diese
Aliquots wurden dann mit den bei 4°C gelagerten Antikorpern verglichen. War keine
Verschlechterung der Qualitdt und Verdunnbarkeit festzustellen, so wurden die
Antikdrper in Volumen von 5-10 ul aliquotiert und schockgefrostet. Die Lagerung

erfolgte dann bei -70°C oder nach der Lyophilisation bei Raumtemperatur.

3.3.9 Dialyse

Der Dialyseschlauch vom Typ 20/32 VISKING wurde fir 30-60 Minuten in 2 mM
EDTA (pH 8,0) aufgekocht. Daraufhin wurde eines der beiden Enden vorsichtig
zusammengeknotet und durch eine handelsibliche Verschlussklammer zusatzlich
abgedichtet. Die zu dialysierende Proteinldsung wurde dann Uber das zweite Ende in
den Dialyseschlauch geflllt. Auch dieses Ende wurde daraufhin verknotet und
zusatzlich Uber eine Klammer verschlossen. Der beflllte Schlauch wurde in einen
Kolben mit mehreren Litern des vorgekuhlten Zielpuffers gehangt und far 3-16
Stunden unter sanften Ruhren inkubiert. Ein besserer Erfolg des Pufferaustausches
wurde erzielt, wenn die Puffer wahrend der Dialyse mehrfach erneuert wurden

(Nernst’sches Verteilungsgesetz).
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3.3.10 Expression rekombinanter Proteine mit dem TNT® System (Promega)

Die zellfreie Expression rekombinanter Proteine mit dem TNT® in vitro
Transkriptions-/Translationssystems wurde nach dem Protokoll des Herstellers
durchgefuhrt. Dabei wurden 500 ng der jeweiligen Plasmid-DNA und 1 mM Methionin
(Kit-Bestandteil) zum TNT® T7 Quick Master Mix gegeben. Die Inkubation erfolgte
fur 60-90 Minuten bei 30°C. Die Expression des jeweiligen Konstrukts wurde

anschliel3end im Western Blot (siehe 3.3.3) Uberpruft.

3.3.11 Interaktionsstudien mithilfe des TNT® Systems

Lésungen:

Bindungspuffer (pH 8,0): 50 mM NaH,PO4 (Applichem)

150 mM NaCl (Applichem)
Wasch-/ Interaktionspuffer (pH 8,0): Bindungspuffer
+ 0,005% Tween® 20 (Applichem)

Ni-NTA-Magnetic-Agarose Beads (Qiagen, siehe 2.2.5)

Probenpuffer (siehe 3.3.1)

Magnetic Separator fur 1,5-2 ml Reaktionsgefalie
Beladung der Ni-NTA-Magnetic-Agarose Beads:
FUr Interaktionsstudien wurden zunachst circa 1 ug eines gereinigten Proteins (siehe
3.3.7) in Bindungspuffer aufgenommen und mit 3,3 pl Ni-NTA-Magnetic-Agarose
Beadsuspension flr 1 Stunde auf dem Rollinkubator inkubiert. Die Beads wurden
anschlielend 2-3fach in Waschpuffer gewaschen. Dabei wurde das verwendete 1,5
ml Eppendorf-Reaktionsgefaly auf die ,Magnetic-Seperator” positioniert und fir circa
1 Minute gewartet. Die magnetischen Kugelchen wurden durch den Magneten
angezogen und der Uberstand konnte abgenommen werden.
Interaktionstests:
Die mit einem Myc-Epitop markierten Proteine oder Deletionsmutanten (siehe
2.3.2.3) wurden zunachst mithilfe des TNT® Systems exprimiert (siehe 3.3.10).
Nach Bestimmung der Proteinkonzentration dieser Konstrukte im Gel wurden circa 1-
4 pl des TNT-Ansatzes fur einen Interaktionstest eingesetzt. Die jeweilige Menge
wurde mit den beladenen Beads und Interaktionspuffer gemischt und anschlieffend
fur 1 Stunde bei Raumtemperatur inkubiert. Die Beads wurden dann 2-3-mal unter
Verwendung des Magnetic-Seperators gewaschen und schlieBlich in einem

entsprechenden Volumen Probenpuffer aufgenommen. Zur Kontrolle wurde der
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Interaktionstest auch mit unbeladenen Ni-NTA-Agarose Beads durchgefuhrt. Die
Analyse der Bindungsstudie erfolgte tUber SDS-PAGE (3.3.1) und Western Blot
(3.3.3).

3.3.12Herstellung von Proteinextrakten aus Zellen des Rattenhodens

Lésungen:
PBS (pH 7,4, siehe 3.3.8): vorkuhlen auf 4°C
Lysispuffer (pH 7,4; Cooke et al., 2005):50 mM Tris/HCI (Roth)
150 mM NaCl (Applichem)
0,5% (v/v) Triton X-100
5 mM EDTA
Proteinase-Inhibitor-Mix: 5 mM a-Aminocopronsaure
1 mM Benzamidin
1 mM EDTA
2 ug/ml Aprotinin
2 ug/ml Antipain
2 pg/ml Chymostatin
2 ug/ml Leupeptin
2 ug/ml Pepstatin
- Lagerung bei -20°C
Herstellung der Zellsuspension:
Die mannlichen Ratten (WISTAR, 39-42 Tage alt, Charles River Laboratories)
wurden zunachst in einer speziellen Kammer mit CO, eingeschlafert. Zur Sicherheit
wurde zusatzlich ein Genickbruch durchgefihrt. Dann wurde den Tieren die untere
Bauchdecke gedffnet und die Hoden konnten enthommen werden. Dabei war darauf
zu achten, das anhaftende Gewebe mdoglichst restlos zu entfernen. Die isolierten
Hoden wurden direkt in ein Gefal® mit eiskaltem PBS uberfuhrt.
Nachdem alle Hoden entfernt wurden, Uberfihrte man diese in eine Glaspetrischale
mit gekuhltem, frischem PBS und entfernte mit zwei Uhrmacherpinzetten vorsichtig
die Tunica albuginea. Das verbleibende lockere Hodengewebe wurde dann durch
regelmafliges Aneinandergleiten zweier frischer Rasierklingen sorgfaltig zerkleinert.
Durch mehrfaches vorsichtiges Auf- und Abziehen mit einer Spritze ohne Aufsatz
wurden die Zellen aus den vereinzelten Tubuli gespult. Die so entstandene
homogene Suspension wurde erneut mit der Spritze aufgezogen und mit mdglichst

geringem Druck durch eine Kanule mit einem Durchmesser von 0,9 mm gedrickt
96



Methoden

und schliel3lich durch eine Nylonmembran mit einer Maschenweite von 30 um filtriert.
Das Filtrat wurde in einem 50 ml Greiner-Rdhrchen aufgefangen und anschliel3end
konnte die Zellzahl bestimmt werden.

Bestimmung der Zellzahl:

Die Bestimmung der Zellzahl erfolgte mit einer Neubauer Zahlkammer. Dabei handelt
es sich um einen Objekttrager, auf dem in mikroskopischer GroRe 16 Quadrate
eingraviert sind. Man pipettierte 10 yl der Zellsuspension zwischen Deckglaschen
und Mittelsteg der Zahlkammer. Durch die Kapillarkrafte wurde dabei die Flissigkeit
in den Zwischenraum gesaugt. Die Zahlkammer ist so konstruiert, dass dabei jedes
der 16 Quadrate mit dem gleichen FlUssigkeitsvolumen bedeckt wird. Unter dem
Mikroskop konnte dann die Zellzahl pro Quadrat bestimmt werden. Aus den
Zellzahlen mehrerer Quadrate wurde dann ein Mittelwert gebildet und die Zellzahl

konnte schliellich nach folgender Formel berechnet werden:

Gesamtzellzahl = & Zellzahl/Quadrat x 16 x 10* (Kammerfaktor) x 10

(Ausgangsvolumen)

Herstellung der Proteinextrakte:

Die Zellen wurden in 1 ml Lysispuffer/5x10° Zellen aufgenommen und resuspendiert.
Der Proteinase-Inhibitor-Mix wurde in einer Verdinnung von 1:100 hinzugegeben.
Der Ansatz wurde zunachst fur 10 Minuten auf Eis inkubiert und dann 30-45
Sekunden auf Eis sonifiziert. Danach zentrifugierte man 15 Minuten bei 15000g und
4°C um unldsliche Bestandteile zu pelletieren. Der Uberstand wurde in ein steriles 50
ml Greiner-Rdhrchen Uberfihrt und konnte nun fir die Ko-Immunprazipitation
eingesetzt werden. Die Extrakte wurden direkt verwendet, um eine Degradation von

Proteinen zu vermeiden.

3.3.13 Ko-Immunprazipitation

Lésungen und Materialien:
PBS (vgl. 3.3.8)
Lysispuffer (siehe 3.3.12)
Proteinase-Inhibitor-Mix (vgl. 3.3.12)
Probenpuffer (siehe 3.3.1)
Protein G Sepharose (GE Healthcare, siehe 2.2.5)

Dynabeads Protein G (Invitrogen, siehe 2.2.5)
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Magnetic Separator fur 1,5-2 ml Reaktionsgefalie

Magnetic Separator DynaMag™50-magnet (Invitrogen)
Vor-Inkubation der Proteinextrakte mit den Antikérpern:
Die Extrakte aus 1x10° Zellen (20 ml, siehe 3.3.12) wurden zundchst mit 25 pl
Protein G Sepharose fur 2 Stunden bei 4°C unter standigem Rollen inkubiert. Mit
diesem Schritt sollten alle unspezifischen Antikorper aus dem Extrakt abgefangen
werden. Durch eine anschliefende 10-mindtige Zentrifugation bei 10000g und 4°C
wurden die Sepharose-Kiigelchen pelletiert und der Uberstand konnte in ein steriles
50 ml Greiner-Rdhrchen dberfuhrt werden. Dann erst erfolgte die Inkubation des
Proteinextraktes mit den jeweiligen Antikdrpern. Dabei wurden 10 ug spezifischer
Antikdrper bzw. unspezifische IgG (Kontrolle) zugegeben und fur 16-24 Stunden bei
4°C unter standigem Rollen inkubiert.
Beladung der Beads:
Die Dynabeads wurden zunachst durch vortexen und mehrmaliges Resuspendieren
gemischt. 50 ul der Beadsuspension wurden anschlieffend in ein neues 1,5 ml
Eppendorf-Reaktionsgefal tberfuhrt. Unter Verwendung des Magnetic Separators
konnte der Uberstand nach circa 1 Minute abgenommen werden und die Beads
wurden 3-mal in Lysispuffer gewaschen. Im Anschluss an den letzten Waschschritt
wurden die Dynabeads in 50 ul Lysispuffer aufgenommen und konnten so fir die Ko-
Immunprazipitation eingesetzt werden.
Ko-Immunprézipitation:
Nach erfolgter Inkubation der Antikérper wurden die Extrakte mit jeweils 50 l
gewaschen Dynabeads Protein G versetzt. Dieser Ansatz wurde erneut flr 2
Stunden bei 4°C unter Rollen inkubiert. Dann wurde das Reaktionsgefaly fur 10
Minuten im Magnetic-Seperator positioniert. Der Uberstand wurde abgenommen, die
Dynabeads in frischem Lysispuffer resuspendiert und dann in ein steriles 1,5 ml
Eppendorf-Reaktionsgefal tberfuhrt. Aufgrund des grof3en Volumens der Extrakte
wurde der Uberstand noch 2-3-mal im Magnetic Separator platziert. Die Beads
konnten somit grofRtenteils aus der Losung isoliert werden und wurden vereinigt.
Nach 2-3-maligen Waschen der Dynabeads in 1 ml Lysispuffer, wurden diese
schliel3lich in 50 ul Probenpuffer aufgenommen und sorgfaltig 15 Minuten bei 95°C
unter wiederholtem Vortexen aufgekocht. Um die Beads aus der Probe zu entfernen

und nur die Uberstande aufzutragen, wurden die Ansatze vor der Analyse in der
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SDS-PAGE nochmals am Magnetic Separator platziert. Die Analyse erfolgte

anschlie3end durch einen Western Blot mit spezifischen Antikdrpern.

3.3.14Pull-Down

Lésungen und Materialien:

PBS (vgl. 3.3.8)

Bindungspuffer (3.3.11)

Lysispuffer (siehe 3.3.12)

Proteinase-Inhibitor-Mix (vgl. 3.3.12)

Probenpuffer (siehe 3.3.1)

Protein G Sepharose (GE Healthcare, siehe 2.2.5)

Dynabeads Protein G (Invitrogen, siehe 2.2.5)

Magnetic Separator fur 1,5-2 ml Reaktionsgefalie

Magnetic Separator DynaMag™50-magnet (Invitrogen)
Vorbereitung der Dynabeads:
Zunachst wurden 40 ul der sorgfaltig resuspendierten Dynabead-Suspension in ein
steriles 1,5 ml Eppendorf-Reaktionsgefal® Uberfihrt und im Magnetic Separator
platziert. Der Uberstand konnte abgenommen und durch 400 pl Lysispuffer ersetzt
werden. Dieser Waschschritt wurde 2-mal wiederholt. Danach wurden die Beads mit
einer Losung von 3 ug des jeweiligen gereinigten Proteins (siehe 3.3.7) in 400 pl
Bindungspuffer oder ausschlieB3lich mit Bindungspuffer (Kontrolle) versetzt. Es folgte
eine Inkubation fur 2 Stunden unter standigem Rollen bei 23°C. Dann wurden die
Beads 3-mal in Lysispuffer gewaschen (Magnetic-Seperator) und konnten schlielich
fur das Pull-Down-Experiment eingesetzt werden.
Bindungsstudie:
Zu einem Proteinextrakt aus 1x10® Zellen (20 ml, 3.3.12) wurden dann die
gewaschenen Protein-beladenen oder unbeladenen (Kontrolle) Dynabeads gegeben.
Der Ansatz wurde fur 2 Stunden bei 23°C rollend inkubiert und anschliel3end im
Magnetic-Seperator (DynaMag'"50-magnet) platziert. Die Dynabeads konnten in ein
neues 1,5 ml Reaktionsgefald Uberfihrt werden. Um den Groftteil der Dynabeads
aus dem Ansatz zu isolieren wurde dieser Waschschritt mehrfach wieder. Erst dann
erfolgte der eigentliche Waschprozess. Das 1,5 ml Eppendorf-Gefall wurde im
Magnetic-Seperator positioniert und die Beads wurden anschlieBend 2-3-mal mit
frischem Lysispuffer gewaschen. Erst dann wurden sie in Probenpuffer

aufgenommen und 15 Minuten bei 95°C gekocht. Nach mehrfachen vortexen wurden
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die Beads am Magneten vom Uberstand getrennt und dieser schlieRlich auf das Gel

beladen. Die Analyse der Proben erfolgte Uber Western Blot.

3.4 Licht- und Elektronenmikroskopische Methoden

3.4.1 Immunfluoreszenzmikroskopie von Kulturzellen

Lésungen:
PBS (vgl. 3.3.8)
Fixierlosung (pH 7,4): PBS
+ 2% PFA (Applichem)
Permeabilisierungs-Losung (pH 7,4): PBS
+0,1% Triton™ X-100

Absattigungs-Losung (pH 7,4): PBS

+ 100 mM Glycin
Antikorper-Losung (pH 7.,4): Verdunnung (siehe Tab. 2.1) in PBS
Hoechst 33258 (1:333 in PBS): SL 5 yg/ml (Roche)
Mowiol: 140 mM NaCl

6,4 mM Nax;HPO,4

6 mM KCI->pH 8,0

10 g Mowiol - 16h Ruhren

20 mM Glycerin - 16h Ruhren

—>zentrifugieren

- US aliquotieren (-20°C)
Durchfiihrung:
Die auf Deckglaschen gewachsenen Kulturzellen mussten vor der Fixierung vom
Kulturmedium in PBS uberfuhrt und far 5-10 Minuten gewaschen werden. Danach
wurden die Zellen fur 3 Minuten in der Fixierlosung gegeben. Die anschlielende
Permeabilisierung erfolgte fiir 10 Minuten in einer Lésung aus 0,1% Triton™ X-100 in
PBS. Die Zellen wurden daraufhin in 100 mM Glycin in PBS fir 30 Minuten
abgesattigt, dies reduziert die Hintergrundfarbung in der Immunfluoreszenz. Die
Deckgléaschen wurden kurzzeitig in frisches PBS gegeben und dann in eine
Feuchtkammer Uberfuhrt. Dort soll eine Austrocknung der Zellen verhindert werden.
Die Zellen wurden sofort mit der Primar-Antikdrper-Losung Uberschichtet und far 20

Minuten inkubiert. Danach wurde die Antikérper-Losung durch Kippen des
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Deckglaschens vorsichtig abgenommen und es folgte ein 10-minutiger Waschschritt
in PBS. Die Objekttrager wurden ein zweites Mal in die Feuchtkammer gelegt und
sofort mit den Sekundar-Antikérpern bedeckt. Nach 10 Minuten wurden zusatzlich 1-
2 Tropfen der Hoechst—Ldsung zugegeben und nochmals 10 Minuten inkubiert. Erst
dann wurde die Losung aus Sekundar-Antikorper und Hoechst abgenommen. Die
Zellen wurden fur weitere 10 Minuten in PBS gewaschen und konnten dann
eingedeckelt werden. Hierzu wurde das PBS weitgehend durch seitliches Anlegen
eines fusselfreien, saugfahigen Tuches abgenommen. Dann wurde ein Tropfen
Mowiol auf die Zellen gegeben und das Deckglaschen schlieBlich mit den Zellen
nach unten luftblasenfrei auf einem Objekttrager abgelegt. Unter Lichtausschluss und
Kuhlung waren die Praparate so einige Zeit verwendbar.

Die Auswertung erfolgte am Fluoreszenzmikroskop (Axiophot stereo, Zeiss). Die
Ergebnisse konnten direkt Uber eine auf das Mikroskop aufgebrachte Kamera

(Digitalkamera AxioCam MRm, Zeiss) dokumentiert werden.

3.4.2 Epon-Einbettung der Praparate fiir Elektronenmikroskopie

Zur Untersuchung von Zellen und Geweben auf ultrastruktureller Ebene wurde die
Transmissions-Elektronenmikroskopie (TEM) eingesetzt. Die Einbettung der Zellen
bzw. Gewebe in Epon erfolgte durch eine Fixierung mit Glutaraldehyd. Durch die
Inkubation mit Osmiumtetroxid (OsO4) und alkalischer Schwermetall-Salzlésung

konnte am Praparat eine Erhdhung des Kontrastes erreicht werden.

Lésungen:
2,5% Glutaraldehyd-Lésung (pH 7,2): 2,5% Glutaraldehyd
50 mM KCI
2,5 mM MqgCl
50 mM Cacodylat
Cacodylat-Puffer (pH 7,2): 50 mM Cacodylat
OsO4-Losung: 2% Os0O4 in 0,05 Cacodylat-Puffer
Uranylacetat-Losung: 0,5% Uranylacetat in H,O bidest.
Ethanolreihe (Ethanol p.A.): 50%, 70%, 90%, 96%, 100%
Propylenoxid
Epon: Dodecanylsuccinateanhydride
Methylnodicanhydride

Epon 812 (Glycidether 100)

DMP-30 (2,4,6 Triphenol)
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Durchfiihrung:

Kleinere Gewebestlicke aus Hodenmaterial oder die auf den Deckglaschen
befindlichen Kulturzellen wurden jeweils 30 Minuten mit einer 2,5% Glutaraldehyd-
Lésung fixiert und anschlielend 4-mal fur je 3 Minuten in Cacodylat-Puffer
gewaschen. Dann erfolgte eine Inkubation mit der OsO4-L6sung fur 30-60 Minuten.
Die Deckglaschen oder Gewebestickchen wurden schlieBlich Uber Nacht in 0,5%
Uranylacetat in H,O bidest. eingelegt und am Folgetag mehrfach mit H,O bidest.
gewaschen (3x5 Minuten). In einer aufsteigenden Ethanolreihe wurde das Praparat
anschlieend dehydriert. Dabei erfolgte die jeweils 5-mindtige Inkubation der
Ethanolstufen zwischen 50% und 96% auf Eis. Die Dehydrierung in 100% Ethanol
wurde 2-fach wiederholt und bei Raumtemperatur durchgefihrt. Im Anschluss daran
wurden die Praparate 2-mal fur 10 Minuten in Propylenoxid eingelegt und danach 2-4
Stunden in einem 1:1 Gemisch aus Propylenoxid und Epon inkubiert. Die Inkubation
in Epon erfolgte schliellich Gber Nacht.

Zur Einbettung wurden die Deckglaschen aus dem Epon genommen und mit der
Oberseite nach oben auf eine Alufolie gelegt. Eine Gelatinekapsel wurde mdglichst
luftblasenfrei mit frischem Epon geflllt, zu Dokumentationszwecken markiert und
mittig auf die Probe aufgesetzt (Deckglaschen). Die Gewebestlicken wurden direkt in
die Kapsel gegeben. Die Polymerisation erfolgte fur 24 Stunden im Warmeschrank
bei 60°C. AnschlieRend wurden die geharteten Kapseln von der Folie abgenommen,
die Deckglaschen mit flissigem Stickstoff abgesprengt bzw. die Gewebestiickchen
wurden freigelegt. Daraufhin konnten die Proben zur Anfertigung von Ultradinn-

schnitten angetrimmt werden.

3.4.3 Herstellung von Ultradinnschnitten und Elektronenmikroskopie

Es wurden Ultradinnschnitte von 50 nm Dicke an einem Ultramikrotom angefertigt.
Diese wurden mit Reynold’s Bleicitrat nachkontrastiert und konnten dann am
Transmissionselektronenmikroskop EM 10 betrachtet werden. Die Dokumentation
erfolgte Uber eine integrierte Kamera erfolgen. Die Negative wurden mit dem
Flachbrett-Scanner Quatographic X-Finitiy Pro 42 bei 1200 dpi eingescannt und
schlief3lich mit dem Computerprogramm Adobe Photoshop CS3 bearbeitet.
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3.5 Zellkultur

Die ektopische Expression von Proteinen oder ausgewahlter Deletionsmutanten in
somatischen Kulturzellen wurde zur Untersuchung von Proteineigenschaften genutzt.
Hierzu wurden COS-7 Zellen gewahlt, adharente Kulturzellen, die ursprunglich von

Nierenzellen der afrikanischen Grunaffen (Cercopethecus aethiops) abstammen.

3.5.1 Kultivierung von COS-7 Zellen

Die Kultivierung der COS-7 Zelllinie (ATTC CRL 1651) erfolgte in DMEM-Medium
(Dulbeccos modified Eagle Medium) im Brutschrank bei 37°C und 5% CO»-Gehalt.
Die fur die Transfektion verwendeten Zellen wurden aus einer standig aufrecht
erhaltenen Kultur (Lehrstuhl fir Zell- und Entwicklungsbiologie, Universitat Wurzburg)
entnommen und auf vier Deckglaschen ausgesat. Diese befanden sich in mit
Medium geflllten Petrischalchen (& 35 mm, Sarstedt, NuUrmbrecht). Die Zellen
wuchsen auf der Oberflache der Deckglaschen an und konnten am Folgetag mit der

gewulnschten Plasmid-DNA transfiziert werden.

3.5.2 Transfektion der Kulturzellen

Die Einfuhrung von Plasmid-DNA in eukaryotische Zellen wird als Transfektion
bezeichnet. Ahnlich wie bei der Transformation von Bakterien muss die DNA dabei
die Zellmembran passieren und in den Zellkern gelangen. Fir die Transfektion wurde
das Effectene™ Transfection Reagent der Firma Qiagen (siehe 2.2.5) nach Angaben
des Herstellerprotokolls verwendet. Dabei handelt es sich um ein nicht-liposomales
Lipid, dass unter spontaner Micellen-Bildung die DNA in Lipidmolekule einhullt und
so in die Zellen einschleusen kann. Fur die Transfektionen wurden jeweils 300-400
ng Plasmid-DNA eingesetzt. Die Inkubation erfolgte fur 24 Stunden bei 37°C und 5%
CO, im Brutschrank. Danach konnten die transfizierten Zellen fir die

Immunfluoreszenz- oder Elektronenmikroskopie weiterverarbeitet werden.

3.6 Yeast-Two-Hybrid System

Das Yeast-Two-Hybrid System ist eine Methode zur Untersuchung von Protein-
Protein-Interaktionen. Durch die Klonierung spezifischer Kdder- und Beute-
Konstrukte konnten gezielt Interaktionen von bestimmten Proteinen oder

Deletionsmutanten untersucht werden.
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3.6.1 Kultivierung von S. cerevisiae des Stammes EGY 48

Die Kultivierung der Hefezellen des Stammes EGY48 erfolgte im Flussigmedium
oder auf entsprechenden Agar-Platten bei 30°C im Brutschrank. Die Hefen zeigten
ein gutes Wachstum im so genannten Minimalmedium (YNB). Dieses enthielt
Glucose als Kohlenstoffquelle, und verschiedene Salze, die Stickstoff, Phosphor und
andere Spurenelemente lieferten. Ein deutlich starkeres Wachstum zeigten die Hefen
jedoch im Vollmedium (YPD). Dieses enthalt neben den Grundbestandteilen
zusatzlich Protein- und Hefezell-Extrakte, die Aminosauren, Nukleotidvorstufen,
Vitamine und andere Metabolite liefern.
Unter optimalen Bedingungen haben Hefen eine Generationszeit von ca. 90-120
Minuten. Wahrend der exponentiellen Wachstumsphase (log-Phase) teilen sich die
Zellen in Vollmedium im Idealfall alle 90 Minuten. Dabei unterteilt sich die log-Phase
in 3 Stadien: Friihe log-Phase  (Zelldichte: < 107 Zellen/ml)
Mittlere log-Phase (Zelldichte: 1-5x107 Zellen/ml)
Spéte log-Phase  (Zelldichte: 5x10” -2x10%Zellen/ml)
Nach dem Erreichen einer Zelldichte von circa 2x10%Zellen/ml, wahrend der spaten
logarithmischen Phase, gehen die Zellen in die stationare Phase (Gy) Uber.
Die Zelldichte der Hefe-Flussigkulturen wurde photometrisch unter Verwendung einer
entsprechenden Leerkontrolle bestimmt (siehe 3.2.8). Dabei entsprach eine ODggo
von 1,0 einer Zelldichte von circa 3x10%Zellen/ml.
Lésungen:
Volimedium (YPD): 20 g/l Glucose (Sigma)

10 g/l Hefe-Extrakt (Roth)

in H2O bidest. |I6sen

- steril filtrieren und 4°C-Lagerung

Minimalmedium (YND): 20 g/l Glucose
oder 20 g/l Galactose/ 10 g/IRaffinose
1,7 g/l yeast nitrogen base amino
acids (BD Microbiology Systems)

5 g/l Ammoniumsulfat

0,6 g/l Dropout Mix (Tabelle 3.4)

in H20O bidest. |I6sen

- steril filtrieren und 4°C-Lagerung

- Selektionsmedium
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Durchfiihrung:

Der Hefestamm EGY48 besitzt eine Auxotrophie fur die Enzyme URA3, TRP1, HIS3
und LEUZ2. Daher konnte eine Kultivierung des Grundstammes nur in Vollimedium
erfolgen. Die Auxotrophie des Stammes konnte durch ,Shuttle“-Plasmid codierte
Gene aufgehoben werden. Die transformierten Hefen wurden in den entsprechenden
Selektionsmedien kultiviert, da dem Minimalmedium die Aminosduren Uracil,
Tryptophan, Histidin und Leucin je nach Selektionsbedarf zugegeben werden
konnten. In Tabelle 3.5 ist aufgefuhrt in welchen Konzentrationen die Selektions-
Metabolite zugegeben wurden. Die Leucin-Auxotrophie des Stammes EGY48 konnte
nur durch eine bestehende Interaktion der Kéder- und Beute-Konstrukte aufgehoben
werden. Erst dann war ein Wachstum im absoluten Minimalmedium maglich.

Zur Herstellung einer Hefe-Ubernachtkultur wurden 10 ml Volimedium oder das
jeweilige Selektionsmedium in ein 50 ml Greiner-Rohrchen gefullt. Anschlielend
wurde mit einer sterilen Pipettenspitze Hefematerial aus einer Glycerinkultur (siehe
3.6.2) oder direkt von der Agar-Platte enthommen. Die Flussigkultur wurde uber
Nacht bei 30°C unter Schutteln inkubiert.

Metabolite Endkonzentration in pg/ml
Adenin 40
L-Arginin 20
L-Asparaginsaure 100
L-Glutaminsaure 100
L-Isoleucin 20
L-Lysin_HCI 30
L-Methionin 20
L-Phenylalanin 50
L-Serin 375
L-Threonin 200
L-Tyrosin 30
L-Valin 150

Tabelle 3.4: Zusammensetzung des Dropout Mix
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Metabolite 100x SL in H,O bidest Endkonzentration in pg/ml
L-Histidin 0,2% (w/v) 20
L-Leucin 0,6% (w/v) 60
L-Tryptophan 0,4% (w/v) 40
Uracil 0,2% (w/v) 20

Tabelle 3.5: Zusammensetzung der Stammldsungen und Endkonzentration der Selektions-Metabolite

3.6.2 Glycerinkulturen von S. cerevisiae

Lésungen:

30% Glycerin (v/v): —-> autoklavieren
Durchfiihrung:
Zur Herstellung einer Hefe-Glycerinkultur wurden 750 pl der entsprechenden
Flassigkultur in der spaten logarithmischen oder frihen stationaren Phase in einem
Verhaltnis von 1:1 mit 30% Glycerin vermischt und bei -70°C eingefroren. Unter

diesen Umstanden waren die Kulturen fir mehrere Jahre haltbar.

3.6.3 Plattenkulturen von S. cerevisiae

Lésungen:
Selektionsplatten (YNB): (1) 800 ml H2O bidest.
20 g Agar
1 NaOH Platzchen
—> autoklavieren und auf 65°C kuhlen
(2) 200 ml jeweiliges Selektionsmedium
-> sterilfiltrieren
-2 (2) in (1) sterilfiltrieren
- Platten giel3en
X-Gal-Selektionsplatten: (1)  Agar siehe oben
(2) 100 ml H20 bidest.
7 g Na;HPO4 (Applichem)
3 g NaHPO, (Applichem)
—> autoklavieren und auf 65°C kuhlen
(83) 100 ml jeweiliges Selektionsmedium
(4) 0,8 ml X-Gal (SL 100 mg/ml in DMF)
- Komponenten (2)-(4) in (1) steril-
filtrieren —> Platten giel3en
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Durchfiihrung:

Die Nahrstoffzusammensetzung in den Agar-Platten ist die gleiche, wie in den
Flussigkulturen. Die Zugabe von Natriumhydroxid verhinderte den Zusammenbruch
des Agars wahrend des Autoklavierens. Um eine Karamellisierung von Glucose bzw.
Galactose zu verhindern, konnte das Selektionsmedium erst nach dem Autoklavieren
zum Agar gegeben werden. Die Hefen wurden entweder mit einem sterilen Spatel
auf den Selektionsplatten verteilt oder tropfenformig auf die jeweiligen Platten
aufgetragen. Die Inkubation erfolgte im Brutschrank bei 30°C.

Bei der Herstellung der X-Gal-Selektionsplatten war darauf zu achten, dass die X-
Gal-Lésung zusammen mit der Natriumhydrogenphosphat-Lésung in den Agar
gegeben wurde. Ohne die Salzkomponente konnte keine Blaufarbung der

Hefekolonien erfolgen.

3.6.4 Transformation von S. cerevisiae (nach Gietz & Woods, 1994)

Kompetente Hefezellen des Stammes EGY48 konnten sowohl linearisierte, als auch
zirkulare DNA aufnehmen. Die verwendeten ,Shuttle“-Vektoren (siehe 2.2.2)
enthielten spezifische Selektionsmarker, die eine Erkennung positiv transformierter
Zellen ermdglichte. Die Transformation wurde ausschliel3lich mithilfe der
Lithiumacetat-Methode nach dem Protokoll von Gietz und Woods (1994)
durchgefuhrt. Diese basiert auf der Tatsache, dass Alkali-Kationen die Hefezellen fur
eine Aufnahme von DNA kompetent machen. Dabei wurde eine Effizienz von 10°-10°
transformierten Zellen pro ug Plasmid-DNA erzielt.

Die Transformation der einzelnen Plasmide (Reporter-, Kdder- und Beute-Plasmid)
musste nacheinander erfolgen. Um die DNA in die Zellen beférdern zu kénnen war
aullerdem eine so genannte ,Carrier-DNA notwendig. Dabei handelte es sich um
ungescherte einzelstrangige DNA (ssDNA), die aus Heringsspermien gewonnen
wurde (Clontech, Mountain View, USA). Der Uberschuss an Einzelstrang-DNA
konnte die zu transformierende ,Shuttle“-Plasmid-DNA umhallen und erleichterte so
deren Transport in die Zellen. Die Aufnahmefahigkeit der Hefezellen wurde durch

einen Hitzeschock bei 42°C und Polyethylenglycol (PEG) zusatzlich erhoht.

Lésungen:
50% (v/v) PEG in H>O bidest. -> sterilfiltrieren
1 M Lithiumacetat - sterilfiltrieren

100 mM Lithiumacetat

ssDNA Hering Testes DNA, denatured - 2 mg /ml (Clontech)
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Durchfiihrung:
Zunachst wurden 10 ml einer Hefe-UNK (3.6.1) fiir 5 Minuten bei 3000 rpm
zentrifugiert. Der Uberstand wurde vollstandig abgenommen und das Pellet in 1 ml
der 100 mM Lithiumacetat-Loésung resuspendiert. Dieser Ansatz wurde 5 Minuten
unter Schutteln bei 30°C inkubiert und konnte dann fur die Transformation eingesetzt
werden. Dabei wurden jeweils 100 pl dieses Ansatzes in ein steriles 1,5 ml
Eppendorf-Reaktionsgefall dberfuhrt und erneut 5 Minuten bei 3000 rpm
zentrifugiert. Nach mdglichst vollstandiger Abnahme des Uberstandes wurde das
Pellet nach folgendem Schema Uberschichtet:

240 ul 50% PEG

36 pl 1 M Lithiumacetat

25 ssDNA (2 mg/ml)

5 ul (100 ng-5 pg) ,Shuttle“-Plasmid-DNA

45 pl H20O bidest.
Der Ansatz musste durch sorgfaltiges Vortexen fur circa 1 Minute gut durchmischt
werden. Es folgte ein Hitzeschock fur 30 Minuten bei 42°C im Heizblock. Nach
diesem Schritt wurde der Ansatz erneut zentrifugiert (5 min, 3000 rpm). Nach
Abnahme des Uberstandes wurde das Pellet in 200 ul H,O bidest. aufgenommen
und mit einem sterilen Spatel auf vorgewarmten Selektionsplatten verteilt. Die
Inkubation der Platten erfolgte fur 48 Stunden bei 30°C.

3.6.5 Charakterisierung des Koderproteins

Einige Kdderproteine eignen sich nicht fur Interaktionsstudien im Yeast-Two-Hybrid
System. Dies ist der Fall, wenn sie entweder Transkriptions-autoaktivierende
Fahigkeiten besitzen, also ohne eine Fusion mit dem Beuteprotein die Expression
des lacZ-Gens anschalten kdnnen. Andere Kdoderproteine kdnnen nicht in Hefen
exprimiert werden, oder nicht in den Zellkern der Hefen gelangen. Daher musste vor
einem Interaktionstest die Eignung der Kdderproteine Uberpruft werden.

Lésungen und Materialien:

Selektionsmedium (Glucose): YNB (Glu) Ura’, His
YNB (Glu) Ura’, His
Selektionsmedium (Gal/Raff.): YNB (Gal/Raff) Ura’, His

YNB (Gal/Raff) Ura’, His", Leu
Selektionsplatten (Glucose/X-Gal): YNB (Glu/X-Gal) Ura®

YNB (Glu/X-Gal) Ura’, His
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Selektionsplatten (Gal/Raff/X-Gal): YNB (Gal/Raff/X-Gal) Ura
YNB (Gal/Raff/X-Gal) Ura’, His
Kontroll-Hefestamme: K*EGY48+pSH18-34+pSH17-4

K" EGY48+pJK101+pRFHM1

K 'EGY48+pSH18-34+pRFHM1

K EGY48+pJK101
Test auf Transkriptions-Autoaktivierung (LacZ-Test):
Von allen zu testenden Hefestammen, inklusive der Kontrollstamme, wurden
zunachst UNK hergestellt. Am Folgetag wurde photometrisch deren Zelldichte
bestimmt und bei allen Kulturen eine ODgg von 0,5-0,6 eingestellt. 7 pl der jeweiligen
Kultur wurden dann tropfenformig auf die Selektionsplatten aufgetragen.
Anschlielend wurde die Entwicklung der Blaufarbung Uber einen Zeitraum von 4-5
Tagen bei einer Inkubation bei 30°C beobachtet und protokolliert.
Der hauptsachliche Test erfolgte auf YNB (Gal/Raff/X-Gal) Ura’, His'™-
Selektionsplatten. Der Kontrollstamm (K') EGY48+pSH18-34+pRFHM1 sollte dabei
keine Blaufarbung zeigen. Das Plasmid pSH17-4 codiert fir einen autoreaktiven
Kdder, daher sollten die Kolonien des Stammes EGY48+pSH18-34+pSH17-4 als
Positiv-Kontrolle dienen und eine deutliche Blaufarbung zeigen. Die mit dem
Kdderprotein transformierten Hefekolonien sollten sich Idealfall wie die Negativ-
Kontrolle verhalten und nicht blau werden. Andernfalls ware das betreffende
Kdderprotein fur Interaktionsstudien im Yeast-Two-Hybrid System nicht geeignet.
Test der Leucin-Abhéngigkeit des Kéderproteins:
Dieser Test war der wichtigste Schritt, um zu Uberprufen, ob ein Kéderprotein einen
zu hohen Hintergrund erzeugte und die Fahigkeit besal} die Transkription des lexA-
Operator-LEUZ2-Gens alleine zu aktivieren. Der LEUZ2-Reporter ist sensitiver als der
pSH18-34-Reporter. Daher konnte in diesem Test ein autoaktivierendes Koder-
protein identifiziert werden, auch wenn dieses im vorher beschriebenen LacZ-Test
als geeignet eingestuft werden konnte. Als Positivkontrolle wurde in diesem Test der
Hefestamm EGY48+pSH18-34+pSH17-4 eingesetzt. Dieser zeigt Transkriptions-
aktivitat und kann folglich auf den Selektionsplatten (YNB (Gal/Raff) Ura’, His", Leu’)
wachsen.
10 pl der jeweiligen Ubernachtkultur wurden in 500 pl H,O bidest. aufgenommen und
gemischt. Von dieser Losung wurden wiederum 100 yl enthommen und mit 1 ml H,O

bidest. vermischt. Ausgehend von diesem Ansatz wurden dann vier verschiedene
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Verdinnungen in H,O bidest. angefertigt (unverdinnt, 1:10, 1:100, 1:1000). Diese
wurden in 7 pl-Aliquots auf die Selektionsplatten (YNB (Gal/Raff) Ura’, His" und YNB
(Gal/Raff) Ura", His", Leu’) aufgetropft und 5 Tage bei 30°C inkubiert.

Zeigte das betreffende Koderprotein YNB (Gal/Raff) Ura’, His’, Leu™-Selektionsplatten
ein vergleichbares Wachstum wie die Positivkontrolle, so handelte es sich um einen
autoreaktiven Kdoder. War keine Wachstum erkennbar, konnte der Kdder fur die
Interaktionsstudien verwendet werden.

Repressions-Assay:

Dieser Test sollte zeigen, ob das Koderprotein in den Zellkern der Hefezellen
gelangen konnte. Hefezellen, die das Reporter-Plasmid pJK101 tragen, zeigten eine
B-Galactosidaseaktivitat in Selektionsmedien mit Galactose als Kohlenstoff-Quelle.
Da die Glucose die endogene GAL4-Transkription reprimieren sollte, sollten die
betreffenden Kolonien in Medien mit Glucose als deutlicher langsamer blau werden.
LexA-Fusionsproteine, die in der Lage sind in den Zellkern zu gelangen, binden dort
an die LexA-Operatoren zwischen der UASga-Sequenz und dem LacZ-Gen und
verhindern dessen Aktivierung. Die Galactosidaseaktivitat sollte folglich um den
Faktor 3-20 reprimiert werden.

Zur Durchfihrung des Repressions-Assay mussten die Kdder-Plasmide zunachst in
zusammen mit dem Reporter-Plasmid pJK101 in die Hefen transformiert werden. Der
anschliellende Expressionstest erfolgte auf folgenden Selektionsplatten: YNB (Glu/X-
Gal) Ura’, His", YNB (Gal/Raff/X-Gal) Ura”und YNB (Gal/Raff/X-Gal) Ura’, His". Dabei
wurden 3-6 Tropfen (7 pl) des jeweiligen Hefestammes, sowie der Kontrollstamme
(K" EGY48+pJK101+pRFHM1 und K EGY48+pJK101) auf die Selektionsplatten
gegeben. Die Blaufarbung und das Wachstum der Klone wurden Uber einen

Zeitraum von 1-5 Tagen bei einer Inkubation bei 30°C protokolliert.

3.6.6 Nachweis der Interaktion zwischen Koder und Beute im 5-Platten-Test

Der Nachweis einer Interaktion zwischen den Kdder- und Beuteproteinen kann Uber
zwei verschiedene Wege erfolgen. Durch die Interaktion der beiden Proteine
gelangen die LexA-bindende Domane der Koderfusionsproteins und die
transkriptionsaktivierende B42-Domane des Beutefusionsproteins in rdumliche Nahe
und koénnen sich zu einem aktiven Transkriptionsfaktor vereinigen. Dieser induziert
zum einen die Expression des chromosomalen LEU2-Gens der Hefe und hebt damit
die Leucin-Auxotrophie des Hefestammes auf. Zum anderen wird die Expression des

LacZ-Gens im Reporter-Plasmid pSH18-34 induziert, was eine Blaufarbung der
110



Methoden

betreffenden Hefekolonie hervorruft. Sowohl das LacZ-Gen als auch das Gen des
Beutefusionsproteins stehen unter der Kontrolle eines GAL-Promotors. Folglich
sollten Wachstum und Blaufarbung in Glucose-Medien reprimiert werden.

Lésungen und Materialien:

Selektionsmedium (Glu) YNB (Glu) Ura’, His", Trp
Selektionsmedium (Gal/Raff): YNB (Gal/Raff) Ura’, His", Trp” Leu”
Selektionsplatten (Glu): YNB (Glu) Ura’, His", Trp

YNB (Glu) Ura’, His’, Trp” Leu
Selektionsplatten (Gal/Raff): YNB (Gal/Raff) Ura’, His", Trp” Leu’
Selektionsplatten (Glu/X-Gal): YNB (Glu/X-Gal) Ura’, His", Trp

Selektionsplatten (Gal/Raff/X-Gal): YNB (Gal/Raff/X-Gal) Ura’, His", Trp

Durchfiihrung:

Die Hefestamme mussten zuvor in einem mehrstufigen Prozess mit Reporter-
Plasmid (pSH18-34), Kdder-Plasmid (pEG202) und dem Beute-Plasmid (pJG4-5)
transformiert werden (3.6.4). Von ausgewahlten Klonen wurden 10 ml
Ubernachtkulturen angefertigt (siehe 3.6.1) und am darauf folgenden Tag fir 5
Minuten bei 3000 rpm zentrifugiert. Der Uberstand wurde sorgfaltig abgenommen
und das Pellet wurde anschlieBend in 10 ml Galactose-Mangelmedium (YNB
(Gal/Raff) Ura’, His, Trp> Leu’) aufgenommen. Durch diesen Schritt sollte die
Expression des Beutefusionsproteins induziert werden. Diese FlUssigkultur wurde
erneut fur 4 Stunden bei 30°C unter standigem Schatteln inkubiert. AnschlieRend
wurde die Zelldichte der Kulturen am Photometer bestimmt (siehe 3.1.4).

Um alle Proben mit einer vergleichbaren Zelldichte auf die Platten aufzutragen,
wurden die Flussigkulturen entsprechend verdinnt und aneinander angeglichen
(ODgoo von 0,5-0,6). Das Auftragen auf die 5 verschiedenen Selektionsplatten
erfolgte dann in Form einer Verdunnungsreihe (unverdunnt, 1:5, 1:25, 1:125) in 7 pl-
Aliquots. Das Wachstum der Kolonien bei 30°C wurde Uber 5 Tage beobachtet und

protokolliert.

111



Ergebnisse

4. Ergebnisse

4.1 Bindungsstudien mit SYCP1 und SYCP2

In den bisherigen Studien am Synaptonemalkomplex der Ratte konnten Erkenntnisse
Uber die Lokalisation und Orientierung der drei Hauptproteinkomponenten innerhalb
der SC-Struktur gewonnen werden. Beispielsweise konnte gezeigt werden, dass die
beiden Lateralelementproteine SYCP2 und SYCP3 miteinander interagieren kdnnen
(Tarsounas et al., 1997; Yuan et al., 1998; Yang et al., 2006). Die Orientierung der
SYCP1-Homodimere innerhalb der SC-Struktur wurde bereits mehrfach beschrieben.
Dabei ist bekannt, dass die C-Termini den Lateralelementen zugewandt sind,
wahrend die N-Termini der sich gegenuberliegenden Dimere ins Zentrale Element
ragen und dort in einer Kopf-an-Kopf-Anordnung reil3verschlussartig miteinander in
Verbindung treten (Liu et al., 1996; Schmekel et al., 1996; Ollinger et al. 2005).
Dennoch blieb bisher vollig ungeklart, wie die Transversalfilamente in den
Lateralelementen verankert sind und welche Interaktionen dafur notwendig sind. Wie
in zahlreichen Studien gezeigt werden konnte, scheint keine direkte Interaktion
zwischen den beiden Proteinen SYCP1 und SYCP3 zu bestehen (Liu et al., 1996;
Tarsounas et al., 1997; Yuan et al., 1998; Pelttari et al., 2001). Immungoldfarbungen
im Elektronenmikroskop haben gezeigt, dass die SYCP2-Molekile innerhalb der
Lateralelemente eine Tendenz zu jener Seite besitzen, die der Zentralen Region
zugewandt ist (Schalk et al., 1998). Aufgrund dieser Erkenntnisse sollte untersucht
werden, ob eine Interaktion zwischen SYCP2 und SYCP1 besteht. Diese konnte
unter Umstanden die Wechselwirkungen zwischen den Lateralelementen und

Transversalfilamenten vermitteln.

4.1.1 SYCP1 interagiert mit SYCP2 im Yeast-Two-Hybrid-System

Aufgrund der bisherigen Erkenntnisse Uber die Orientierung der SYCP1-Molekule
innerhalb der SC-Struktur (Liu et al., 1996; Schmekel et al., 1996; Ollinger et al.
2005) wurden bestimmte Deletionsmutanten vom SYCP1 der Ratte hergestellt. Diese
sollten als Kdderproteine im Yeast-Two-Hybrid-System dienen und umfassten jeweils
nur den N- (AS 1-120) bzw. den C-Terminus (AS 822-997) des Proteins (Siehe Abb.
4.1A). In Vorbereitung auf diese Arbeit wurden aullerdem zahlreiche ,Beute®-
Konstrukte hergestellt (Diplomarbeit Winkel, 2006; siehe auch 2.3.2.2). Diese

umfassten entweder die gesamte SYCP2-Proteinsequenz, oder den N-terminalen
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(AS 1-304), den mittleren (AS 303-1133) oder den C-terminalen Bereich (AS 1132-
1505; AS 1095-1375; AS 1376-1505) des Proteins (siehe Abb. 4.1B). Die Kdder- und
Beuteproteine wurden in verschiedenen Kombinationen im Hefestamm S. cerevisiae
EGY48 auf ihre Interaktionsfahigkeit getestet. Die in Abbildung 4.1C dargestellten
Ergebnisse der Interaktionstests zeigen eine Bindung zwischen dem C-Terminus von
SYCP1 und dem Gesamtprotein SYCP2 (AS 1-1505; siehe Abb. 4.1.C, Reihe 1).
Eine weitere deutlich positive Interaktion konnte zwischen dem C-Terminus von
SYCP1 und den letzten 130 Aminosauren des C-Terminus von SYCP2 (AS 1376-
1505; Abb. 4.1 C, Reihe 6) detektiert werden. Trotz deutlicher Wachstums-
schwierigkeiten der Hefekolonien, konnte auch die Bindung zwischen dem C-
Terminus von SYCP1 und dem C-Terminus von SYCP2 (AS 1132-1505; Abb. 4.1C,
Reihe 4) als positiv gedeutet werden, da auch eine Blaufarbung der Kolonien
erfolgte. Bei den drei anderen SYCP2 Mutanten konnte keine Interaktion mit dem C-
Terminus von SYCP1 festgestellt werden (Abb. 4.1C; Reihe 2, 3, 5). Im
Interaktionstest zwischen dem N-Terminus von SYCP1 (AS 1-120) und dem
Gesamtprotein von SYCP2 (AS1-1505; Abb. 4.1D) gab es ebenfalls keine Anzeichen

Abbildung 4.1: SYCP2 interagiert im Y2H-
System mit dem C-Terminus von SYCP1.

A sycp1 1997 e immmmm Tl A Schematische Darstellung von SYCP1
SYCP1 822.997-His — (Ratte) und den als ,Koéder* verwendeten

SYCP1_1-120-His weei SYCP1-His-Konstrukten. B Schemata der
- im Y2H-System als ,Beute verwendeten
SYCP2-Konstrukte (Ratte). C  Y2H-

B svcp2 11505 . ALAANA mr Y % Interaktionstest zwischen SYCP1_822-
SYoP2 1308 el 997-His (Ct) und den SYCP2-Konstrukten.

- A ey v Die einzelnen Kulturen wurden in einer
SYCP2_303-1133 A A A Verdlinnungsreihe (1, 1:5; 1:25; 1:125)
SYCP2_1132-1505 Mr ' ,- aufgetragen und 5 Tage bei 30°C inkubiert.
SYCP2 10951375 LA Bei positiver Interaktion zeigt sich ein

Wachstum auf dem Selektionsmedium
Gal/Raff Ura'His'Trp-Leu™ und die Kolonien
C GallRatf Glu carat  farben sich auf dem Selektionsplatten
SYCP2 11505 “"”'S"'Le“ Lty X Gal/Raff-X-Gal Ura'His Trp- sichtbar blau.
- : Ein Wachstum auf dem Selektionsmedium
Glu Ura'HisTrp-Leu’. sollte nicht erfolgen.
Nur das Gesamtkonstrukt SYCP2_1-1505
und die beiden C-Terminis-Konstrukte,
1132-1505 und 1376-1505 zeigten ein
derartiges Verhalten und somit eine
D Interaktion mit SYCP1 (Ct). D Der
Bindungstest zwischen SYCP1_1-120-His
sverz s R T und SYCP2 1-1505 war negativ. Aus
Winkel et al., 2009. Die Original-Version ist

erhaltlich auf www.springerlink.com

SYCP2_1376-1505 -

SYCP2_1-304
SYCP2_303-1133
SYCP2_1132-1505
SYCP2_1095-1375 [

SYCP2_1376-1505

113




Ergebnisse

fur eine Bindung. Dies befand sich im Einklang mit den bisherigen Erkenntnissen
Uber die Orientierung der SYCP1-Homodimere innerhalb der SC-Struktur. Denn
aufgrund ihrer Lokalisation im Zentralen Element des SC waren die N-Termini der
SYCP1-Molekile raumlich nicht fir eine Interaktion mit SYCP2 verfugbar. Die
Ergebnisse der Yeast-Two-Hybrid-Interaktionsstudien lieferten den ersten Hinweis
auf eine direkte Interaktion zwischen SYCP1 und SYCP2.

4.1.2 Der C-Terminus von SYCP1 bindet an die C-terminale Region von SYCP2

Wie schon die Bindungsstudien im Yeast-Two-Hybrid-System zeigten, scheint der C-
Terminus von SYCP2 eine zentrale Rolle bei der Bindung an SYCP1 zu
ubernehmen. Um diese Ergebnisse zu bekraftigen, sollten die Interaktionsstudien in
einem zusatzlichen System durchgeflihrt werden. Hierfir wurden die gleichen
SYCP1- Konstrukte verwendet und zu Detektionszwecken mit einem Hisg-Epitop
(SYCP1-Mutanten, Abb. 4.2A) versehen. Eine Auswahl der SYCP2-
Deletionsmutanten wurde mit einem Myc-Epitop (SYCP2-Mutanten, Abb. 4.2B)
fusioniert. Die rekombinanten Proteinprodukte der einzelnen Konstrukte sind in
Abbildung 4.2.A und B schematisch dargestellt und in Abschnitt 2.3.2.3 naher
erlautert.

Die SYCP1-Hisg-Fusionsproteine (Abb. 4.2A) dienten als Koder. Sie wurden im E.
coli-Stamm Rosetta-Blue exprimiert und unter denaturierenden Bedingungen Uber
das Ni-NTA-Saulensystem aufgereinigt. Die jeweiligen myc-markierten SYCP2-
Deletionsmutanten wurden mit Hilfe des TNT® Jn vitro Transkriptions-
[Translationssystems (Promega) im Reticulocyten-Lysat hergestellt. Sie dienten
innerhalb der Studie als Beute-Konstrukte (Abb. 4.2C) und wurden auf ihre
Bindungsfahigkeit mit den beiden SYCP1-Hiss-Fusionproteinen getestet. In den
Western Blot-Analysen wurde deutlich, dass auch in diesem System eine Interaktion
zwischen dem C-Terminus von SYCP1 und dem C-terminalen Bereich (AS 1132-
1505) bzw. den letzten 130 Aminosauren des C-Terminus (AS 1375-1505) von
SYCP2 besteht. Beide Fusionsproteine konnten in der Pellet-Fraktion nachgewiesen
werden (Abb. 4.2D, Pfeile). Eine Interaktion dieser beiden SYCP2-Myc-
Fusionsproteine und dem Hisg-markierten N-Terminus von SYCP1 oder den
unbeladenen Ni-NTA-Beads (Kontrolle) konnte hingegen nicht detektiert werden.

Somit konnten die Ergebnisse der Yeast-Two-Hybrid-Studien bestatigt werden.
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Abbildung 4.2: Die Bindungsdomane fur
SYCP1 ist im C-Terminus von SYCP2
detektierbar. Schematische Darstellung
der im TNT®-System verwendeten A
SYCP1-His-Konstrukte und B SYCP2-
Myc-Konstrukte. C Detektion der TNT®-

Produkte im Western Blot unter
Verwendung der anti-myc-Antikdrper
(links) bzw. anti-SYCP2-Ct-Antikdrper

(rechts). D Die TNT®-Produkte (SYCP2-
myc-Peptide) wurden hinsichtlich ihrer
Bindungsfahigkeit an unbeladene Beads
(Beads-C), oder an die mit SYCP1-1-
120-His (SYCP1-Nt) bzw. mit SYCP1-
819-997-His(SYCP1-Ct) beladenen
Beads getestet. Nur bei den beiden C-
Terminus-Konstrukten von SYCP2
(SYCP2_1132-1505-myc und SYCP2_
1376-1505-myc) konnte eine
Bindungsfahigkeit an das C-Terminus-
Konstrukt von SYCP1 (SYCP1_819-997-
His) nachgewiesen werden (siehe
Pfeile). Eine Interaktion mit dem N-
Terminus von SYCP1 und mit den
unbeladenen Beads (Kontrolle) erfolgte
nicht. Aus Winkel et al., 2009. Die
Original-Version  ist  erhaltlich  auf
www.springerlink.com

4.1.3 Endogenes SYCP2 bindet an den C-Terminus von SYCP1

In einem weiteren Experiment sollte getestet werden, ob endogenes SYCP2 mit den
bereits im TNT®-System verwendeten SYCP1-Hisg-Fusionsproteinen (SYCP1_1-
120-His; SYCP1_819-997-His, Abb. 4.3A) interagieren kann. Hierfir wurde ein Pull-

Down-Experiment mit frischem Hodenextrakt der Ratte durchgefuhrt. Wie die

Western Blot-Analysen zeigten,

Bedingungen eine

besteht auch unter

Interaktion zwischen dem

diesen experimentellen

rekombinanten Fusionsprotein

SYCP1_819-997-His, also dem C-Terminus von SYCP1 (siehe Abb. 4.3C) und
endogenem SYCP2 aus dem Hodenextrakt der Ratte (siehe Pfeil in Abb. 4.3B). Eine
Bindung zwischen endogenem SYCP2 und dem N-Terminus von SYCP1 (Abb. 4.3C)

oder den unbeladenen Ni-NTA-Beads konnte nicht nachgewiesen werden.
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Abbildung 4.3: SYCP2 kann zusammen
mit SYCP1 durch einen Pull-Down und
durch der Ko-Immunprazipitation im
Hodenzell-Extrakt nachgewiesen werden.
A Schematische Darstellung der im Pull-
Down verwendeten SYCP1-His-
Konstrukte. B-C Unbeladene Beads oder
Beads beladen mit SYCP1-Nt-His bzw.
SYCP1-Ct-His wurden mit einem
Hodenzell-Extrakt (Ratte) inkubiert und im
Western Blot analysiert (B anti-SYCP2-Ct-
Antikdrper; C anti-His-Antikdrper). SYCP2
(Pfeil) kann zusammen mit SYCP1_819-
997-His (Ct) prazipitiert werden. D-E Ko-
Immunprazipitation von SYCP2 mit anti-
SYCP1-Antikdrpern oder 1gG (K). SYCP2
(Pfeil in D) kann zusammen mit SYCP1 (E)
prazipitiert werden, bindet aber nicht an
IgG. Aus Winkel et al., 2009. Die Original-

Version ist erhaltlich auf
www.springerlink.com

4.1.4 SYCP2 ko-immunprazipitiert mit SYCP1 im Hodenextrakt der Ratte

Nach den Ergebnissen der Pull-Down-Experimente stellte sich die Frage, ob in
einem Zell-Extrakt aus Hodenmaterial der Ratte endogenes SYCP1 zusammen mit
endogenem SYCP2 als Proteinkomplex isoliert werden kann. Dies wirde flr eine
Interaktion der Proteine im naturlichen Umfeld sprechen. Um eine derartige Bindung
zu untersuchen, wurden frisch hergestellte Extrakte aus Rattenhodenzellen mit
spezifischen Antikdrpern gegen den C-Terminus von SYCP1 (a-SYCP1-Ct; Tabelle
2.1) oder mit unspezifischen Antikdrpern (IgG; Tabelle 2.1) aus Kaninchen inkubiert.
Wie die anschlielfende Analysen im Western Blot zeigten, kann SYCP2 unter diesen
experimentellen Bedingungen (siehe Abb. 4.3D) zusammen mit SYCP1 (siehe Abb.
4.3E) ko-immunprazipitiert werden. Im Kontroll-Extrakt, der mit den unspezifischen
Antikorpern (IgGs) inkubiert wurde, war keines der beiden Proteine nachweisbar
(Abb. 4.3D-E).

4.1.5 SYCP2 kolokalisiert mit SYCP1-Polykomplexen im heterologen System

Da bisher kein stabiles meiotisches Zellsystem zur Verflugung gestellt werden
konnte, wurde die Interaktion zwischen SYCP1 und SYCP2 wurde in somatischen
Kulturzellen (COS-7) untersucht. In einem solchen heterologen System konnte auch
schon die Bindung zwischen SYCP2 und SYCP3 nachgewiesen werden (Pelltari et
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al., 2001). Ein solches System ist fur Experimente mit meiosespezifischen Proteinen
vorteilhaft, da diese von somatischen Zellen nicht endogen exprimiert werden.
Folglich kann man eine Interaktion meiotischer Proteine im nicht-meiotischen Umfeld
untersuchen. In Vorbereitung auf diese Arbeit wurde das Fusionsprotein SYCP2-
EGFP hergestellt und in COS-7 Zellen Uberexprimiert (Diplomarbeit Winkel, 2006).
Die Interaktionsfahigkeit dieses Proteins mit SYCP1 wurde durch eine
Doppeltransfektion der Zellen im Fluoreszenzmikroskop analysiert. Dabei wurde
SYCP1 als wildtypisches Protein exprimiert und mit einem spezifischen Antikorper
(a-SYCP1-Ct; Tabelle 2.1) detektiert. Eine Kolokalisation der Signale beider Proteine
innerhalb der Zellen konnte als Interaktion gewertet werden. Wie bereits beschrieben
(Ollinger et al., 2005), bildet wildtypisches SYCP1 bei Einzelexpression in ca. 41%
der COS-7 Zellen faserartige Polykomplexstrukturen (Abb. 4.4A’) oder Aggregate im
Cytoplasma aus. In den Ubrigen Zellen, war das Protein homogen im Zellkern verteilt,
wobei die Bereiche der Nukleoli ausgespart blieben. Das Fusionsprotein SYCP2-
EGFP (Abb. 4.4B’) und auch wildtypisches SYCP2 hingegen waren bei alleiniger
Expression in den COS-7 Zellen homogen im Kern verteilt und lagen konzentriert in
den Nukleoli vor (Diplomarbeit Buhrle, 2004; Diplomarbeit Winkel, 2006; Winkel et
al., 2009). In den doppelt transfizierten Zellen konnte SYCP2-EGFP erstmals im
Cytoplasma detektiert werden, wo es mit SYCP1-Polykomplexen und Aggregaten
kolokalisierte (Abb. 4.4C-C”). Auch SYCP1 veranderte sein Verteilungsmuster, wenn
es zusammen mit SYCP2-EGFP exprimiert wurde. Denn im Unterschied zur
Einzeltransfektion war SYCP1 zusatzlich auch angereichert in den Nukleoli zu finden
(Diplomarbeit Winkel, 2006). Somit konnte auch im heterologen System eine
Interaktion zwischen SYCP1 und SYCP2 nachgewiesen werden.

Als Kontrolle des Systems wurde wildtypisches SYCP1 zusammen mit wildtypischem
SYCP3 in den COS-7 Zellen kotransfiziert. Die Detektion von SYCP3 erfolgte mit
einem spezifischen Primarantikdrper (a-SYCP3, Serum #13; Tabelle 2.1). Beide
Proteine bildeten hdher geordnete faserartige cytoplasmatische Strukturen aus
(Yuan et al., 1998; Ollinger et al., 2005). Diese schienen jedoch komplett unabhéngig
voneinander zu sein und zeigten keinerlei Kolokalisationen (Abb.4.4D-D”; Winkel et
al., 2009). Somit konnte keine Bindung zwischen SYCP1 und SYCP3 nachgewiesen
werden, was sich im Einklang mit Ergebnissen bisheriger Studien befand (Liu et al.
1996; Tarsounas et al., 1997; Yuan et al., 1998; Pelttari et al., 2001).
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wtSYCP1 SYCP2_1-1505-EGFP

\

wtSYCP1

wtSYCP3 wtSYCP1

Abbildung 4.4: SYCP2-EGFP kolokalisiert im heterologen System  mit
Polykomplexstrukturen von wildtypischem SYCP1. A-B DNA-Farbung transfizierter
Zellen mit Hoechst 33258. A’ Verteilungsmuster von wtSYCP1 bei der Einzeltransfektion
in kultivierten COS-7-Zellen. wtSYCP1 bildet filamentdse Polykomplexstrukturen im
Cytoplasma aus. B’ Bei der Einzeltransfektion von SYCP2_1-1505-EGFP in COS-7
Zellen ist das Fusionsprotein im Nukleoplasma verteilt und angereichert in den Nukleoli
zu finden. Im Cytoplasma ist es nicht detektierbar. C-C” In kotransfizierten Zellen zeigen
SYCP2_1-1505-EGFP (C) und wtSYCP1 (C’) deutliche Kolokalisationen in filamentdsen,
cytoplasmatischen Strukturen (gelb in C”’). D-D” Koexpression von wtSYCP3 (D) und
wtSYCP1 (D’) in COS-7 Zellen. Beide Proteine bilden filamentdése Netzwerke im
Cytoplasma aus. Diese hdher geordneten Strukturen sind jedoch vdllig unabhangig
voneinander (Pfeile und Sterne) und zeigen keinerlei Kolokalisationen (D’’). Aus Winkel
et al., 2009. Die Original-Version ist erhaltlich auf www.springerlink.com

Zusammenfassend bestatigten auch die Experimente im heterologen System, dass

eine Bindung zwischen SYCP1 und SYCP2 besteht. Denn entgegen seinem

wildtypischen Verhalten, konnte SYCP2 bei der Koexpression mit SYCP1 im

Cytoplasma detektiert werden und kolokalisierte dort mit den cytoplasmatischen,

faserartigen Polykomplexstrukturen von SYCP1.
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4.2 Vergleich der Polymerisationseigenschaften von SYCP1
zwischen den evolutionar entfernten Spezies Ratte und
Medaka

Der Synaptonemalkomplex ist eine evolutionar hochkonservierte Struktur, die in
meiotischen Zellen verschiedenster Organismen detektiert werden konnte. Daten-
bankanalysen und zahlreiche Studien an verschiedenen Modellorganismen haben
gezeigt, dass sich die SC der Vertebraten aus Proteinen zusammensetzen, die
scheinbar nur funktionelle Homologien zu SYCP1, SYCP2 und SYCP3 der Sauger
aufweisen (Page und Hawley, 2004). In der Fischspezies Medaka konnten erstmals
die homologen Proteine von SYCP1 und SYCP3 identifiziert und deren
Expressionsmuster charakterisiert werden (lwai et al., 2006). Ein Vergleich der
Proteine SYCP3 aus Ratte und Medaka zeigte, dass trotz der erheblichen
Sequenzunterschiede eine hochgradige Konservierung in der Domanenorganisation
und hinsichtlich der Polymerisationseigenschaften besteht. Desweiteren konnten
zwei hochkonservierte Sequenzmotive (CM1 und CM2) ermittelt werden, die in
beiden Spezies den gleichen Sequenzabstand zueinander hatten (Baier et al., 2007a
und b). Aufgrund dieser Erkenntnisse sollte nun untersucht werden, ob auch SYCP1
innerhalb der Evolution der Vertebraten konserviert ist. Hierfur wurden die SYCP1
Proteine aus Ratte und Medaka hinsichtlich der Aminosauresequenzen, der
Domanenorganisation und der Polymerisationseigenschaften untersucht und
miteinander verglichen. Dieser Vergleich sollte zeigen, ob und in welchem Ausmal}
die Transversalfilamentproteine beider Spezies konserviert sind. Oder ob es sich um
Proteine handelt, die innerhalb der SC-Struktur der Vertebraten nur eine funktionelle

Homologie aufweisen.

4.2.1 Klonierung der cDNA von Medaka-SYCP1 (MeSYCP1)

Eine grundlegende Voraussetzung flr molekularbiologische Experimente ist die
Gewinnung der cDNA des zu untersuchenden Proteins. Uber Reverse Transkription
(RT) wurde zunachst cDNA von der Gesamt-mRNA aus Medaka-Hoden synthetisiert.
Um die cDNA von MeSYCP1 gewinnen zu konnen, wurden spezifische Primer
hergestellt (Xhol+Medaka_SYCP1_5’ATG; medaka _SYCP3_3'TAA+Xhol, siehe
Tabelle 2.2) und in einer anschlieBenden PCR eingesetzt. Das resultierende PCR-
Produkt wurde in den Vektor pCR®2.1-Topo zwischenkloniert, vollstandig sequenziert

und mit der in den Datenbanken veroffentlichten Sequenz verglichen (AB207974;
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lwai et al., 2006). Dabei sind einige Veranderungen in der Nukleotidsequenz deutlich
geworden. Diese konnten teilweise durch in den Datenbanken vorhandene EST-
Klone bzw. andere Datenquellen bestatigt werden (ENSORLTO00000008185). Andere
Nukleotidaustausche traten wiederholt in voneinander unabhangigen cDNA-
Klonierungen auf, was dafur spricht, dass es sich um Allele handeln kdnnte. An
Position 798 wurde ein Adenin durch ein Guanin ersetzt, was in einem
Aminosaureaustausch von Glutaminsaure zu Glycin resultiert. Dieser Austausch
konnte in den Datenbanken bestatigt werden (ENSORLTO00000008185). Das Guanin
an Position 855 wurde durch ein Adenin ersetzt. Dies resultierte in einem
Aminosaureaustausch von Arginin zu Lysin, der ebenfalls in den Datenbanken
bestatigt werden konnte (ENSORLTO00000008185). Die Base 1069 (Glutamin) wurde
durch ein Thymin ersetzt und dadurch ein Aminosaureaustausch von Glutamin zu
Histidin  verursacht. Auch dieser Nukleotidaustausch  wurde  bestatigt
(ENSORLT00000008185). Des Weiteren wurde ein Austausch an Position 1108 von
Adenin zu Guanin registriert (bestatigt in ENSORLT00000008185), was in einer
stillen Mutation resultiert. An Position 1342 erfolgte ein Austausch von Cytosin zu
Adenin und damit verbunden ein Aminosaurewechsel von Asparaginsaure zu
Glutaminsaure. Dieser Austausch trat in mehreren unabhangigen RT-Reaktionen
auf. Daher wurde angenommen, dass es sich um ein Allel und nicht um einen
Lesefehler der Reversen Transkriptase handelte. Ein weiterer Austausch erfolgte an
Base 1388 von Thymin zu Adenin, was einen Wechsel von Threonin zu Serin
verursachte. Dieser Nukleotidaustausch konnte in den Datenbanken bestatigt
werden (ENSORLT00000008185). An Position 1577 wurde ein Cytosin durch ein
Adenin ersetzt. Dies resultierte in einem Aminosaureaustausch von Glutamin zu
Lysin. Aufgrund des wiederholten Auftretens dieses Nukleotidaustausches in
unabhangigen RT-PCRs konnte von einem Allel ausgegangen werden. Des Weiteren
wurde die Base 1906 (Adenin) wurde durch ein Guanin ersetzt, wobei kein
Aminosaurewechsel erfolgte. Auch bei diesem Austausch wurde angenommen, dass
es sich um ein Allel handelte. Eine weitere stille Mutation verursachte der Austausch
an Position 2125 von einem Cytosin zu Thymin. Dieser konnte in den Datenbanken
bestatigt werden (ENSORLT00000008185). Der letzte Basenaustausch erfolgte an
Position 2415 von einem Guanin zu Adenin. Dieser hat einen Aminosaureaustausch
von Arginin zu Lysin zur Folge und war in den Datenbanken erfasst
(ENSORLT00000008185). Die Nukleotid- bzw. Aminosauresequenz von MeSYCP1
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und die hier beschriebenen Veranderungen sind zu einem besseren Verstandnis in

Abbildung 4.5 nochmals dargestellt und farblich markiert (grin = bestatigt in
ENSORLT00000008185; gelb = stille Mutation; rot = Allel).
Nach der Sequenzanalyse und dem Vergleich mit den Datenbanken lag MeSYCP1

nun vollstandig im pCR®2.1-Topo-Vektor vor

weiteren Klonierungen verwendet werden.

und konnte als Grundlage fur alle
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Abbildung 4.5: Basen- bzw. AS-Sequenz
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von SYCP1 der Fischspezies Medaka
(Oryzias latipes). Das Startcodon (ATG) ist in blau dargestellt, das Stop-Codon (TAA) in
pink markiert. Abweichungen von der bisher veréffentlichten Sequenz (AB207974; |wai
et al., 2006) sind in grin hervorgehoben, wenn sie mit einer weiteren verdffentlichten
Sequenz (ENSORLT00000008185) Ubereinstimmen. Die Gelb markierten Stellen
zeigen stille Mutationen an und rot hervorgehobene Basen zeigen Unterschiede zur
Datenbank-Sequenz an, die aber in unabhangigen RT-PCR mehrfach bestatigt werden
konnte. Dabei handelt es sich vermutlich um Allele.
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4.2.2 Sequenzvergleich von SYCP1 zwischen Ratte und Medaka

Ein direkter Aminosauresequenzvergleich der orthologen Proteine aus Ratte
(RaSYCP1; NM_012810) und der Fischspezies Medaka (MeSYCP1, siehe Abbildung
4.5) sollte Informationen Uber mogliche konservierte Regionen hervorbringen. Er
wurde unter Verwendung der beiden frei zuganglichen Online-Tools

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

ClustalW (http://www.ncbi.nim.nih.gov/blast/bl2seqg/wblast2.cqi) durchgefuhrt.

Die Analyse der Proteinsequenzen hinsichtlich verschiedener Doménen und
einzelner Sequenzmotive erfolgte Uber das ebenfalls frei zugangliche Online-Tool
PSORTII (http://psort.hgc.jp/form2.html).

Die Sequenz von RaSYCP1 umfasst 997 Aminosauren, das orthologe Protein in

Medaka ist mit 895 Aminosauren deutlich kleiner. Wie in der schematischen
Darstellung in Abbildung 4.6 deutlich wird, konnte bei beiden Proteine eine ahnliche
Organisation der Domanen festgestellt werden. Dabei wird eine zentrale a-helikale
Domane von zwei nicht-helikalen Bereichen flankiert. Den Berechnungen nach
Lupas et al. (1991) zufolge erstreckt sich die Coiled-Coil-Region bei MeSYCP1
insgesamt von Aminosaure 109 bis 716 und ist einmalig durch einen nicht-helikalen
Bereich unterbrochen (AS 175-202). Im Fall von RaSYCP1 erstreckt sich die a-
helikale Domane von Aminosaure 121 bis 819 (Meuwissen et al., 1992) und ist dabei
drei Mal von kurzen nicht-helikalen Bereichen unterbrochen (AS 182-193, AS 373-
378, AS 715-756). Beim Sequenzvergleich der Coiled-Coil-Regionen beider Spezies
wurden eine relativ geringe Gesamtibereinstimmung von 32% und eine Aminosaure-
sequenzahnlichkeit von 46% errechnet. Auffallig jedoch, waren zwei kleinere Motive,
CM1 und CM2, innerhalb der Coiled-Coil-Regionen. Diese zeigten weitaus hohere
Ubereinstimmungen bzw. Ahnlichkeiten hinsichtlich ihrer Aminosauresequenzen.
Das konservierte Motiv CM1 grenzt jeweils an den N-Terminus der Proteine und
zeigte 63% Identitat und 78% Sequenzahnlichkeit. CM2 befindet sich bei MeSYCP1
im hinteren Drittel der Coiled-Coil-Region. Bei RaSYCP1 hingegen liegt es im dritten
kurzen nicht-helikalen Bereich der Coiled-Coil-Domane. Dieses Motiv zeigte im
Vergleich der beiden Spezies 59% Ubereinstimmung und sogar 97% Ahnlichkeit der
Aminosauresequenzen. In den N- und C-terminalen Bereichen der Proteine konnte
mit 27% und 22% nur eine geringe Ubereinstimmung bestimmt werden.

Die Kernlokalisationssignale (NLS) befinden sich bei beiden Proteinen im C-

terminalen Bereich (siehe Abbildung 4.6, blaue Balken). Bei MeSYCP1 konnte nur
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ein NLS von Aminsaure 885 bis 888 identifiziert werden. Die SYCP1-
Aminosauresequenz der Ratte hingegen beinhaltet drei Kernlokalisationssignale (AS
902-905, AS 985-988, AS 970-986). Aus weiteren Sequenzanalysen an MeSYCP1
ging hervor, dass ahnlich wie bei RaSYCP1 zahlreiche potentielle Erkennungsstellen
fur verschiedene Proteinkinasen Uber die gesamte Proteinsequenz vorhanden sind.
Diese konnten beim Auf- und Abbau des Synaptonemalkomplexes in Medaka von

Bedeutung sein.

s
o

NLS
NLS

Coiled-Coil-Domine

1
e { g

997

I

27% (42%)
32% (46%)

\ I:l:' cm2
22% (43%)
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50% (97%) 1]

63% (78%)

Abbildung 4.6: Schematische Darstellung des Vergleiches zwischen den orthologen
Proteinen SYCP1 aus Ratte und Medaka. Das Protein der Fischspezies Medaka ist
mit 895 AS deutlich kleiner als das Protein der Ratte (997 AS), zeigt aber eine
ahnliche Domanenorganisation, einen zentralen Coiled-Coil-Bereich (grau), der von
nicht-helikalen Regionen im N- und C-Terminus flankiert wird. Beide besitzen im C-
terminalen Bereich Kernlokalisationssignale (NLS, blau). Beim direkten AS-
Sequenzvergleich konnten zwei Motive detektiert (rot) werden, die mit 63% (CM1)
bzw. 59% (CM2) direkten Ubereinstimmungen hochgradig konserviert sind (in
Klammern sind die Ahnlichkeiten aufgefiihrt). Die anderen Bereiche der Proteine
zeigen weniger Ubereinstimmungen hinsichtlich inrer AS-Sequenz.

4.2.3 Herstellung eines MeSYCP1-spezifischen Antikorpers

Um MeSYCP1 naher charakterisieren zu kénnen, sollte zunachst ein spezifischer
Antikdrper in Meerschweinchen hergestellt werden. Aus der Erfahrung mit dem
orthologen Protein aus der Ratte wurde dabei eine Region im C-terminalen Bereich
ausgewahlt. Um zu ermitteln welche Sequenzmotive sich besonders gut als Antigen
eignen, wurde das frei zugangliche Online-Tool C.V.C Bioinformatics genutzt

(http://immunax.dfci.harvard.edu/Tools/antigenic.pl). Die Ergebnisse der Daten-

Analyse sind in Abbildung 4.7 dargestellt. Maxima im Kurvenverlauf konnten als
geeignete Regionen gewertet werden. Zusatzlich wurde die Aminosauresequenz des
von einem Expertenteam der Firma Seglab (Goéttingen) analysiert. Das Vorkommen
einiger Aminosauren innerhalb der Antigensequenz kann zu Ringschlissen oder
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ahnlichen strukturellen Problemen fuhren. Nach Abgleich der Analyse-Ergebnisse
wurde schlieRlich die Synthese des Peptids von AS 874-888 (siehe Abbildung 4.7,
gekennzeichneter Bereich) mit anschlieRender Immunisierung in Auftrag gegeben.

Nach Erhalt der finalen Blutungen wurden diese auf mit MeSYCP1 transfizierten
COS-7 Zellen getestet und als positiv befunden. Um die Hintergrundfarbungen

weitgehend zu reduzieren wurde die Antikorper affinitatsgereinigt.

—

DAGWTAVTGLEKRKK

Abbildung 4.7: Graphische Darstellung der Analyse des C-Terminus von Medaka-
SYCP1 hinsichtlich seines Potentials zu einem gut geeigneten Antigen. In der X-Achse
ist die Sequenz aufgefuhrt, in der Y-Achse der Grad der Eignung als Antigen. Da sich
die Sequenzmotive mit den hdchsten Piks fur die geplanten Versuche nicht eigneten,
oder mit zu hoher Wahrscheinlichkeit Ringschlisse verursachen wirden, wurde
schliel3lich die blau markierte Sequenz ausgewahlt, da sie auch einen beachtlichen Pik
anzeigt. Das Peptid wurde von der Firma Seqglab synthetisiert. Im Anschluss an die
Synthese wurden zwei Meerschweinchen mit dem Peptid immunisiert.
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4.2.4 Charakterisierung der Polymerisationseigenschaften von Medaka-SYCP1

Um die Polymerisationseigenschaften von MeSYCP1 mit denen des homologen
Proteins der Ratte vergleichen zu kdnnen, mussten zunachst verschiedene
Konstrukte von MeSYCP1 hergestellt werden. Hierzu wurde das Gesamtprotein bzw.
eine C-Terminus-Deletionsmutante in pEGFP-Vektoren kloniert (siehe 2.3.3), um sie
schliel3lich in eukaryotischen COS-7 Zellen exprimieren zu koénnen. Die

Proteinprodukte sind in Abbildung 4.8 schematisch dargestellt.

1 895

MeSYCP1wt I | #

1 895

MeSYCP1-EGFP —— wm ﬁ
17

1 7
MeSYCP_delCt-EGFP I |

Abbildung 4.8: Schematische Darstellung der flr die Transfektion von COS-7 Zellen
verwendeten Konstrukte von MeSYCP1. Bei zwei dieser Konstrukte handelt es sich um
EGFP-Fusionsproteine (Reihe 2 und 3), dabei ist das EGFP mit dem N-Terminus des
jeweiligen Proteins fusioniert.

Fur die Untersuchung der Eigenschaften von MeSYCP1 wurde zunachst das
wildtypische Protein (MeSYCP1wt, siehe 2.3.3 und Abb. 4.8) in den somatischen
Kulturzellen Uberexprimiert und dessen Verteilungsmuster in der Immunfloureszenz
analysiert. Der Nachweis des Proteins erfolgte mit den affinitatsgereinigten
spezifischen Antikdrpern (siehe 4.2.3) und entsprechenden Texas-Red-gekoppelten
Sekundarantikdrpern (Tabelle 2.1). Wildtypisches MeSYCP1 bildete in etwa 16% der
Zellen lang gestreckte, faserartige Polykomplexstrukturen im Cytoplasma aus
(n=475; Abb. 4.9 A-B). In ca. 11% (n=475; Abb. 4.9 C) der Falle konnten runde bis
langliche Aggregate beobachtet werden. In den restlichen Zellen wurde das Protein
im Kern und in den Nukleoli detektiert, wo es ebenfalls Aggregate bildete (73%,
n=475; Abb. 4.9 D).
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MeSYCP1wt - MeSYCP1wt DNA
A B B'
MeSYCP1wt MeSYCP1wt

C c D

Abbildung 4.9: MeSYCP1wt bildet bei Einzeltransfektionen in kultivierten COS-7
Zellen faserartige oder aggregatformige Polykomplexstrukturen im Cytoplasma aus.
A’-D’ Die DNA der transfizierten Zellen wurde mit dem Fluorochrom Hoechst 33258
angefarbt. A-B MeSYCP1 bildet in 16% der Zellen faserartige Netzwerke
(Polykomplexe) oder C in 11% Aggregate im Cytoplasma aus. A, D in einem Teil der
transfizierten Zellen ist das Protein aggregatférmig oder teils homogen im Nukleus
verteilt (73%). A-D Der Nachweis von MeSYCP1wt erfolgte mit dem spezifischen
Antikdrper anti-SYCP1-Ct.

Ein vergleichbares Verteilungsmuster konnte auch in Kulturzellen beobachtet
werden, in denen MeSYCP1 als Fusionsprotein mit EGFP Uberexprimiert wurde. Das
EGFP wurde dabei an den N-Terminus des Proteins gekoppelt (MeSYCP1-EGFP;
siehe 2.3.3; und Abb. 4.8, Mitte). In insgesamt 40% (n=1782) der Zellen war das
Protein im Cytoplasma lokalisierbar. Die Molekule bildeten dabei in ca. 24% der Falle
filamentdse Polykomplexnetzwerke aus (Abb. 4.10 A-B). In 16% der Zellen konnte
das Protein in Form von runden Aggregaten detektiert werden (Abb. 4.10 C). In den
verbleibenden 60% der transfizierten Zellen (n=1782) war das EGFP-Fusionsprotein
aggregatformig im Zellkern und in den Nukleoli lokalisierbar (Abbildung 4.10 E).

Eine Deletion des nicht-helikalen C-Terminus resultierte beim SYCP1 der Ratte in
einer kompletten Veranderung des Protein-Verteilungsmusters innerhalb der COS-7
Zellen. Das Protein war nicht mehr im Kern lokalisierbar, da alle NLS mit der Deletion

entfernt wurden. AuRerdem wurde die Polykomplexbildung vollstandig eingestelit
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MeSYCP1-EGFP MeSYCP1-EGFP

MeSYCP1-EGFP

MeSYCP1_delCt-EGFP

Abbildung 4.10: Einzelexpression der Fusionsproteine MeSYCP1-EGFP (A-D) bzw.
MeSYCP1_delCt-EGFP (E-F) in COS-7 Zellen. A’-F’ Die DNA der transfizierten Zellen
wurde mit dem Fluorochrom Hoechst 33258 angefarbt. A-D Das EGFP-Fusionsprotein
von MeSYCP1-EGFP bildet im Cytoplasma der transfizierten Zellen filamentdse
Polykomplexstrukturen (24%, A, B) oder punktférmige Aggregate (16%, C) aus. In den
restlichen Zellen ist es Uberwiegend aggregatférmig im Kern lokalisiert (60%, D). E-F
Eine Deletion des C-Terminus hat den Verlust der Polykomplexstrukturen zur Folge.
Die Deletionsmutante ist ausschlieRBlich im Cytoplasma lokalisiert und zeigt dort
Uberwiegend eine homogene Verteilung, kann aber nicht mehr in den Kern gelangen.

(Ollinger et al., 2005). Um zu untersuchen, ob die Deletion des C-terminalen
Bereiches in MeSYCP1 vergleichbare Auswirkungen hat, wurde eine entsprechende
Deletionsmutante hergestellt, die als EGFP-Fusionsprotein in COS-7 Zellen
exprimiert wurde (MeSYCP1_delCt-EGFP; siehe 2.3.3; Abb. 4.8). Die Deletion des
C-Terminus resultierte auch beim MeSYCP1 in einer homogenen Verteilung des
Proteins innerhalb des Cytoplasmas. Die Bildung héher geordneter Strukturen oder

eine Lokalisation innerhalb des Kerns konnten nicht mehr beobachtet werden (Abb.
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4.10 E-F). Folglich scheint der C-Terminus auch in MeSYCP1 fur die Zusammen-
lagerung der Molekule zu Polykomplexstrukturen essentiell zu sein.

Eine genauere Untersuchung der Polykomplexstrukturen des Fusionsproteins
MeSYCP1-EGFP erfolgte mithilfe der Transmissions-Elektronenmikroskopie. Hierzu
wurden Ultradlnnschnitte (siehe 3.4.3) von fixierten und in Epon eingebetteten
(3.4.2) transfizierten COS-7 Zellen angefertigt und im Elektronenmikroskop
analysiert. Dabei wurde deutlich, dass die MeSYCP1-EGFP-Molekule innerhalb der
Polykomplexstrukturen in einer Abfolge von dicken (Abb. 4.11, Pfeilspitzen) und
dinnen (Abb. 4.11, Pfeile) elektronendichten Balken angeordnet waren. Die
Dimension der Polykomplexe liegt circa zwischen 110 und 113 nm. Die dickeren
Balken (Abb. 4.11, Pfeilspitzen) wurden von zahlreichen Transversalfilamenten
miteinander verbunden. In vorherigen Studien konnte bei RaSYCP1 gezeigt werden,
dass die Proteinmolekile innerhalb der Polykomplexe so orientiert sind, dass die N-
Termini in den dunnen Balken detektierbar sind und die C-Termini in die dicken

elektronendichten Balken ragen

(Ollinger et al., 2005). Diese
Anordnung stimmt mit der
Molekulorientierung innerhalb
des SC Uberein (Liu et al., 1996;
Schmekel et al., 1996). Ahnlich

wie sein homologes Protein in

der Ratte, scheint auch | Abbildung 4.11: Elektronenmikroskopische

. . Aufnahme der Polykomplexe von MeSYCP1-
MeSYCP1 in  somatischen | EGpp iy transfizierten COS-7 Zellen. MeSYCP1-
Kulturzellen hohere geordnete EGFP bildet parallel angeordnete, faserartige
) o Polykomplexstrukturen aus. Diese erscheinen bei
Strukturen zu bilden, die in ihrer | nhsherer Auflésung (rechtes Bild) als eine Abfolge
von dicken (groRe Pfeilspitzen) und dlnnen

Anordnung  parallelen  Stapeln (kleine Pfeile) elektronendichten Balken.

von SC ahneln.

4.2.5 Koexpression der homologen Proteine (SYCP1) aus Ratte und Medaka

Da die orthologen Proteine aus Ratte und Medaka trotz der erheblichen
Unterschiede innerhalb der Aminosauresequenzen eine vergleichbare Domanen-
organisation aufwiesen, und zudem gleiche Polymerisationseigenschaften in den
somatischen COS-7 Kulturzellen zeigten, sollte zusatzlich untersucht werden, ob
diese Proteine evolutionar dennoch so hoch konserviert sind, dass sie

speziesubergreifend miteinander interagieren kénnen. Zu diesem Zweck wurden die
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SYCP1-Proteine beider Spezies in COS-7 Zellen koexprimiert und anschlie3end in
der Immunfluoreszenz analysiert.

Zunachst erfolgte eine Kotransfektion der wildtypischen Proteine beider Spezies.
Dabei musste im Vorfeld getestet werden, ob die Antikbrper gegen RaSYCP1 und
MeSYCP1 nicht kreuzreagierten. Da dies nicht der Fall war, und die Antikorper aus
Immunseren verschiedener Spezies gewonnen wurden (Kaninchen und
Meerschweinchen), konnten sie gemeinsam fur die Detektion der Proteine eingesetzt
werden. Durch die Sekundarantikérper wurden die Proteine durch verschiedenartige
Fluorochrome markiert. Es wurde deutlich, dass beide, sowohl RaSYCP1, als auch
MeSYCP1, Polykomplexe bilden konnten (Abb. 4.12 A-A’’). Sowohl in den
cytoplasmatischen, als auch in nukleoplasmatischen Strukturen konnte dabei eine
Kolokalisation der Proteine detektiert werden (Abb. 4.12 A’’). Des Weiteren war im
Vergleich zu den Einzeltransfektionen eine deutliche Erhdhung der Polykomplexrate
zu verzeichnen. Denn von den doppelt transfizierten Zellen zeigten ca. 63% (n=422)
Polykomplexbildung und 14% (n=422) Aggregatbildung im Cytoplasma. Eine

Kernlokalisation der Proteine konnte bei nur circa 23% (n=422) der Zellen detektiert

MeSYCP1wt RaSYCP1wt

&
¥

g "\

A

RaSYCP1wt MeSYCP1-EGFP

Abbildung 4.12: Die SYCP1 Proteine der Spezies Ratte und Medaka kolokalisieren
bei Koexpression in COS-7 Zellen in cytoplasmatischen Polykomplexstrukturen. A’’-
B’ Die DNA der transfizierten Zellen wurde mit dem Fluorochrom Hoechst 33258
angefarbt. A MeSYCP1wt und B RaSYCP1 bilden hdéher geordnete cytoplasmatische
Strukturen und zeigen dabei eine deutliche Kolokalisation (A’’). Ein vergleichbares
Kolokalisationsmuster zeigen auch B RaSYCP1wt und B’ MeSYCP1-EGFP bei
gemeinsamer Expression in COS-7 Zellen (B’’). Die Detektion der wildtypischen
Proteine erfolgte mit den spezifischen Antikbrpern gegen den C-Terminus von
RaSYCP1 bzw. MeSYCP1.
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werden. Aullerdem Kkolokalisierten die beiden Proteine auch innerhalb der Zellkerne.
Im Gegensatz zum Verteilungsmuster bei den Einzeltransfektion, konnte RaSYCP1
dabei auch in den Nukleoli detektiert werden.

Die gleiche Versuchsreihe wurde ebenso mit MeSYCP1-EGFP und RaSYCP1wt
durchgefuhrt (Abb. 4.12 B-B’”’). Die Polykomplexrate erhdhte sich auch hier auf 59%
(n=1069). In 11% (n=1069) der Zellen konnten cytoplasmatische Aggregate
detektiert werden. Die Kernlokalisationsrate sank dabei auf 30% (n=1069) ab. Eine
Kolokalisation der Proteine beider Spezies erfolgte innerhalb der cytoplasmatischen
Polykomplexe und Aggregate (Abb. 4.12B’’) und in den aggregatférmigen Strukturen
innerhalb der Nukleoli.

Die Kolokalisationen von MeSYCP1 und RaSYCP1 und die deutliche Steigerung der
Polykomplexrate innerhalb der Koexpressionstudien deuteten darauf hin, dass die
Proteine aus Medaka und Ratte speziesubergreifend zu interagieren scheinen, oder
sich mindestens an den Polykomplex-Strukturen des jeweils anderen orientieren

konnen.

4.2.6 Der Einfluss einer Deletion des C-Terminus von SYCP1 bei der

Koexpression mit wildtypischen bzw. EGFP-Fusionsproteinen

In einem weiteren Experiment sollte getestet werden, ob die Kolokalisationen der
Proteine tatsachlich eine Folge von direkten Interaktionen sind, oder sich nur aus nah
beieinander liegenden speziesspezifischen Strukturen ergibt. Sowohl bei RaSYCP1,
als auch bei MeSYCP1 bewirkt die Deletion des C-Terminus bei der Einzel-
transfektion eine komplette Unterdriickung der Polykomplexbildung und den Verlust
der Fahigkeit in den Kern gelangen zu kénnen (Ollinger et al., 2005; Abb. 4.10 E-F).

Zunachst sollte getestet werden, welchen Einfluss die gemeinsame Expression von
wildtypischen SYCP1 und der entsprechenden C-Terminus-Deletionsmutante der
gleichen Spezies auf die Polykomplexbildung hatte. Bei den rattenspezifischen
Proteinen wurde die Deletionsmutante mit einer Myc-Sequenz markiert (siehe
2.3.1.1), die dann Uber spezifische Antikorper detektiert werden konnte. Das
Verteilungsmuster des wildtypischen Proteins wurde durch die Koexpression stark
beeinflusst. Die wildtypischen Molekule waren groftenteils, ahnlich wie die Molekule
der Deletionsmutante, homogen im Cytoplasma verteilt. Die Polykomplexbildung,
aber auch die Kernlokalisation des wildtypischen Proteins ging deutlich dabei zurtck.
In den wenigen verbleibenden cytoplasmatischen Strukturen erfolgte Kolokalisation.

Die Deletionsmutante konnte nicht in den Kern gelangen, war aber oftmals
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punktformig an der Kernhille detektierbar und kolokalisierte dort mit den
wildtypischen Proteinen (Abb. 4.13 A” und A™”).

Der gleiche dominant-negative Effekt zeigte sich bei der Kotransfektion von
MeSYCP1_delCt-EGFP und MeSYCP1wt. Auch hier konnte die Deletionsmutante
nicht in den Kern gelangen und wurde oft an der Kernhille detektiert (Abb. 4.13 B’).
Die Koexpression der beiden Proteine resultierte in einer deutlichen Reduktion der
Polykomplexrate und der Kernlokalisation des wildtypischen Proteins. Die
verbliebenen polykomplexartigen Strukturen erschienen im Vergleich zur Einzel-
expression des wildtypischen Proteins weniger regelmafig und filigran und wirkten
eher ungeordnet. Teilweise waren die wildtypischen Proteine auch homogen im
Cytoplasma verteilt. Kolokalisationen zwischen MeSYCP1wt und MeSYCP1_delCt-
EGFP erfolgten sowohl in cytoplasmatischen Strukturen, als auch rund um den Kern
(Abb. 4.13 B™).

RaSYCP1wt

RaSYCP1_delCt-myc

MeSYCP1wt

MeSYCP1_delCt-EGFP

Abbildung 4.13: Die C-Terminusdeletion von SYCP1 hat einen dominant negativen
Effekt der auf die Polymerisationseigenschaften des wildtypischen Proteins innerhalb
der gleichen Spezies (A-A’”’ Ratte-Ratte; B-B’”’ Medaka-Medaka). A”’,B” Die DNA
der transfizierten Zellen wurde mit dem Fluorochrom Hoechst 33258 angefarbt.
Sowohl bei SYCP1 der Ratte (A), als auch beim Medaka-Protein (B) verursacht eine
Koexpression des jeweils wildtypischen Proteins mit der C-Terminus-
Deletionsmutante eine deutlich erkennbare Reduktion der Polykomplexbildung. Das
jeweils wildtypische Protein ist in einem groRen Teil der doppelt transfizierten Zellen
homogen oder aggregatférmig im Cytoplasma verteilt (A, B). Die Lokalisation im Kern
ist im Vergleich zur Einzeltransfektion deutlich reduziert. Die jeweilige C-Terminus-
Deletionsmutante (A’, B’) kann nicht in den Kern gelangen. Sie kolokalisiert mit den
wildtypischen Proteinen im Bereich der Kernhille oder im Cytoplasma (A’’, B”’). Der
Nachweis der wildtypischen Proteine erfolgte mit anti-SYCP1-Ct (Ratte bzw.
Medaka). Die Deletionsmutante RaSYCP1_delCt-myc wurde mit dem anti-myc-
Antikérper nachgewiesen.
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Um zu untersuchen, ob der beobachtete dominant-negative Effekt der C-Terminus-
Deletionsmutanten speziestbergreifend ist und somit von einer direkten Interaktion
zwischen RaSYCP1 und MeSYCP1 ausgegangen werden kann, wurden in einem
zusatzlichem Experiment die wildtypischen Proteine (und auch MeSYCP1-EGFP) in
Kombination mit der C-Terminus-Deletionsmutante der jeweils anderen Spezies
koexprimiert. Und auch hier zeigte sich ein vergleichbares Bild. Die Wildtypischen
Proteine bzw. MeSYCP1-EGFP waren nun grofdtenteils im Cytoplasma verteilt und
kolokalisierten dort in Aggregaten (siehe Abb. 4.14 A, B, C’’), ungeordneten
Polykomplexstrukturen (Abb. 4.14 C’’) oder um die Kernhulle herum (Abb. 4.14 A’’)

RaSYCP1wt MeSYCP1_delCt-EGFP

A

MeSYCP1wt

RaSYCP1_delCt-myc

Abbildungen 4.14: Bei der Koexpression von wtSYCP1 der einen Spezies und der C-
Terminus-Deletionsmutante der jeweils anderen Spezies zeigt sich ebenfalls ein
dominant negativer Effekt auf die Polymerisationseigenschaften des jeweiligen
wildtypischen Proteins. A”-C” Die DNA der transfizierten Zellen wurde mit dem
Fluorochrom Hoechst 33258 angefarbt. MeSYCP1_delCt-EGFP (A’) hat einen negativen
Effekt auf die Polykomplexbildung und Kernlokalisation von RaSYCP1wt (A). Die C-
Terminus-Deletionsmutante der Ratte RaSYCP1_delCt-myc (B’, C) hat ebenso einen
dominant-negativen Effekt auf die Polymerisationseigenschaften von MeSYCP1wt (B)
bzw MeSYCP1_EGFP (C’). Demnach ist der dominant negative Effekt der Deletion, der
mit einer deutlichen Reduktion der Polykomplexrate einhergeht, auch peziesibergreifend
nachweisbar. Die Proteine kolokalisieren im Cytoplasma an der Kernhille (A’’-C’*’). Der
Nachweis der Proteine erfolgte mit speziesspezifischen Antikérpern gegen den C-
Terminus von SYCP1 bzw. mit dem anti-myc-Antikorper.
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mit der C-Terminus-Deletionsmutante der jeweils anderen Spezies. Teilweise
konnten die wildtypischen Proteine bzw. MeSYCP-EGFP im Kern lokalisiert werden
(Abb. 4.14 A, B, C), wahrend die jeweiligen Deletionsmutanten von der Kern-
lokalisation ausgeschlossen wurden. Eine ausschlieRliche Kernexpression von
RaSYCP1wt, MeSYCP1wt oder MeSYCP1-EGFP konnte nur sehr selten beobachtet
werden. Meist erfolgte die Kernlokalisation gemeinsam mit cytoplasmatischer
Expression, was nicht dem Verhalten der Proteine bei Einzelexpressionen entsprach.
Aus den hier gezeigten Koexpressionstudien konnte geschlossen werden, dass die
Polymerisationseigenschaften von SYCP1 evolutionar konserviert sind, auch wenn
sich die Proteine auf der Sequenzebene deutlich unterscheiden. Wie die Erhdhung
der Polykomplexrate bei der Koexpressionen der wildtypischen Proteine und der
dominant-negative Effekt der C-Terminusdeletion zeigen, so scheinen sich die
Proteine speziesubergreifend gegenseitig beeinflussen zu kénnen und bilden dabei
sogar hoher geordnete Strukturen aus. Dies konnte, neben der &ahnlichen
Domanenorganisation und der vorliegenden Sequenzhomologien, auch auf eine
Konservierung der Sekundarstruktur zurickzufihren zu sein, so dass die Proteine

untereinander interagieren konnen.

4.3 Vergleich der Polymerisationseigenschaften von SYCP1
zwischen den evolutionar entfernten Spezies Ratte und
Hydra

In Invertebraten konnten bisher keine homologen Proteine zu SYCP1 gefunden
werden. Die Proteinkomponenten der Zentralen Region SYP-1, SYP-2, SYP-3 und
SYP-4 in C. elegans besitzen zwar zentrale Coiled-Coil-Motive (MacQueen et al.,
2002; Colaiacovo et al., 2003; Smolikov et al., 2007; Smolikov et al., 2009), sind aber
deutlich kleiner als das SYCP1 der Sauger. Dennoch besteht beim Fadenwurm im
Vergleich zum Sauger kaum ein Unterschied in der SC-Dimension (Goldstein und
Slaton, 1982; Dernburg et al., 1998). Demzufolge mussen die Proteine innerhalb der
SC-Struktur in C. elegans anders organisiert sein und scheinen nur funktionell
homolog zu SYCP1 zu sein. Auch das C(3)G der Fruchtfliege (Drosophila
melanogaster) zeigt die konservierte Doméanenorganisation der
Transversalfilamentproteine. Auf der Aminosauresequenzebene jedoch konnten

keine Homologien festgestellt werden (Page und Hawley, 2001). Aus dem Vergleich
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zwischen SYCP1 der Ratte und dem Medaka-Fisch gehen, wie bereits beschrieben,
zwei konservierte Sequenzmotive hervor (CM1 und CM2). Mit diesen Motiven wurde
eine Datenbankanalyse durchgefuhrt, anhand derer ein Protein aus dem
SuRwasserpolypen Hydra vulgaris identifiziert werden konnte. Dieses zeigte
deutliche Ubereinstimmungen in den beiden Motiven CM1 und CM2, sowie eine
ahnliche Domaneorganisation wie das SYCP1 der Sauger. Ob es sich bei diesem
Protein um ein orthologes von SYCP1 handeln kénnte und ob SYCP1
mdglicherweise doch in Invertebraten konserviert sein konnte, sollte zunachst in

einem Vergleich mit dem Protein der Ratte untersucht werden.

4.3.1 Klonierung der cDNA von Hydra-SYCP1 (HySYCP1)

Bei Eintritt in die Sexualperiode durchlaufen die Polypen der Hydra vulgaris zunachst
eine mannliche Phase und dann eine weibliche Phase. Die Gonaden-ahnlichen
Strukturen beider Geschlechter treten folglich ab dem Beginn der weiblichen Phase
zeitgleich auf. Am Polypen sind sie jedoch in verschiedenen Korperregionen
lokalisiert. Die mannlichen Strukturen liegen distal, die weiblichen im proximalen
Bereich der Gastralregion, direkt Uber der Knospungszone. Da die Gonaden-
ahnlichen Strukturen relativ klein und schwer isolierbar sind, wurden den Polypen mit
einer sauberen Rasierklinge groRzugig die Kopfregion mit den Tentakeln und die
Fulregion entfernt. Die cDNA von Hydra SYCP1 wurde anschliel3end Uber Reverse
Transkription (RT) aus der Gastralregion (mit Gonaden-ahnlichen Strukturen und
Knospungszonen) von circa. 30 Hydra vulgaris gewonnen. Da die mRNA von SYCP1
mit 3016 Nukleotiden relativ lang ist, und sich eine fehlerfreie Amplifikation der cDNA
als schwierig erwies, wurde die Gesamtsequenz aus vier Uberlappenden Teilsticken
Uber mehrere PCRs zusammengefiigt und schliefdlich in den Vektor pCR2.1®-Topo
zwischenkloniert.

Das erste Teilstick von 658 Nukleotiden umfasste den 5-Bereich des Proteins
inklusive des Startcodons und wurde mit den spezifischen Primern
Hym_SYCP1_5ATG und Hym _SYCP1_619 3’ amplifiziert. Das zweite Fragment
Uberlappte in seiner 5-Region mit dem ersten Teilstick und wurde unter
Verwendung der Primer Hym_SYCP1_619 5 und Hym_SYCP1_1012_3’ Uber PCR
hergestellt. Das dritte Teilstick Uberlappte im 5’-Bereich mit dem 2. und im 3’-
Bereich mit dem 4. Fragment. Es wurde mit den Primern Hym_SYCP1_1012_5’ und
Hym_SYCP1_3’coil amplifiziert. Flr das letzte Fragment wurden die Primer

Hym_SYCP1_5'coil-Ende und Hym_SYCP1_3'TGA_neu verwendet. Diese vier
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Teilsticke des Gesamtproteins wurden anschliel3end in drei weiteren Schritten Uber
PCR zusammengeflugt. Dabei wurden die PCR-Produkte von jeweils zwei
Uberlappenden Teilsticken als Vorlage (Template) flr eine neue PCR verwendet. Da
die Teilsticke in einem Bereich von circa 40 Nukleotiden komplementar waren,
konnten sie innerhalb der jeweiligen PCR aneinander binden und bildeten dabei das
zusammengesetzte Template. Durch den Einsatz der spezifischen Primer konnten so
die verlangerten Konstrukte entstehen. Uber diesen Weg wurden zunachst die
Teilsticke 2 und 3 mit den Primern Hym_SYCP1_1012_5" und Hym_SYCP1_3’coil
zusammengefugt. Das Produkt dieser PCR wurde wiederum mit dem Teilstlck 1
verbunden, wobei die Primer Hym _SYCP1 _5ATG und Hym_SYCP1_3'coll
verwendet wurden. Dieses Konstrukt wurde in einer abschlieRenden PCR mit dem 4.
Fragment zum  Gesamtproteinkonstrukt  verknlipft. Bei diesem letzten
Klonierungsschritt  wurden die beiden Primer Hym_SYCP1_5ATG und
Hym_SYCP1_3'TGAneu eingesetzt. Die Strategie ist zu einem besseren Verstandnis
in Abbildung 4.15 schematisch vereinfacht dargestellt. Die Sequenz von HySYCP1
ist in der Abbildung 4.16 aufgefuhrt.

Ausgehend von diesem Gesamtproteinkonstrukt im Vektor pCR2.1®-Topo wurden

alle nétigen Konstrukte hergestellt und in andere Vektoren umkloniert.

SYCP1_1-658 SYCP1_1012-2370
——
SYCP1_619-1044 SYCP1_2334-3051
——— ——

v

SYCP1_619-2370

v

SYCP1_619-3051

v

SYCP1_1-3051 (Gesamtkonstrukt)

Abbildung 4.15: Schematische Darstellung der einzelnen Schritte der Strategie zur
Gewinnung der cDNA von SYCP1 der Spezies Hydra vulgaris.
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Abbildung 4.16: Basen- bzw. AS-Sequenz von SYCP1 der Hydra. Das Startcodon
(ATG) ist in blau dargestellt, das Stopcodon (TGA) ist pink markiert. Das Protein
besteht aus 3051 Basenpaaren bzw. 1016 Aminosauren.

4.3.2 Sequenzvergleich von SYCP1 zwischen Ratte und Hydra

Ahnlich wie bei Medaka, sollte ein Proteinsequenzvergleich zwischen HySYCP1 und
dem orthologen Protein der Ratte erfolgen. Zu dieser Analyse wurden die in 4.2.2.
bereits benannten Online-Tools verwendet. Wie in der schematischen Darstellung in
Abbildung 4.17 deutlich wird, sind sich die beiden Proteine in ihrer
Domanenorganisation sehr ahnlich. Beide besitzen eine zentrale a-helikale Domane
mit Coiled-Coil-Charakter. Diese wird beidseitig von nicht-helikalen Bereichen
flankiert. HySYCP1 ist mit einer Differenz von 19 Aminosauren nur geringfugig langer
als das homologe Protein der Ratte. Im Gegensatz zu den homologen Proteinen aus
Ratte und Medaka, konnte bei HySYCP1 kein bestimmtes Motiv flr eine
Kernlokalisation identifiziert werden. Den Berechnungen der verwendeten Online-
Tools zufolge, kann jedoch davon ausgegangen werden, dass es sich um ein

Kernprotein handelt. Ahnlich wie bei den orthologen Proteinen aus Ratte und
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Medaka sind zahlreiche Erkennungssequenzen fur Proteinkinasen Uber die gesamte
Sequenz von HySYCP1 verteilt.

Den Berechnungen nach Lupas et al. (1991) zufolge, erstreckt sich Coiled-Coil-
Doméne in der HySYCP1-Sequenz von Aminosdaure 37 bis 789 und ist dabei
zweifach durch kurze nicht-helikale Bereiche unterbrochen (AS 160-180, AS 516-
535). Es ist auffallig, dass der N-terminale Bereich in HySYCP1 mit nur 37 AS
deutlich kurzer ist, als der vom SYCP1 der Ratte (120AS). Zudem weisen die N-
terminalen Sequenzen aus Ratte und Hydra mit nur 9,5% Identitdt und 25,7%
Anhnlichkeit sehr grofe Unterschiede auf. Im Vergleich der Coiled-Coil-Bereiche
konnte eine Sequenzubereinstimmung von 18,9% und eine Sequenzahnlichkeit von
49,8% ermittelt werden. Die Coiled-Coil-Region von HySYCP1 ist im Vergleich zu
RaSYCP1 circa 52 Aminosauren langer. Auch hier konnten die zwei hoch
konservierten Domanen CM1 und CM2 identifiziert werden. Das Motiv CM1 weist im
direkten Vergleich eine Ubereinstimmung von 50% und sogar 70%
Sequenzahnlichkeit auf. Das Motiv ist jedoch mit nur 60 Aminosauren im Vergleich
zum CM1 von Medaka und Ratte (103 AS) deutlich verkirzt. In RaSYCP1 beginnt

cM1
CcM2
NLS
NLS

Coiled-Coil-Domine

1
Ratte { ] 1

11,5% (31,8%) |
©
©
<

/

18,9% (49,8%)

1016

I =7 9,5% (25,7%)

Hydra

| |
||
37,5% (65,6%) [ ]

50% (70,8%)

Abbildung 4.17: Schematische Darstellung des Vergleiches der Sequenzen und
Domanenorganisationen der SYCP1 Proteine aus den taxonomisch entfernten Spezies
Ratte (Vertebraten) und Hydra (Invertebraten). Im Vergleich wird deutlich, dass beide
Proteine eine ahnliche Doméanenorganisation aufweisen. Das Protein aus Hydra ist mit
1016 AS ein bisschen gréRRer als das Protein der Ratte (997 AS). Die Lange der Coiled-
Coil-Bereiche ist jedoch vergleichbar. Der N-Terminus von HySYCP1 ist deutlich kirzer
als der N-terminale Bereich von RaSYCP1. Im C-Terminus vob HySYCP1 konnte kein
NLS detektiert werden. Nach den Berechnungen der verwendeten Online-Tools kann
jedoch davon ausgegangen werden, dass HySYCP1 in den Kern gelangen kann. Im
direkten Vergleich der beiden AS-Sequenzen konnten zwei Motive (rot) identifiziert
werden, die mit 50% (CM1) bzw. 37,5% (CM2) Identitat eindeutige Konservierungen
zeigen. Die Ubrigen Bereiche der Proteine zeigen deutlich weniger Ubereinstimmungen.
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die CM1-Region im nicht-helikalen N-Terminus und geht in die Coiled-Coil-Domane
Uber. In HySYCP1 liegt sie durch den stark verkirzten N-terminalen Bereich
vollstandig innerhalb der Coiled-Coil-Domane. Das zweite konservierte Motiv (CM2)
befindet sich in HySYCP1 im hinteren Drittel der Coiled-Coil-Domane und weist eine
Identitat von 37,5% und eine Ahnlichkeit von 65,6% mit dem CM2 von RaSYCP1 auf.
Die Dimension dieses Motivs ist die gleiche wie bei dem Vergleich zwischen den
homologen Proteinen aus Ratte und Medaka. Bei den C-terminalen Sequenzen
konnte eine Identitat von 11,5% und eine Ahnlichkeit von 31,8% ermittelt werden.
Betrachtet man den Vergleich zwischen MeSYCP1 und RaSYCP1 (siehe dazu Abb.
4.6), so sind die Sequenziibereinstimmungen und die Ahnlichkeit der Proteine im
Vergleich zwischen Hydra und Ratte deutlich geringer. Dennoch sind in der
Domaénenorganisation und in den Motiven CM1 und CM2 Konservierungen zu

erkennen.

4.3.3 Charakterisierung der Polymerisationseigenschaften von Hydra-SYCP1

FUr einen Vergleich der Polymerisationseigenschaften von RaSYCP1 und dem
homologen Protein des SuRwasserpolypen Hydra vulgaris musste zunachst ein
entsprechendes Gesamtkonstrukt von HySYCP1 hergestellt werden. Da bis zur
Fertigstellung dieser Arbeit kein spezifischer Antikdrper zur Verfligung stand, sollte
das Protein als EGFP-Fusionsprotein in den somatischen Kulturzellen exprimiert
werden. Hierzu wurde die Gesamtsequenz anhand der DNA HymSYCP1_ges_in_
pCR2.1®Topo (Klon 7a1-7; siehe 2.3.4) mithilfe der spezifischen Primer
4+Xhol+HymSYCP1_5’ATG und HymSYCP1_3’coil_+Smal+4 amplifiziert und Uber
die Schnittstellen Xhol und Smal in den Vektor pEGFP-C3 inseriert (2.3.4), was zu
einer Kopplung des EGFP im N-terminalen Bereich von HySYCP1 fuhrte.

Das resultierende EGFP-Fusionsprotein wurde anschlieRend in somatischen COS7-
Zellen Uberexprimiert. Die Analyse der Proteinverteilung erwies jedoch als
problematisch, da die bisher erreichte Transfektionsrate ungewohnlich niedrig
erschien. Dennoch konnte das Protein in den transfizierten Zellen Uberwiegend in
Form von Aggregat-ahnlichen Strukturen im Cytoplasma detektiert werden (Abb.
4.18 A-D). Bei einem geringen Teil der Zellen konnten auch Aggregate oder eine
homogene Verteilung des Proteins innerhalb der Zellkerne lokalisiert werden. Hoher
geordnete fadige Polykomplexstrukturen konnten nicht detektiert werden.

Anhnlich wie bei den homologen Proteinen von Ratte und Medaka bewirkt eine

Deletion der C-terminalen Region bei HySYCP1 eine komplette Veranderung des
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HySYCP1-EGFP HySYCP1-EGFP

HySYCP1-EGFP _ HySYCP1-EGFP

HySYCP1_delCt-EGFP HySYCP1_delCt-EGFP

Abbildung 4.18: HySYCP1-EGFP bildet cytoplasmatische, aggregatférmige Strukturen
in transfizierten COS-7 Zellen aus. Die Deletion des C-Terminus verursacht den Verlust
der Fahigkeit zur Polykomplexbildung. A’-C’,E’, F’ Die DNA der transfizierten Zellen
wurde mit dem Fluorochrom Hoechst 33258 angefarbt. D’ Phasenkontrast-Aufnahme
einer transfizierten COS-7 Zelle. A-D HySYCP1-EGFP ist Uberwiegend in Form von
Aggregatstrukturen im Cytoplasma der Zellen lokalisiert. E-F Die Deletion des C-
Terminus bewirkt, ahnlich wie bei den Proteinen aus Ratte und Medaka, einen Verlust
der Fahigkeit zur Bildung von hdher geordneten Strukturen und verursacht somit eine
Veranderung des Proteinverteilungsmusters. Die Deletionsmutanten sind homogen im
Zellkern detektierbar und kénnen nicht mehr in den Kern gelangen.

Verteilungsmusters in den transfizierten COS-7 Zellen. Es waren keine Aggregate
mehr im Cytoplasma detektierbar. Stattdessen konnte eine homogene Verteilung des
Proteins im Cytoplasma beobachtet werden, wobei der Kern von der Lokalisation
ausgeschossen war (siehe Abb. 4.18 E, F).

Wie die Untersuchungen an SYCP1 der Hydra zeigten, ist das Protein hinsichtlich
seiner Domanenorganisation und innerhalb der beiden spezifischen Sequenzmotive
CM1 und CM2 hoch konserviert. AuRerdem sind Ahnlichkeiten in den
Polymerisationseigenschaften der Proteine aus den taxonomisch weit entfernten
Spezies Ratte, Medaka und Hydra zu erkennen, was zusatzlich fur eine wichtige

Funktion des Proteins spricht.
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5. Diskussion

Im Rahmen dieser Dissertation konnte ein bedeutender Schritt zu einem besseren
Verstandnis der SC-Struktur der Saugetiere gemacht werden. Bisher war nicht
bekannt, wie die Transversalfilamente des SC bei der Verknlipfung der homologen
Chromosomen mit den Lateralelementen in Verbindung treten. Daher wurde
innerhalb dieser Arbeit SYCP1 hinsichtlich seiner Bindungspartner innerhalb der SC-
Struktur untersucht. Im Vordergrund stand dabei die Frage, ob SYCP1 eine
Bindungsfahigkeit zu SYCP2 besitzt. Eine Interaktion zwischen den beiden Proteinen
konnte das fehlende Bindeglied zwischen den Lateralelementen und Transversal-
filamenten darstellen.

Ein weiterer Schwerpunkt dieser Arbeit liegt in der Erforschung der Evolution der
Synapse. Die Struktur des Synaptonemalkomplexes ist evolutionar hochkonserviert.
Nach den bisherigen Erkenntnissen wurde angenommen, dass die
Proteinbestandteile des SC in den verschiedenen Modellorganismen zwar
funktionelle Gemeinsamkeiten aufweisen, aber nicht ortholog sind (Page und
Hawley, 2004). Mit der ldentifizierung der Proteine SYCP1 und SYCP3 in der
Fischspezies Medaka wurden erstmals SC-Proteinkomponenten in Vertebraten
entdeckt, die nicht von einem Sauger stammten (lwai et al., 2006). In einem
Vergleich der Lateralelementproteine SYCP3 aus Ratte und Medaka konnte gezeigt
werden, dass SYCP3 Konservierungen in zwei bestimmten Sequenzmotiven, in der
Domanenorganisation und im Polymerisationsverhalten aufweist (Baier et al., 2007a
und b). Innerhalb dieser Dissertation wurde zunachst ein Vergleich der
Transversalfilamentproteine SYCP1 zwischen Ratte und Medaka durchgefuhrt. Aus
diesem gingen zwei hoch konservierte Sequenzmotive hervor (CM1 und CM2), die in
einer Datenbankanalyse mit Proteinen anderer Spezies auf Sequenz-
Ubereinstimmungen Uberprift wurden. Dabei konnte ein Protein ermittelt werden,
welches sowohl das CM1, als auch das CM2 enthielt. Das Protein stammt aus dem
SuRwasserpolypen Hydra vulgaris und konnte das homologe Protein zu SYCP1
darstellen. In Invertebraten konnten bisher nur Transversalfilamentproteine
identifiziert werden, die funktionelle Homologien zeigten, aber nicht ortholog zum
SYCP1 der Sauger waren (Page und Hawley, 2004). Der Vergleich zwischen den

SYCP1 Proteinen aus Ratte und Hydra sollte nun zeigen, ob moglicherweise doch
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eine Konservierung hinsichtlich der Sequenzmotive, Domanenorganisation und im

Polymerisationsverhalten besteht.

5.1 Die Interaktion von SYCP1 und SYCP2 - das modgliche
Bindeglied zwischen den Transversalfilamenten und den
Lateralelementen des SC

Wahrend der Prophase | der ersten meiotischen Teilung werden die homologen
Chromosomen Uber die proteindse Struktur des SC reilRverschlussartig miteinander
verknupft. Dabei erstrecken sich die Lateralelemente entlang der
Chromosomenachsen und werden von den Transversalfilamenten miteinander
verknUpft (Zickler und Kleckner, 1998; Page und Hawley, 2004; Costa und Cooke,
2007). Bisher war aber unklar wie die Transversalfilamente innerhalb der SC-Struktur
in den Lateralelementen verankert sind. SYCP2 und SYCP3 bilden die
Hauptproteinkomponenten der LEs. SYCP3 bindet an SYCP2 und ist zudem in der
Lage hoher geordnete Strukturen auszubilden (Tarsounas et al., 1997; Yuan et al.,
1998; Pelttari et al., 2001; Liebe et al., 2004; Yang et al., 2006; Baier et al., 2007a).
Auch SYCP1 bildet komplexe Strukturen aus und wurde als essentielles Protein der
Transversalfilamente identifiziert (de Vries et al., 2005, Ollinger et al., 2005).
Innerhalb des SC bildet es parallel orientierte Dimere, deren C-Termini in die
Lateralelemente ragen und deren N-Termini in einer Kopf-an-Kopf-Anordnung im
Zentralen Element Uberlappen (Liu et al., 1996; Schmekel et al., 1996). Zusammen
mit den Proteinen SYCE1, SYCE2 und TEX12 sind die N-Termini an der Ausbildung
der elektronendichten Struktur des Zentralen Elements beteiligt (Ollinger et al., 2005;
Costa et al., 2005; Hamer et al., 2006; Bolcun-Filas et al., 2007; Hamer et al., 2008).
Aufgrund der Tatsache, dass keine Interaktion zwischen SYCP1 und SYCP3 zu
bestehen scheint (Liu et al., 1996; Tarsounas et al., 1997; Yuan et al., 1998; Pelttari
et al., 2001; Abbildung 4.5D”), sollte eine mdgliche Bindung zwischen den Proteinen
SYCP1 und dem anderen Lateralelementprotein SYCP2 untersucht werden. SYCP2
konnte unter Umstanden das fehlende Bindeglied zwischen den Lateralelementen
und den Transversalfilamenten des SC sein. Um dies analysieren zu kénnen, wurden
in Vorbreitung auf diese Arbeit eine Vielzahl rekombinanter Konstrukte flr
verschiedenste Experimentsysteme hergestellt und notige Vortests durchgefuhrt
(siehe Diplomarbeit Winkel, 2006).
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Die Interaktion zwischen den beiden SC-Hauptproteinkomponenten SYCP1 und
SYCP2 konnte im Rahmen dieser Dissertation erstmals gezeigt und in
verschiedenen Systemen bestatigt werden (Winkel et al., 2009). Im Hodenextrakt der
Ratte konnte SYCP2 zusammen mit SYCP1 ko-immunprazipitiert werden. Hierzu
diente ein spezifischer Antikdrper gegen den C-terminalen Bereich von SYCP1
(Winkel et al., 2009; siehe auch Abb. 4.4). In zusatzlichen Immunfluoreszenz-
analysen von somatischen COS-7 Kulturzellen, die gleichzeitig wildtypisches SYCP1
und SYCP2-EGFP uberexprimierten, konnte ebenfalls eine Interaktion zwischen den
Proteinen nachgewiesen werden. SYCP1wt und SYCP2-EGFP veranderten bei der
Koexpression ihre Verteilungsmuster und kolokalisierten in cytoplasmatischen
Strukturen. Diese Kolokalisation konnte als Bindung interpretiert werden
(Diplomarbeit Winkel, 2006; Winkel et al., 2009; siehe auch Abb. 4.5 C-C”). Zur
Kontrolle wurden nach dem gleichen Prinzip wildtypisches SYCP1 und wildtypisches
SYCP3 in COS-7 Kulturzellen koexprimiert. Beide Proteine bildeten zwar
cytoplasmatische Strukturen aus, diese aber waren vollig unabhangig voneinander
und zeigten keinerlei Kolokalisation (Winkel et al., 2009; Abb. 4.5 D-D”). Im einem
Pull-Down-Experiment war es nur dann moglich SYCP2 aus dem Hodenextrakt zu
fischen, wenn Hisg-Epitop-markierte SYCP1-C-Termini als Kdder verwendet wurden
(Winkel et al., 2009; Abb.4.3). Eine Bindung des Proteins an ebenso markierte
SYCP1-N-Termini konnte nicht detektiert werden. Diese Ergebnisse befinden sich im
Einklang mit den bisherigen Erkenntnissen uber die Orientierung der SYCP1-Dimere
innerhalb der SC-Struktur. Denn raumlich betrachtet, ist eine Interaktion zwischen
SYCP2 und den N-Termini der SYCP1-Dimere nicht moglich, da diese innerhalb des
Zentralen Elements Uberlappen und circa 50 nm von den Lateralelementen entfernt
sind.

Die Ergebnisse konnten auch im Yeast-Two-Hybrid-System bestatigt werden. Hier
wurden die N- und C-Terminus-Konstrukte von SYCP1 mit einem Hisg-Epitop
markiert und auf ihre Bindungsfahigkeit an SYCP2 getestet. Eine Interaktion mit
SYCP2 erfolgte, wie erwartet, nur beim SYCP1-C-Terminus (Winkel et al., 2009;
siehe auch Abbildung 4.1.C). Interaktionsstudien zwischen SYCP2 und dem N-
Terminus von SYCP1 verliefen negativ (Winkel et al., 2009; Abb. 4.1D)

In einem weiteren Schritt sollte die SYCP1-Bindungsregion auf einen madglichst
kleinen Bereich SYCP2-Sequenzbereich begrenzt werden. Auch dies erfolgte in

mehreren Systemen. In vorangegangenen Immunfluoreszenzstudien an kotrans-
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fizierten COS-7 Zellen konnte gezeigt werden, dass die C-terminale Domane von
SYCP2 eine essentielle Rolle bei der Interaktion mit SYCP1 spielt. Denn es erfolgte
nur dann eine Bindung an cytoplasmatischen SYCP1-Strukturen, wenn die Coiled-
Coil-Domane und die sich anschlieRenden 70 Aminosauren in der Proteinsequenz
der Deletionsmutante vorhanden waren. In einem nachsten Schritt wurden
verschiedene SYCP2-Deltionsmutanten im Yeast-Two-Hybrid-System untersucht.
Eine Interaktion mit dem C-terminalen SYCP1-Beutekonstrukt erfolgte auch hier nur
dann, wenn das jeweilige SYCP2-Konstrukt die letzten 130 Aminosauren inklusive
der Coiled-Coil-Region beinhaltete (Winkel et al., 2009; siehe auch Abb. 4.1C, Reihe
4 und 6). War diese Region deletiert oder nicht vollstandig, so konnte kein Wachstum
und keine Blaufarbung der Kolonien verzeichnet werden. Vergleichbare Ergebnisse
wurden ebenso unter Verwendung des TNT® in vitro Transkriptions-/Translations-
Systems erzielt. Die Bindung an die mit SYCP1-C-Termini beschichteten Ni-NTA-
Beads war nur dann moglich, wenn die C-terminalen 130 Aminosauren von SYCP2
in der Mutante enthalten waren (Winkel et al., 2009; Abb. 4.2D).

Den Erkenntnissen dieser

zahlreichen Bindungsstudien Lateral Element Central Region Lateral Element

sprechen dafir, dass SYCP2 = :

das fehlende Verbindungsglied SYCP3 : :

zwischen den Lateralelementen : =i

und Transversal-flamenten im -3 ! :

SC darstellt (Winkel et al., 2009; }:SYCP;' =

Abb. 5.1). Die Bindungsregion :

innerhalb der SYCP2- = =5

Proteinsequenz  konnte dabei -3; ; i

auf die 130 C-terminalen Veel

Aminosauren beschrankt | Abbildung 5.1: Schematische Darstellung der
Interaktionen zwischen den Proteinen SYCP1,

werden, die auch die Coiled- SYCP2 und SYCP3 innerhalb der Struktur des

CaikDomine beinhalien. Es war | S/TePsnemaionplore dor Sauger. Aue Wirke

bekannt, dass dieselbe Region | Www.springerlink.com

auch fiur die Bindung an SYCP3
notwendig ist (Tarsounas et al., 1997; Yuan et al., 1998; Yang et al; 2006). Die
Region sollte jedoch grol3 genug sein, um eine gleichzeitige Bindung von SYCP1 und

SYCP3 bewerkstelligen zu kdnnen. Denn vergleichsweise reichen beim N-Terminus
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von SYCP1 120 Aminosauren aus um mit weiteren SYCP1-N-Termini, sowie den
Proteinen SYCE1 und SYCE2 interagieren zu kénnen (Liu et al., 1996; Costa et al.,
2005; Hamer et al., 2006).

Die essentielle Rolle der SC Proteine wahrend der Meiose konnte in zahlreichen
Studien gezeigt werden, vor allem durch die Generierung verschiedenster Knock-out-
Mause bzw. genetisch veranderter Tiere. In Sycp1”-Mausen beispielsweise kommt
es zur normalen Ausbildung der Axial- bzw. Lateralelemente. Durch die fehlenden
Transversalfilamente jedoch, kann keine Synapsis erfolgen (de Vries et al., 2005; de
Boer et al, 2006). In Sycp3"-Mausen kann SYCP2 nicht mehr an die
Chromosomenachsen binden. Als Folge dessen kommt es zur Unterdrickung der
Axial- bzw. Lateralelementbildung (Yuan et al., 2000; Liebe et al., 2004). In Mausen,
die kein wildtypisches SYCP2 bilden kdnnen, sondern nur ein mutiertes Protein mit
einer Deletion des Coiled-Coil-Bereiches (SYCP2t), zeigte sich ein ahnliches Bild
(Yang et al., 2006). Durch die Deletion ging die Bindungsfahigkeit zwischen dem
mutierten Protein SYCP2t und SYCP3 verloren und letzteres konnte nicht mehr
entlang der Chromosomenachsen lokalisiert werden (Yang et al., 2006). Obwonhl
auch hier keine Lateralelemente ausgebildet werden konnten, wurde SYCP2t
dennoch in Axialelement-ahnlichen Strukturen entlang der Chromosomenachsen
detektiert. Diese Beobachtungen befinden sich nicht im Einklang mit den
Ergebnissen aus den bisherigen Studien mit Sycp3”-Mausen. Dabei scheint SYCP3
notwendig zu sein, um SYCP2 an die AEs zu rekrutieren. Der Effekt in den Sycp2t-
Mausen konnte aber auch mit einer Deletionsbedingten Veranderung des
Proteinverhaltens erklart werden. Eine konkrete Aussage kann jedoch erst dann
erfolgen, wenn eine Sycp2”-Maus generiert wurde und deren Phanotypen bekannt
sind. Ein weiterer Effekt, der in den beiden Mauslinien beobachtet werden konnte, ist
die Bildung von SC-ahnliche Abschnitten vermittelt durch SYCP1-Molekule. Trotz
fehlender Lateralelemente konnten so die homologen Chromosomen uber geringe
Distanzen miteinander verknUpft werden (Yuan et al., 2000; Liebe et al., 2004; Yang
et al., 2006). Diese transversalfilamentahnlichen Strukturen kénnen jedoch nicht auf
eine Interaktion zwischen SYCP1 und SYCP2 zurlckzufuhren sein. Denn in Sycp3'/'-
Mausen ist SYCP2 nicht entlang der Chromosomenarme detektierbar und somit
auch nicht in den Lateralelementen vorhanden (Yuan et al., 2000; Liebe et al., 2004).
Dem mutierten Protein der Sycp2t-Mause fehlt die Coiled-Coil-Domane und somit die

Bindungsregion fur SYCP1 (Yang et al., 2006). Doch aufgrund der zahlreichen
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putativen DNA-Bindungsmotive im C-terminalen Bereich der SYCP1-Proteinsequenz
besteht die Moglichkeit, dass das Protein in einem gewissen Grad auch unabhangig
von SYCP2 an die Chromosomen binden kann (Meuwissen et al., 1992, Dobson et
al., 1994; Pelttari et al., 2001), was die Ausbildung der besagten Strukturen erklaren
konnte. Die Phanotypen der beiden Mauslinien zeigen jedoch, dass diese Bindung
zwischen SYCP1 und der DNA zur Bildung einer stabilen Synapse nicht
auszureichen scheint. Folglich sind zur Ausbildung eines stabilen SC sowohl die
beiden Lateralelementproteine SYCP2 und SYCP3, als auch das Transversal-
filamentprotein SYCP1 essentiell. Somit ist auch die Bindung zwischen SYCP2 und
SYCP1 eine notwendige Grundlage fur die stabile Synapsenbildung zwischen den
homologen Chromosomen (Winkel et al., 2009).

Anhand der Erkenntnisse aus bisherigen Studien und den Ergebnissen dieser Arbeit
wird deutlich, dass sich die Struktur des Synaptonemalkomplexes aus einem
Zusammenspiel zahlreicher Protein-Protein-Interaktion ergibt. Diese Bindungen
kdnnen zum einen homotypischer Natur sein. Ein Beispiel dafur sind die Transversal-
filamentbildenden Dimere von SYCP1 (Liu et al., 1996; Schmekel et al., 1996;
Ollinger et al., 2005). Weiterhin wurden in den Lateralelementen Homodimere von
SYCP3 (Yuan et al., 1998; Baier et al., 2007b) und innerhalb des Zentralen Elements
homotypischen Dimere von SYCE1 und SYCE2 (Costa et al., 2005) identifiziert.
Andererseits wurden zahlreiche heterotypische Interaktionen innerhalb des SC
beschrieben. So zum Beispiel die Bindung zwischen SYCP2 und SYCP3 innerhalb
der Axial- bzw. Lateralelemente (Tarsounas et al., 1997; Yuan et al., 1998; Yang et
al., 2006). Im Zentralen Element sind Interaktionen von SYCP1 mit SYCE1 und
SYCE2 (Costa et al., 2005), sowie Bindungen zwischen TEX12 und SYCE2 (Hamer
et al., 2006) nachweisbar.

Innerhalb dieser Arbeit konnte die Interaktion zwischen SYCP2 und den C-Termini
der SYCP1-Dimere identifiziert werden. Wie in Abbildung 5.1 schematisch dargestellt
ist, konnte diese Interaktion das fehlende Bindeglied zwischen den strukturellen
Grundbausteinen des SC sein. Ob die Bindung der beiden Proteine ausreicht um die
Transversalfilamente in den Lateralelementen zu verankern, muss in weiteren
Studien untersucht werden. Experimente mit Sycp3'/' Knock-out-Weibchen haben
gezeigt, dass sich SC-ahnliche Strukturen ausbilden kdnnen auch ohne das SYCP3
und SYCP2 in den Axial- bzw. Lateralelementen vorkommen (Yuan et al., 2000,

2002). Ob diese Strukturen so stabil sind wie herkdbmmliche SC ist fraglich, die Tiere
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konnten zwar Nachkommen erzeugen, die WurfgroRe war jedoch deutlich reduziert.
In den mannlichen Knock-out-Tieren fuhrte das Fehlen von SYCP3 zu Apoptose der
meiotischen Zellen innerhalb des Zygotans (Yuan et al., 2000, Liebe et al., 2004).
Somit ist es wahrscheinlich, dass auch weitere Proteine an der Verknupfung der
Lateralelemente und Transversalfilamente beteiligt sein. SYCP2 kénnte dabei eine
neben der Bindegliedfunktion auch eine stabilisierende Rolle Ubernehmen.
Vermutlich ist es ein Zusammenspiel einzelner Proteinkomponenten, also eine Art
Kettenreaktion, bei der eine Bindung den Grundstein fur die nachste legt. Betrachtet
man die Phanotypen der zahlreichen Knock-out-Mause, so wird deutlich, dass der
Verlust einer der Proteinkomponenten des SC gravierende Folgen fir die
Synapsenbildung und Segregation der Homologen mit sich bringt. Wie und in
welcher zeitlichen Reihenfolge sich die einzelnen Proteinkomponenten letztendlich
zu einer komplexen Struktur zusammenfigen und wie der eigentliche Auf- und
Abbau des SC erfolgt, ist noch weitgehend unklar und muss in zuklnftigen

Experimentreihen geklart werden.

5.2 Ein Vergleich von SYCP1 aus Ratte, Medaka und Hydra -
Die Proteine weisen eine konservierte Domanenorganisation
und Polymerbildung auf, besitzen evolutionar erhaltene Motive
und konnen speziesiibergreifend interagieren

Im Jahr 2006 wurden die orthologen SC-Proteine SYCP1 und SYCP3 in der
Fischspezies Medaka entdeckt und deren Expressionsmuster in meiotischen Zellen
untersucht (Iwai et al., 2006). In einer weiteren Studie (Baier et al., 2007a) an SYCP3
konnte gezeigt werden, dass die orthologen Proteine aus Ratte und Medaka
konservierte = Sequenzmotive besitzen und eine evolutionar erhaltene
Domaénenorganisation aufweisen. Zudem zeigen die SYCP3-Molekule beider
Spezies bei der Transfektion in somatischen Kulturzellen (COS-7) ein konserviertes
Polymerisationsverhalten und kénnen sogar untereinander binden und gemeinsame
héher geordnete Strukturen ausbilden (Baier et al., 2007a). Diese Erkenntnisse
deuten darauf hin, dass entgegen der bisherigen Annahmen, scheinbar doch
evolutionare Konservierungen in den SC-Proteinkomponenten vorliegen. Um den

SC-Aufbau und seine evolutionare Erhaltung besser verstehen zu kdnnen, wurde in
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dieser Arbeit ein Vergleich der Transversalfilamentproteine SYCP1 aus den
taxonomisch entfernten Spezies Ratte und Medaka durchgefuhrt. Dieser sollte
zeigen, ob auch weitere Proteinkomponenten des SC Konservierungen aufzeigen. In
beiden Modellorganismen ist SYCP1 die Hauptproteinkomponente der
Transversalfilamente und spielt somit eine zentrale Rolle bei der Synapsenbildung
(Meuwissen et al., 1992; Dobson et al., 1994; Liu et al., 1996; Schmekel et al., 1996;
de Vries et al., 2005; Iwai et al., 2006). Anhand zweier hoch konservierter
Sequenzmotive, die aus dem Vergleich zwischen SYCP1 aus Ratte und Medaka
hervorgingen, wurde anschlief3end innerhalb einer Datenbankanalyse ein Protein aus
dem SuRwasserpolypen Hydra vulgaris gefunden. Da es sich bei dem Protein unter
umstanden um das homologe Protein SYCP1 handeln konnte, wurde es mit dem
SYCP1 der Ratte verglichen und hinsichtlich seiner Polymerisationseigenschaften im

heterologen System untersucht.

5.2.1 Die homologen Proteine SYCP1 aus Ratte, Medaka und Hydra besitzen
evolutionar erhaltene Sequenzmotive, eine hoch konservierte

Domanenorganisation und zeigen gleiche Polymerisationseigenschaften

Der direkte Vergleich hinsichtlich der Aminosauresequenzen und der Domanen-
Struktur von SYCP1 hat gezeigt, dass die Proteine, trotz der evolutionar bedingten
Anhaufung von Sequenzunterschieden, eine konservierte Organisation der Domanen
aufweisen. Bei den homologen Proteinen aus Ratte und Medaka konnten zwei
Motive (CM1 und CM2, Abb. 4.6) identifiziert werden, die einen hohen Grad an
Konservierung aufzeigten. Wahrend die Proteinsequenzen insgesamt relativ geringe
Ubereinstimmungen aufwiesen, konnte in diesen Regionen eine hohe Identitat
errechnet werden (CM1: 63%, CM2: 59%; Abbildung 4.6). Das konservierte Motiv
CM1 umfasst im Vergleich zwischen Ratte und Medaka 103 Aminosduren und
beginnt in beiden Proteinen im nicht-helikalen N-Terminus, geht dann aber in den
Coiled-Coil-Bereich uUber. Das zweite konservierte Motiv CM2 besteht aus 32
Aminosauren und ist innerhalb der Coiled-Coil-Regionen der Proteine lokalisierbar.
Aufgrund des hohen Konservierungsgrades dieser beiden Sequenzmotive wurde,
wie bereits erwahnt, eine Datenbankanalyse durchgefuhrt, in der die Motive mit
Proteinen anderer Spezies verglichen wurden. Anhand dieser Analyse konnte eine
Proteinsequenz des SuRwasserpolypen Hydra vulgaris aus einzelnen EST-
Sequenzen zusammengestellt werden, die der des homologen Proteins SYCP1

entsprechen konnte. Diese Sequenz umfasst 1015 AS und ist damit langer als
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RaSYCP1 (997 AS) und MeSYCP1 (895 AS). Im direkten Vergleich der
Proteinsequenzen von SYCP1 aus Ratte und Hydra, gehen die evolutionar
erhaltenen Motive CM1 und CM2 hervor. Das konservierte Motiv CM1 umfasst dabei
jedoch nur 60 Aminosauren. Dies entspricht dem vorderen Bereich des CM1 aus
dem Vergleich zwischen Medaka und Ratte (103 AS). Unter Umstanden muss die
Dimension des konservierten Motivs CM1 allgemein auf 60 Aminosauren reduziert
werden. Hierzu ware ein breit gefacherter Vergleich zwischen den SYCP1-
Sequenzen weiterer Spezies sehr hilfreich. Dieser wirde zeigen, ob sich die Motive
auch in den anderen Spezies wieder finden und welche Ausmalie sie dort
annehmen. Erst dann koénnte man eine endglltige Sequenzlange des Motivs
bestimmt werden. Das konservierte Motiv CM2 konnte in allen drei Spezies detektiert
werden und umfasst 32 Aminosauren. Welche Funktion die beiden Domanen
Ubernehmen ist bisher jedoch véllig unklar.

Den Berechnungen nach Lupas et al., 1991 zufolge besitzen sowohl RaSYCP1, als
auch MeSYCP1 und HySYCP1 eine zentrale a-helikale Doméane mit Coiled-Coil-
Charakter. Diese wird von zwei nicht-helikalen Regionen im N- und C-terminalen
Bereich flankiert. Im C-Terminus der Proteine aus Ratte und Medaka befinden sich
Kernlokalisationssignale. Derartige Sequenzmotive konnten bei HySYCP1 nicht
identifiziert werden. Dennoch kann aufgrund der Sequenzeigenschaften davon
ausgegangen werden, dass es sich um ein Kernprotein handelt. Bei einer
Betrachtung der Domanenstruktur (Abbildung 4.6 und 4.17) und wird deutlich, dass
die N- und C-terminalen Bereiche der Proteine aus Ratte und Medaka in etwa
gleiche Ausmalle besitzen. Der N-terminale Bereich von HySYCP1 ist hingegen
deutlich verkurzt. Beim SYCP1 der Ratte setzt sich der zentrale Coiled-Coil-Bereich
aus vier einzelnen Doméanen zusammen. Bei HySYCP1 sind es drei Untereinheiten
und MeSYCP1 besitzt eine zweigliedrige Coiled-Coil-Domane. Diese ist im Vergleich
zu Hydra und Ratte in ihrer Dimension deutlich verkurzt, was mdglicherweise aus
einer Deletion der a-helikalen Region im Verlauf der Evolution hervorgegangen sein
konnte.

Der hier gezeigte Vergleich zwischen den SYCP1 Proteinen aus Ratte, Medaka und
Hydra besitzt ein enormes Ausmald, wenn man bedenkt, dass er einen grof3en Teil
des Reiches der Metazoa umfasst. Zum einen ist es der Vergleich zwischen héheren
und niederen Vertebraten, den Saugern und Fischen, die sich in circa 450 Millionen

Jahren der Evolution deutlich auseinander entwickelt haben. Zum anderen wird noch
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tiefer in die Evolution der Metazoa eingedrungen, indem die Transversalfilament-
proteine aus Vertebraten (Ratte) und niederen Invertebraten (Hydra) miteinander
verglichen wurden, die taxonomisch noch weiter voneinander entfernt sind. Zwischen
héheren Vertebraten, wie den Nagern, und niederen Invertebraten, wie der Hydra,
liegen mehr circa 500 Millionen Jahre Evolution. Im Vergleich wird deutlich, dass sich
die SYCP1 Proteine der drei Spezies hinsichtlich ihrer Aminosauresequenzen
deutlich auseinander entwickelt haben. Der hohe evolutionare Erhaltungsgrad der
Motive CM1 und CM2 Iasst jedoch vermuten, dass diese spezifischen Sequenz-
motive eine essentielle Rolle in der Funktion der Transversalfilamentproteine spielen
konnten. Durch eine Deletion der einzelnen oder beider Motive und eine
anschlieende Analyse der Polymerisationseigenschaften der mutanten Proteine
konnten moglicherweise Anhaltspunkte fur deren Funktion gefunden werden. Der
Vergleich liefert deutliche Indizien daflr, dass es sich bei den SYCP1 Proteinen der
hier untersuchten Spezies um homologe Proteine handelt. Zukinftige Studien
mussen zeigen, ob die beiden Motive auch in den anderen Modellorganismen, vor
allem in Invertebraten, wie Drosophila melanogaster und Caenorhabditis elegans,
detektiert werden kdnnen, bei denen bisher keine Homologien festgestellt werden
konnten (Page und Hawley, 2004).

Ein weiteres sehr interessantes Ergebnis dieser Arbeit ist die Erkenntnis, dass neben
der sehr ahnlichen Domanenorganisation und den beiden Sequenzmotiven CM1 und
CM2, zusatzlich eine deutliche Konservierung der SYCP1-Polymerisations-
eigenschaften besteht. Wie aus vorangegangenen Studien an Nagern bekannt war
(Ollinger et al., 2005), bildet das SYCP1 der Ratte in somatischen COS-7 Zellen bei
Uberexpression filamentdse Netzwerkstrukturen und Aggregate im Cytoplasma aus,
die als Polykomplexe bezeichnet werden. Um das Polymerisationsverhalten der
Proteine aus Medaka und Hydra mit denen der Ratte vergleichen zu kdnnen, musste
zunachst die cDNA von MeSYCP1 und HySYCP1 gewonnen und anschlieRend in
entsprechende Expressionsvektoren inseriert werden. Durch die Herstellung eines
spezifischen Antikdrpers gegen den C-Terminus von MeSYCP1 konnte neben dem
EGFP-Fusionsprotein MeSYCP1-EGFP auch das wildtypische Protein in den Zellen
spezifisch nachgewiesen werden. Die Herstellung eines solchen Antikorpers gegen
HySYCP1 wurde ebenfalls in Auftrag gegeben, konnte aber nicht vor dem Abschluss
dieser Arbeit fertig gestellt werden. Demzufolge konnten die Polymerisationsstudien

von HySYCP1 nur mit dem entsprechenden EGFP-Fusionsprotein erfolgen.
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Wie die Immunfluoreszenz-Aufnahmen der transfizierten COS-7 Zellen in Abbildung
4.9 zeigen, waren sowohl das wildtypische Protein (Abb. 4.9 A-C), als auch das
EGFP-Fusionsprotein (Abb. 4.10 A-C) von MeSYCP1 in der Lage hoher geordnete
Strukturen im Cytoplasma zu bilden. Bei diesen Strukturen handelte es sich
entweder um lang gestreckte, netzartig verzweigte Filamente oder punktférmige
Aggregate. In den restlichen Zellen waren die Proteine in den Zellkernen lokalisiert
und bildeten dort groflitenteils punktférmige Aggregate (Abb. 4.9 D, 4.10 D). Auf
ultrastruktureller Ebene konnte gezeigt werden, dass sich die Proteine innerhalb der
Polykomplexe zu hoéher geordneten, SC-ahnlichen Strukturen organisierten (Abb.
4.11). Die Proteinverteilung von MeSYCP1 in den COS-7 Zellen war vergleichbar mit
den publizierten Ergebnissen fiir das rattenspezifische Protein (Ollinger et al., 2005).
Bei Transfektionen der COS-7 Kulturzellen mit dem HySYCP1-EGFP-Fusionsprotein
konnten ebenfalls cytoplasmatische Aggregate detektiert werden (Abb. 4.18 A-D).
Faserartige Polykomplexstrukturen wurden jedoch nicht gefunden. Dies konnte
mdglicherweise eine Folge der Fusion mit dem EGFP sein. Untersuchungen an
COS-7 Zellen, die das wildtypische Protein Uberexprimieren, wirden zeigen, ob die
Fusion mit dem EGFP Auswirkungen auf die Bildung hoéher geordneter Strukturen
hat. Desweiteren konnte auch der im Vergleich zu RaSYCP1 und MeSYCP1 stark
verklrzte N-Terminus von HySYCP1 eine Rolle bei der Polykomplexbildung spielen.
Eine Untersuchung der Aggregatformigen Strukturen von HySYCP1-EGFP auf
ultrastruktureller Ebene wirde Aufschluss Uber die Organisation der
cytoplasmatischen Strukturen geben. Dabei wirde sich zeigen, ob es sich um eine
SC-ahnliche Anordnung der Proteinmoleklle handelt. Die Versuche konnten jedoch
aufgrund der unerwartet niedrigen Transfektionsrate bisher nicht durchgefihrt
werden. Die Grunde fur die ungewohnlich geringe Transfektionsrate sollen zukinftig
durch Modifikationen innerhalb der Methode geklart werden. Erst wenn dadurch eine
hdéhere Transfektionsrate erreicht werden kann, ware es mdoglich entsprechende
elektronenmikroskopische Studien durchzufuhren. Desweiteren soll die Klonierung
und anschliefende Transfektion des wildtypischen HySYCP1 zeigen, ob die Fusion
mit dem EGFP die Expression des Proteins in den somatischen Zellen beeintrachtigt,
oder moglicherweise ein anderes Expressionsmuster im Vergleich zum wildtypischen
Protein hervorruft. Hierzu ist jedoch auch ein spezifischer Antikorper gegen

HySYCP1 notwendig, der bisher noch nicht verfugbar ist.
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Die Deletion des C-terminalen Bereiches von RaSYCP1 bewirkte den Verlust der
Fahigkeit zur Polykomplexbildung (Ollinger et al., 2005). Auch dieses Phdnomen
konnte in den homologen Proteinen aus Medaka und Hydra bestatigt werden. Denn
wie in den Abbildungen 4.10. E, F und 4.18 E, F deutlich erkennbar ist, waren die
Molekule der Deletionsmutanten ebenfalls homogen im Cytoplasma verteilt. Eine
Polykomplex- oder Aggregatbildung, sowie eine Lokalisation der Proteine in den
Zellkernen konnte nicht mehr erfolgen. Demnach ist auch bei MeSYCP1 und
HySYCP1 der C-Terminus essentiell, damit die Proteine hoher geordnete Strukturen
ausbilden kdnnen bzw. in den Kern transportiert werden.

Das gesamte Verhalten der homologen Proteine aus Ratte, Medaka und Hydra
scheint im heterologen System, also in Abwesenheit anderer meiotischer Proteine,
speziesubergreifend vergleichbar zu sein. Dies deutet auf eine Konservierung der
Proteine hin, was wiederum fur eine essentielle Funktion von SYCP1 innerhalb der
Meiose spricht. Denn wenn man betrachtet, dass sich zwischen den Spezies in circa
450 bis 500 Millionen Jahren Evolution zahlreiche Sequenzunterschiede angehauft
haben, so ist ein derartig hoher Grad an Konservierung der Polymerisations-
eigenschaften sehr beachtlich. SYCP1 scheint folglich auch anderen Gruppen von
Vertebraten und sogar in niederen Invertebraten ein wichtiger struktureller
Bestandteil des Synaptonemalkomplexes wahrend der ersten meiotischen Teilung zu

sein.

5.2.2 Die Proteine SYCP1 aus Ratte und Medaka konnen speziesuibergreifend

interagieren und bilden dabei hoher geordnete Strukturen aus

Uber Kotransfektionen mit den Kombinationen RaSYCP1wt/MeSYCP1wt (Abb. 4.12
A) oder RaSYCP1wt/MeSYCP1-EGFP (Abb. 4.12 B) konnte gezeigt werden, dass
die homologen Proteine sowohl in den hoher geordneten cytoplasmatischen
Strukturen, als auch in den Zellkernen kolokalisierten. Aufderdem erhohte sich die
Polykomplexrate auf 59% bzw. 63%, was dafur spricht, dass sich die Proteine
gegenseitig in ihrer Polykomplexbildung positiv beeinflussen. Dennoch stellte sich die
Frage, ob dieser Effekt eine Folge direkter Interaktionen ist, oder ob sich die Proteine
nur an den komplexen Netzwerken des anderen orientieren und daher
kolokalisierten. Um dieser Frage auf den Grund zu gehen, wurde der Einfluss der C-
Terminusdeletion auf die Polykomplexbildung untersucht. Zunachst wurde die
Deletionsmutante zusammen mit dem wildtypischen Protein der gleichen Spezies

kotransfiziert. Sowohl in der Kombination RaSYCP1wt/RaSYCP1_delCt-myc (Abb.
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4.13 A-A’’), als auch MeSYCP1wt/ MeSYCP1_delCt-EGFP (Abb. 4.13 B-B’’) zeigte
sich ein dominant negativer Effekt auf die Polykomplex- und Aggregatbildung. Zwar
konnte diese nicht vollstandig unterdrickt werden, jedoch schienen die
verbleibenden Polykomplexartigen Strukturen im Vergleich zu den Einzeltransfektion
ungeordneter zu sein. In den meisten Zellen erfolgte eine Kolokalisation in
cytoplasmatischen Strukturen bis hin zur homogenen Verteilung im Cytoplasma. Die
Deletionsmutanten konnten nicht in den Kern gelangen, waren aber oftmals an der
Kernhulle detektierbar, wo sie mit den wildtypischen Proteinen kolokalisierten. Da die
Kernlokalisation der wildtypischen Proteine im Vergleich zur Einzeltransfektion stark
reduziert wurde, schien es, als wirden sie von den Deletionsmutanten im
Cytoplasma bzw. an der Kernhulle zurickgehalten werden. Der gleiche dominant
negative Effekt war auch bei der speziesubergreifenden Kotransfektion zu
beobachten (Abb. 4.14 A-A” und B-B’”’). Im Vergleich zu den Einzeltransfektionen
wurde die Polykomplexrate der wildtypischen Proteine deutlich reduziert. Die
resultierenden cytoplasmatischen Strukturen, in denen teilweise Kolokalisation
erfolgte, erschienen ungeordnet und nicht mehr so filigran (Abb. 4.14 A’ und B’”’) wie
die Netzwerke der Proteine bei Einzeltransfektionen. Auch in diesen Kombinationen
konnten nur die wildtypischen Proteine in den Kern gelangen, wobei die
Kernlokalisationsrate im Vergleich zu den Einzeltransfektionen deutlich reduziert war.
Die Proteine kolokalisierten grof3tenteils im Cytoplasma oder an der Kernhulle. Der
gleiche Effekt zeigte sich bei der Koexpression von MeSYCP1-EGFP und
RaSYCP1_delCt-myc (Abb. 4.14 C-C’).

Demzufolge scheint die gemeinsame Expression mit einer SYCP1-C-Terminus-
Deletionsmutante einen speziesubergreifenden dominant negativen Effekt auf die
Polykomplexbildung und Kernlokalisation der wildtypischen Proteine zu haben. Dies
impliziert eine direkte Interaktion zwischen den Proteinen aus Medaka und Ratte.
Betrachtet man zusatzlich die Tatsache, dass sich Polykomplexrate durch eine
Koexpression der wildtypischen Proteine beider Spezies signifikant steigert, so
spricht auch dies fur eine Bindung der beiden Proteine. Sie kdnnen dabei scheinbar
gemeinsam hoher geordnete Strukturen ausbilden. Ob ein solcher dominant negative
Effekt der C-Terminusdeletion auch bei Hydra zu beobachten ist, und ob auch
zwischen Hydra und Ratte eine speziesubergreifende Kolokalisation der homologen
Proteine in hdher geordneten cytoplasmatischen Strukturen besteht bleibt offen.

Experimente die diese Fragestellung klaren konnten, konnten nicht durchgeflhrt
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werden, da zum einen die Transfektionsrate zu gering war, zum anderen, weil noch
kein Antikdrper gegen das hydraspezifische Protein zur Verfugung stand. Die
Experimente mit RaSYCP1 und MeSYCP1 haben gezeigt, dass sich die Proteine
hinsichtlich ihrer Proteinsequenz zwar weitgehend unterscheiden, aber dennoch
fahig sind Bindungen einzugehen und dabei untereinander Polykomplexstrukturen
auszubilden. Untersuchungen der Strukturen auf ultrastruktureller Ebene wuirden
klaren, ob sich aufgrund der Kolokalisation der Proteine aus den beiden Spezies die
Zusammensetzung und die Beschaffenheit der Polykomplexstrukturen im Vergleich
zu den Einzeltransfektionen andern. AuRerdem sollte untersucht werden, inwiefern
die konservierten Motive CM1 und CM2 an diesen Polymerisationseigenschaften und
der speziesubergreifenden Bindung beteiligt sind. Eine Analyse der Protein-
Verteilungsmuster nach einer Deletion der einzelnen oder beider Motive gleichzeitig
wurde Aufschluss Uber deren Funktion bei der Polymerisation geben.

Die Tatsache das solche Motive zwischen zwei so weit entfernten Spezies wie Ratte
und einem niederen Vertebraten wie der Fischspezies Medaka derartig hoch
konserviert sind, spricht fur eine wichtige Funktion dieser Bereiche fur das Protein.
Ein ahnliche Konserviertheit konnte bereits zwischen den SYCP3-Proteinen von
Ratte und Medaka festgestellt werden (Baier et al., 2007a; Baier et al., 2007b). Auch
diese SC-Proteine konnten speziesubergreifend miteinander interagieren und
bildeten dabei hoher geordnete Strukturen aus. Eine Deletion der konservierten
Motive in RaSYCP3 resultierte im Verlust der Fahigkeit zur Filamentbildung (Baier et
al., 2007b). In Fall von SYCP3, sind die beiden Motive wahrscheinlich deshalb so
hochgradig konserviert, weil sie fir das normale Polymerisationsverhalten essentiell
sind. Inwiefern sich die Deletion der Motive auf die SC-Bildung auswirken wirde,

musste in mutanten Tieren untersucht werden.
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6. Ausblick

Diese Arbeit stellt einen wichtigen Beitrag zum besseren Verstandnis der
Zusammenlagerung der einzelnen Strukturkomponenten des SC in Saugern dar.
Dennoch bleiben zahlreiche Fragen offen. Wie erklart sich das Phanomen, das in
Sycp3” weiblichen Knock-out-Mausen durchaus SC-dhnliche Strukturen gebildet
werden, ohne das SYCP2 und SYCP3 in den Axialelementen vorkommen. Welche
anderen Proteine sind moglicherweise neben SYCP2 essentiell fur die Verankerung
der Transversalfilamente in den Lateralelementen, bzw. inwiefern stabilisieren
andere Proteine die Verbindung. Auf welche Art und Weise erfolgt die Stabilisierung
der Struktur im zentralen Bereich? Welche Proteine sind neben SYCE1, SYCE2 und
TEX12 dort lokalisiert. Wie und in welcher Reihenfolge erfolgen das Zusammenspiel
und die Aneinanderlagerung der einzelnen Proteine zu einem funktionellen SC. Und
wie erfolgt der Auf- und Abbau der SC-Struktur, welche Signale und Modifikationen
sind daran beteiligt.

Experimente, die zur Aufklarung dieser Fragen fuhren konnten, waren beispielsweise
die Suche nach weiteren Bindungspartnern von SYCP1, SYCP2 und SYCP3.
Interaktionspartner, die SYCP1 im C-Terminus binden, kdnnten an der Verankerung
im LE beteiligt sein, solche die im N-Terminus binden kénnten zur Stabilisierung des
CE beitragen. Eine Sycp2”~ Knock-out-Maus wiirde Aufschluss dariiber bringen, wie
essentiell dieses Protein fur den Auf- und Abbau der AE/LE ist. Es ware interessant
zu wissen, ob diese Proteindefizienz in den weiblichen Tieren Infertilitat hervorruft
oder wie bei der Sycp3"-Maus nur eine reduzierte WurfgroBe und erhohte
Aneuploidie-Rate (Yuan et al., 2000, 2002) zur Folge hat. Doppel-Knock-out-
Mutanten fur SYCP2 und SYCP3 wuirden zeigen, welche Auswirkungen die
vollstandige Abwesenheit beider Hauptstrukturkomponenten der LE auf die Meiose
hat und ob sich in den Weibchen weiterhin kurze Abschnitte von SC-ahnliche
Strukturen zwischen den Chromosomen ausbilden kénnen. Um die Mechanismen
des Auf- und Abbaus der SC-Struktur besser zu verstehen, sollte aulRerdem
untersucht werden, ob mdglicherweise Phosphorylierungen an der Bindung und
Losung einzelner Proteinkomponenten vom SC beteiligt sind. Alle drei
Hauptstrukturkomponenten SYCP1, SYCP2 und SYCP3 besitzen innerhalb ihrer
Aminosauresequenzen zahlreiche potentielle Phosphorylierungsmotive, die eine

Rolle spielen koénnten. Simulierte Phosphorylierungen einzelner oder mehrerer
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solcher Motive durch Mutagenese kdnnten Aufschluss, Uber deren Funktion geben.
Aulerdem konnte ein breit gefacherter Vergleich zwischen orthologen Proteinen
mehrerer Spezies zeigen, ob einige dieser Motive mdglicherweise konserviert sind,
was unter Umstanden daflr sprechen koénnte, dass sie eine essentielle Rolle
ubernehmen konnten.

Ein weiterer Schwerpunkt dieser Arbeit lag in der Untersuchung der Evolution des
SC, bzw. seiner Proteinkomponente SYCP1. Es wurde gezeigt, dass sich zwischen
den taxonomisch weit entfernten Spezies trotz der erheblichen Unterschiede
innerhalb der Aminosauresequenzen, deutliche Konservierungen hinsichtlich
einzelner Motive (CM1 und CM2) nachweisen lassen. Zudem haben die Proteine
vergleichbare Doméanenorganisationen und zeigen deutliche Ahnlichkeiten im
Polymerisationsverhalten. Doch auch hier bleiben zwangslaufig zahlreiche Fragen
offen. Welche Funktion haben die konservierten Motive. Eine Deletion der CM1 und
CM2 und anschliefende Untersuchungen des Proteinverhaltens wirden Aufklarung
Uber mogliche Funktionen dieser Regionen erbringen. Aullerdem wurde ein breit
gefacherter Vergleich der Aminosauresequenzen der homologen Proteine
verschiedenster Spezies zeigen, ob und in welchen Dimensionen diese Motive
vorhanden sind. Anhand solcher vergleichenden Experimente koénnte ein
Stammbaum erstellt werden, der die Evolution von SYCP1 bzw. die Evolution der
Synapse meiotischer Chromosomen besser veranschaulichen kénnte.

Um die komplexen Mechanismen der Aneinanderlagerung, Rekombination, Synapsis
und Segregation wahrend der Meiose besser verstehen zu kdnnen, ware letztendlich
ein Zellsystem erforderlich, in dem es madglich ware kultivierbare Saugerzellen die
Meiose durchlaufen zu lassen. Das Vorhandensein solcher Zelllinien wirde es enorm
vereinfachen, die einzelnen Proteinbestandteile der SC zu charakterisieren.
AuBerdem konnten in solchen Zellen gezielt einzelne Komponenten beispielsweise
durch RNAi ausgeschaltet werden, um deren Funktion zu ergrinden. Die Kultivierung
meiotischer Saugerzellen ist jedoch bisher an der technischen Umsetzung

gescheitert.
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7. Zusammenfassung

7.1 Zusammenfassung

Synaptonemal Komplexe (SC) sind evolutionar konservierte, meiosespezifische,
proteindse Strukturen, die maflgeblich an Synapsis, Rekombination und Segregation
der homologen Chromosomen beteiligt sind. Sie zeigen eine dreigliedrige strickleiter-
artige Organisation, die sich aus i) zwei Lateralelementen (LE), an die das Chromatin
der Homologen angelagert ist, ii) zahlreichen Transversalfilamenten (TF), welche die
LE in einer reillverschlussartigen Weise miteinander verknupfen, und iii) einem
zentralen Element (CE) zusammensetzt. Die Hauptproteinkomponenten der Sauger-
SC sind das Transversalfilamentprotein SYCP1 und die Lateralelementproteine
SYCP2 und SYCP3. Wie sich die SC-Struktur zusammenfugt war bisher nur wenig
verstanden; es war nicht bekannt wie die TF innerhalb der LE-Strukturen verankert
sind und dabei die homologen Chromosomen verknupfen. Aufgrund dessen wurde
die Interaktion zwischen den Proteinen SYCP1 und SYCP2 untersucht. Mit der Hilfe
verschiedenster Interaktionssysteme konnte gezeigt werden, dass der C-Terminus
von SYCP1 mit SYCP2 interagieren kann. Aufgrund der Bindungsfahigkeit zu beiden
Proteinen, SYCP1 und SYCP3, kann angenommen werden, dass SYCP2 als Linker
zwischen diesen Proteinen fungiert und somit mdoglicherweise das fehlende
Bindungsglied zwischen den Lateralelementen und Transversalfilamenten darstellt.

Obwohl die SC-Struktur in der Evolution hochkonserviert ist, schien dies nicht fur
seine Protein-Untereinheiten zuzutreffen. Um die Struktur und Funktion des SC
besser verstehen zu kdnnen, wurde ein Vergleich zwischen den orthologen SYCP1
Proteinen der evolutionar entfernten Spezies Ratte und Medaka erstellt. Abgesehen
von den erheblichen Sequenzunterschieden die sich in 450 Millionen Jahren der
Evolution angehauft haben, traten zwei bisher nicht identifizierte Sequenzmotive
hervor, CM1 und CM2, die hochgradig konserviert sind. Anhand dieser Motive konnte
in Datenbankanalysen erstmals ein Protein in Hydra vulgaris nachgewiesen werden,
bei dem es sich um das orthologe Protein von SYCP1 handeln konnte. Im Vergleich
mit dem SYCP1 der Ratte zeigten die Proteine aus Medaka und Hydra, neben den
hoch konservierten CM1 und CM2, vergleichbare Doméanenorganisationen und im
heterologen System zudem sehr &hnliche Polymerisationseigenschaften. Diese

Ergebnisse sprechen fur eine evolutionare Konservierung von SYCP1.
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7.2 Summary

Synaptonemal complexes (SCs) are evolutionarily conserved, meiosis-specific
proteinaceous structures critically involved in synapsis, recombination and
segregation of homologous chromosomes. They show a ftripartite ladder-like
organization including i) two lateral elements (LEs), to which the chromatin of the
homologs is attached, ii) numerous transverse filaments (TFs), that link the two
lateral elements in a zipper-like way, and iii) a central element (CE). Major protein
components of mammalian SCs are the transverse filaments protein SYCP1, and the
lateral element proteins SYCP2 and SYCP3. How SCs become assembled was
poorly understood; in particular it was not known how TFs assemble at the plane of
LEs to interconnect the homologous chromosomes. Therefore, | have investigated
possible interactions between SYCP1 and SYCP2. Using different interaction traps, |
was able to show that the C-terminus of SYCP1 interacts with SYCP2. Because of its
binding to both, SYCP1 and SYCP3, it can be proposed that SYCP2 acts as a linker
between these proteins and therefore would be the missing connecting piece
between LEs and TFs.

Although the SC-structure is conserved in evolution this appears not to be the case
for its protein components. For a better understanding of the conserved SC structure
und function, | compared ortholog SYCP1 proteins of evolutionary distant species,
namely rat and medaka fish. Despite of the sequence-differences that accumulated
during 450 million years of evolution, sequence identity was highest at the level of
two previously unidentified motifs (CM1 & CM2). Utilizing these motifs in a database
analysis a protein of Hydra vulgaris could be found for the first time. It can be
proposed that this protein is the orthologous of SYCP1. Besides the highly conserved
motifs the proteins of medaka and hydra show quite similar domain organization and
polymerization properties in comparison with rat SYCP1. These results suggest an

evolutionary conservation of SYCP1.
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Abkurzungen

9. Abkirzungen

°C
®

™

Q

Abb.
AE
Amp
APS
AS
ATP

BSA

bzw.

ca.
CAPS
CE
CR
Ct
Da (kDa)
dATP
dCTP
dGTP
dNTP
dTTP
DMF
DMSO
DNA
cDNA
dsDNA

Grad Celsius

registered

Trademark

Ampere / Adenosin

anti (Kurzbezeichnung fur Antikorper)

axiale Assoziation (,axial associations®)

Abbildung

Axialelement (,axial element")

Ampicillin

Ammoniumpersulfat

Aminosaure(n)

Adenosin Triphosphat

Basenpaar(e)

Rinderserum Albumin

beziehungsweise

Carboxy-(-terminal, -Terminus)

circa

Cyclohexylamino-1-Propansulfonsaure

Zentralelement (,central element®)

zentrale Region (,central region®)

Carboxyterminus

Dalton (Kilodalton)

Desoxy-Adenosin-Triphosphat

Desoxy-Cytosin-Triphosphat

Desoxy-Guanosin-Triphosphat

Desoxy-Nukleosid-Triphosphat

Desoxy-Thymidin-Triphosphat

Dimethylformamid

Dimethylsulfoxid

Desoxyribonukleinsaure (,desoxyribonucleic acid®)

komplementare DNA (,complementary DNA")

doppelstrangige DNA (,double stranded DNA")
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ssDNA

DSB
E. coli
ECL
EGFP

et al.
EtBr
EtOH

g

g9
Gal

Glu

h

H2O bidest.
HA
His
HRP
IPTG
K+/K-
Kann
kb

I

lacZ
LB-Medium
LE
Leu
Log

M
MCS
mg
MG
MgCl;

min

Abkurzungen

einzelstrangige DNA (,single stranded DNA")
Doppelstrangbruch (,double strand break®)
Escherichia coli

»enhanced chemiluminescence*

verstarktes, grines Fluoreszenzprotein (,enhanced green
fluorescent protein®)

et altera (und andere)

Ethidiumbromid

Ethanol

Gramm

Erdbeschleunigung in m/s?

Galaktose

Glukose

Stunde

doppelt destilliertes Wasser

Hamagglutinin

Histidin

Meerrettich-Peroxidase (,horse radish peroxidase®)
Isopropyl p-D-Thiogalactosid
Positiv-/Negativkontrolle

Kanamycin

Kilobase(n)

Liter

B-Galactosidase codierendes Gen in E. coli
Luria Bertami Medium

Lateralelement

Leucin

Logarithmus, logarithmisch

Mol, molar

Polylinker-Region in Vektoren (,multiple cloning site)
Milligramm

Molekulargewicht

Magnesiumchlorid

Minute
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NaCl
NaOH
nm
NLS
Nt

oD
p.A.
PAGE
PBS
PCR
PEG
Raff
RN
RNA
MmRNA
RNase
Rpm
RT

s (sec, sek)
SAP
SC
SDS
SL
SYCP
Tab.
TBST

Abkurzungen

Milliliter

Milligramm

Millimolar

Mikro, 107

Mikroliter, 10

Chromosomenzahl im haploiden Genom

Amino- (-terminal, -Terminus)

Nanogramm, 10°g

Natriumchlorid

Natriumhydroxid

Nanometer, 10°m

Kernlokalisationssignal (,nuclear location signal®)
Aminoterminus

Optische Dichte

zur Analyse

Polyacrylamid-Gelelektrophorese
Phosphatgepufferte Salzlésung
Polymerasekettenreaktion (,polymerase chain reaction®)
Polyethylenglykol

Raffinose

Rekombinationsknoten (,recombination nodule®)
Ribonukleinsaure

messenger-RNA

Ribonuklease

Umdrehungen pro minute (,rounds per minute®)
Raumtemperatur

Sekunde

Shrimp alkalischePhosphatase
Synaptonemalkomplex (,synaptonemal complex®)
Natrium Dodecylsulfat (,sodium dodecyl sulfate®)
Stammldsung

Synaptonemalkomplexprotein (,synaptonemal complex protein®)
Tabelle

Tris-gepufferte Salzlosung mit Tween 20
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TEMED
TF
Tm
Trp
TSS
Tris
Tween 20
U
UAS
UN
UNK
Ura
uv

Vv

val.
viv
w/v
WT
X-Gal
Y2H
YNB
YPD
z.B.

Abkurzungen

N,N,N’,N’-Tetramethylendiamin
Transversalfilament(e) (,transversal filaments®)
Schmelztemperatur

Tryptophan

»ransformation and storage solution®
Tris-(hydroxymethyl)-aminoethan
Polyoxyethylen-Sorbitan Monolaurat
Units

2upstream activating sequence*

uber Nacht

Ubernachtkultur

Uracil

ultraviolett

Volt

Vergleich

Volumen pro Volumen

Gewicht pro Volumen

Wildtyp
5-Bromo-4-chloro-3-indolyl-B-D-galaktosid
Yeast Two-Hybrid

Hefe-Mangelmedium (,yeast nitrogen base®)
Hefe-Vollmedium

zum Beispiel
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Winkel K., Alsheimer M., Ollinger R., Benavente R.
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mammalian synaptonemal complexes.

Chromosoma. 2009; 118(2): 259-67
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