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1 Einleitung 1

1 Einleitung

1.1 Gametogenese

Die Gametogenese bezeichnet im Allgemeinen den Entwicklungsprozess der Keimzellen. Er findet in
den Gonaden sich sexuell fortpflanzender Organismen statt und wird beim Mannchen als
Spermatogenese, beim Weibchen als Oogenese bezeichnet.

1.1.1 Spermatogenese der Sauger

Die Spermatogenese ist ein vektorieller, zyklischer Prozess, in dessen Verlauf aus diploiden
prameiotischen mannlichen Keimzellen haploide Spermien gebildet werden. Die Spermatogenese
kann in drei Phasen unterteilt werden: (1) Proliferation der Stammzellen (Spermatogonien) und
Differenzierung zu Spermatocyten, (2) Reduktion des Chromosomensatzes und Austausch
genetischen Materials wahrend der Meiose und (3) Differenzierung der Keimzellen zu Spermien
(Spermiogenese). Die Spermatogenese beginnt nach der Geburt und findet in den Samenkanélchen
(Tubuli seminiferi contorti) der Hoden (Testes) statt.

1.1.1.1 Ablaufder Spermatogenese

Die Spermatogenese beginnt mit der Proliferation von Stammzellen, den sogenannten
Spermatogonien. Diese Stammzellen entwickeln sich aus Urgeschlechtszellen (primordial germ cells
(PGCs)), die wahrend der Embryonalentwicklung in die Genitalleiste einwandern. Dort assoziieren sie
mit Sertoli-Zellen, differenzieren zu Gonocyten, proliferieren und werden nach wenigen Tagen in der
Go/G; Phase des Zellzyklus arretiert. Die Spermatogenese beginnt kurz nach der Geburt, mit dem
Wiedereintritt der Gonocyten in den Zellzyklus (de Rooij, 1998). Aus den Gonocyten bilden sich Typ
A-Spermatogonien aus, die in drei unterschiedliche Gruppen unterteilt werden kénnen: Agnge (As),
Apaired (Apr) und Agjigned (A4) (de Rooij & Grootegoed, 1998). Dabei sind Typ A,-Spermatogonien die
eigentlichen Stammzellen der Spermatogenese, da sie sowohl die Fahigkeit besitzen zu differenzieren
als auch die Stammzellpopulation durch Selbsterneuerungsteilungen aufrechtzuerhalten. Teilt sich
eine Typ As-Spermatogonie werden die Tochterzellen nach der Teilung entweder getrennt und es
entstehen zwei neue Typ A,-Spermatogonien, oder sie bleiben nach einer unvollstandigen Cytokinese
Uber interzelluldre Cytoplasmabriicken miteinander verbunden und es entstehen Typ A,-
Spermatogonien (de Rooij & Grootegoed, 1998). Typ A,-Spermatogonien teilen sich weiter, wodurch
Ketten von 4, 8 und 16 Typ A,-Spermatogonien ausgebildet werden. Bei Mausen differenzieren Typ
A, Spermatogonien zu intermedidren und schlieflich zu Typ B-Spermatogonien (de Rooij &
Grootegoed, 1998). Typ B-Spermatogonien koénnen schlieRlich zu primdren Spermatocyten
differenzieren und in die Meiose eintreten. Die erste meiotische Teilung dient dem Austausch
genetischen Materials und der Reduktion des Chromosomensatzes, weshalb sie auch
Reduktionsteilung genannt wird (siehe 1.2.1). Die zweite meiotischen Teilung hingegen verlauft
dhnlich einer mitotischen Teilung. Aus ihr gehen haploide, runde Zellen, die sogenannten
Spermatiden, hervor (siehe 1.2.1). Diese differenzieren in der Spermiogenese zu langlichen, mobilen
Spermien. Fir diese Differenzierung muss das Chromatin im Zellkern kondensieren, das Akrosom
muss sich aus dem Golgi-Apparat entwickeln und das Flagellum ausbildet werden (Holstein et al.,
2003).



2 1 Einleitung

1.1.1.2 Die erste Welle der Spermatogenese

Die Spermatogenese lauft im Samenepithel der Samenkanalchen raumlich und zeitlich geordnet ab:
Im Samenepithel befinden sich die Spermatogonien am Rand des Samenkanalchens. Je weiter die
Zellen differenzieren, desto weiter wandern sie in Richtung des Lumens des Samenkanélchens. Ein
besonderes Augenmerk kann auf die erste Welle der Spermatogenese gelegt werden. Diese setzt
kurz nach der Geburt der Maus in allen Samenkanalchen gleichzeitig mit der Proliferation der
Spermatogonien ein (Bellve et al., 1977; Malkov et al., 1998). In Hoden von Tag 6 und 8 alten Mausen
sind daher nur Spermatogonien und somatische Zellen zu finden. Einige Spermatogonien
differenzieren und treten ab Tag 10 in die Meiose | ein, weshalb ab diesem Zeitpunkt Praleptotéan-
und Leptotan-Spermatocyten im Samenkanalchen gefunden werden kénnen. Zwischen Tag 12 und
Tag 20 sind meiotische Zellen verschiedener Stadien im Hoden angereichert: So kdnnen Zygotan-
Spermatocyten erstmals in Tag 12 Hoden nachgewiesen werden, Pachytan-Spermatocyten erst mit
Tag 14. Ab Tag 20 sind postmeiotische Zellen im Hoden vorhanden. Diese differenzieren im Verlauf
der Spermiogenese zu Spermien. Fiir eine Ubersicht der verschiedenen Keimzellstadien in Hoden
pubertierender Mause siehe Tabelle 1-1.

Tage nach der Geburt

Zelltyp 6 8 10 12 14 16 18 20
Spermatogonien 16 27 18 15 12 17 10 10
Preleptotdn-Spermatocyten 15 11 9 5 10 7
Leptotan-Spermatocyten 15 12 14 5 5 9
Zygotan-Spermatocyten 23 14 7 8 8
Pachytan-Spermatocyten 15 27 36 33
Sekundare Spermatocyten 1

Runde Spermatiden 1 4

Tabelle 1-1: Keimzellstadien im Hoden pubertierender Mause. Die Tabelle gibt den prozentualen Anteil an
Spermatogonien, primdren beziehungsweise sekundaren Spermatocyten und runden Spermatiden in
Mé&usehoden verschiedenen Alters an. Das Alter der Mause ist in Tagen nach der Geburt angegeben.
Somatische Zellen wurden nicht mit in die Tabelle aufgenommen, weshalb die relativen Zellmengen addiert
keine 100% ergeben. Tabelle abgewandelt nach Bellve et al., 1977.

1.1.1.3 Dieverschiedenen Stadien des Samenepithelzyklus

Die Spermatogenese verlauft in einem periodischen Prozess. Die Zeitspanne, die fiir die Entwicklung
eines reifen Spermiums aus einer Spermatogonie bendtigt wird, betragt bei der Maus ungefdhr 35
Tage. Alle 8,6 Tage wird ein neuer Zyklus angestoRen. Diese periodische Abfolge von Zyklen hat zur
Folge, dass alle 8,6 Tage in jedem bestimmten Bereich eines Samenkanalchens die gleichen
Assoziationen von Zelltypen zu beobachten sind (Clermont & Trott, 1969; Clermont, 1972; Eddy,
2002). Dieser Zyklus wird Samenepithelzyklus (englisch: cycle of the seminiferous epithelium)
genannt und kann anhand der ersten 12 Entwicklungsstufen der Spermiogenese in 12 Phasen
unterteilt werden (Oakberg, 1956). Als Kriterium dient hierfir besonders die Assoziation von
Spermien und Spermatogonien. Beispielsweise sind Spermatiden aus dem Stadium 5 der
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Spermiogenese immer mit Typ B-Spermatogonien und Pachytdn-Spermatocyten vergesellschaftet
(Ahmed & de Rooij, 2009). Die Stadien des Samenepithelzyklus und deren spezifische
Zellassoziationen sind in Tabelle 1-2 aufgefihrt.

Stadien des Samenepithelzyklus

Zelltypen | 1] 1 v \') Vi Vil Vil IX X Xl Xl
Spermatiden 13 13 14 14 15 15 16 16
Spermatiden 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

Meiotische
Spermatocyten P P P P P P P P P P/D D Teilung |, I

. As/ Ay B/ preL
Spermatogonien A, In In In/B B prel prel /L L L/z z Z/P
Spermatogonien A A A/ A, Aol A
A A

Spermatogonien A Aps Ayl Ay

Tabelle 1-2: Zellassoziationen in den verschiedenen Stadien des Samenepithelzyklus. (A;) Typ A.ge-Spermatogonie,
(Aor) Typ Apairea-Spermatogonie, (Ay) Typ Ajignea-SPermatogonie, (In) Intermedidre Spermatogonie, (B) Typ B
Spermatogonie, (prel) Praleptotdn-Spermatocyte, (L) Leptotdn-Spermatocyte, (Z) Zygotan-Spermatocyte, (P) Pachytan-
Spermatocyte, (D) Diplotan-Spermatocyte. Tabelle nach Ahmed & de Rooij, 2009.

1.1.2 Oogenese der Sduger

Die Oogenese beschreibt den Prozess, in dessen Verlauf aus prameiotischen Keimzellen reife Eizellen
ausgebildet werden. Auch sie kann in drei Phasen unterteilt werden: (1) die Proliferation von
Oogonien, (2) die Differenzierung der Keimzellen und (3) die Meiose. Im Menschen beginnt die
Oogenese zwischen dem zweiten und dem siebten Monat der Embryonalentwicklung. Ab diesem
Zeitpunkt teilen sich die etwa 1000 vorhandenen Oogonien und bilden so ungefahr sieben Millionen
Keimzellen aus, deren Mehrzahl allerdings stirbt (Atresie). Die verbleibenden Oocyten treten in die
Meiose | ein und durchlaufen die Prophase | der Meiose bis zum Diplotan-Stadium, in dem sie
arretiert werden (Baker & Scrimgeour, 1980). Dieses Stadium wird auch als Diktyotdn-Stadium
bezeichnet. Jede dieser primaren Oocyten wird von einer Schicht Granulosa- und Thecazellen
umhillt und bildet so einen primaren Follikel aus. In diesem Zustand verweilen die primaren Follikel
bis zur Geschlechtsreife des Individuums. Mit dem Einsetzten der Pubertdt werden jeden Monat 5-15
primare Follikel reaktiviert und durch follikelstimulierendes Hormon (FSH) und luteinisierendes
Hormon (LH) zur Reifung stimuliert. Die Reifung des Follikels dauert im Menschen ungefahr 85 Tage
und der GroRteil der Follikel stirbt wahrend dieses Prozesses. Im Menschen reift pro Zyklus
durchschnittlich nur eine Oocyte vollstindig heran. Diese wird durch den Anstieg des LH zur
Ovulation angeregt und vollendet die Meiose I. Ein Chromosomensatz verbleibt dabei in der Oocyte,
wahrend der andere in einem kleinen Teil des Cytoplasmas als Polkdrper abgeschniirt wird. Direkt im
Anschluss an die Meiose | bildet sich erneut eine Spindel aus und die Chromosomen lagern sich an
der Metaphaseplatte an. In diesem Stadium (also Metaphase Il) bleiben die Zellen, die nun Eizellen
heillen, bis zur Befruchtung oder der Degeneration arretiert. Mit der Fusion von Spermium und
Eizelle vollendet sich dann die zweite meiotische Teilung, wobei die Halfte der Chromatiden in der
Eizelle, die jetzt Zygote heiRt, verbleibt und die andere als zweiter Polkérper abgeschniirt wird. Nach
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der Verschmelzung der Vorkerne kann nun die erste mitotische Furchungsteilung stattfinden (siehe
auch Hunt & Hassold, 2008).

In der Maus verlduft die Oogenese dhnlich, jedoch in einem kiirzeren Zeitraum: Die Oogenese in der
Maus beginnt ungefahr am Tag 13 nach der Befruchtung (dpc, day post coitum). In Ovarien kénnen
ab diesem Tag die ersten sich teilenden Oogonien entdeckt werden. Am Tag 14 dpc ist die Mehrzahl
der Oogonien in die Meiose eingetreten und befindet sich im Leptotdn- oder Zygotan-Stadium. Mit
Tag 15 dpc befinden sich so gut wie alle Oogonien im Zygotan und friihen Pachytén. Zwischen Tag 16
dpc und Tag 19 dpc dominiert das Pachytdn-Stadium, wobei wahrend dieser Zeit viele Zellen
absterben. Von Tag 19 dpc an ist die Anzahl an Pachytdn-Zellen riickldufig und die meisten Oocyten
treten ins Diplotdn ein, in dem sie arretiert bleiben. Nach der Geburt beginnt die Oocyte zu wachsen
und es bildet sich ein primarer Follikel aus (Borum, 1961). Die Reifung des Follikels dauert bei
Mausen ungefahr 14 Tage (Hunt & Hassold, 2008).

1.1.3 Sexualdimorphismus der Gametogenese

Obwohl der Gametogenese sowohl beim Mannchen als auch beim Weibchen dasselbe Prinzip
zugrundeliegt, namlich die Reduktion des Chromosomensatzes und die homologe Rekombination,
gibt es dennoch betrachtliche geschlechtsspezifische Unterschiede (Zusammenfassung siehe Tabelle
1-3).

Der erste Unterschied liegt in dem zeitlichen Ablauf der Meiose: Die Meiose in mannlichen
Organismen setzt zu Beginn der Pubertat ein und lduft von diesem Zeitpunkt an kontinuierlich ab. Im
Gegensatz dazu beginnt die Meiose in weiblichen Organismen schon wahrend der
Embryonalentwicklung und erstreckt sich zudem {ber einen wesentlich langeren Zeitraum, da die
Gameten wahrend der Embryonalentwicklung in der Prophase | der Meiose arretiert werden. Sie
treten erst wieder in die Meiose ein, wenn sie nach Erlangung der Geschlechtsreife in periodisch
aufeinanderfolgenden Phasen hormonell zum Follikelwachstum und zur Ovulation angeregt werden.
In der Metaphase Il werden sie schlieBlich nochmals arretiert und vollenden die Meiose erst nach der
Befruchtung durch ein Spermium.

Auch die Zellen, die letztendlich aus der Gametogenese hervorgehen, unterscheiden sich sowohl in
ihrer Morphologie, als auch in ihrer Anzahl. Wahrend das Endprodukt der Oogenese ein haploides Ei
(und zwei Polkorper) ist, entstehen durch die Spermatogenese vier haploide Spermien.
Morphologisch unterscheiden sich die mannlichen und weiblichen Keimzellen deutlich, da jede
einzelne Oocyte von Granulosa- und Thecazellen umgeben wird und daher isoliert im Ovar vorliegt,
wohingegen Spermatocyten Uber Gap Junctions miteinander verbunden und von Sertoli- und Leydig-
Zellen umgeben sind.

Ein weiterer Unterschied liegt in der Differenzierung der Gameten. Oocyten differenzieren in der
Prophase | und dem Diktyotdn-Arrest, folglich vor der Reduktionsteilung und somit zu einem
Zeitpunkt, zu dem die Oocyten diploid sind. Wie schon beschrieben, differenzieren die mannlichen
Keimzellen nach Abschluss der Meiose wahrend der Spermiogenese. Folglich sind die mannlichen
Gameten zu dem Zeitpunkt der Differenzierung haploid.

Der letzte Unterschied betrifft die Regulation und Stringenz der Meiose. Besonders fiir den
Menschen konnte gezeigt werden, dass die Rate aneuploider Oocyten (<25%) wesentlich hoher ist als
die von Spermien (<2%) (Hassold & Hunt, 2001). Dies lieR die Vermutung aufkommen, dass die
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molekularen Ablaufe der Prophase | in mannlichen Organismen stringenter Uberwacht und
kontrolliert werden, als die in weiblichen Organismen. Diese weniger ausgepragte Stringenz von
molekularen Kontroll-Prozessen (diese werden auch Check-Points genannt), ist in Weibchen
wahrscheinlich fiir die erhdhte Rate von Aneuploidien nach der Meiose | verantwortlich (Morelli &
Cohen, 2005). Diese These konnte durch zahlreiche Knockout Maus Modelle belegt werden. So fiihrt
beispielsweise der Knockout des Axialelementproteins SYCP3 zur Unfruchtbarkeit von Mannchen,
Sycp3” Weibchen weisen allerdings eine Subfertilitat auf, die sich in einer geringeren WurfgréRe
2000, 2002). Als
Rekombinationsproteins MLH1 zu nennen. Auch hier sind die Mannchen steril, manche Oocyten in

duBert (Yuan et al., weiteres Beispiel ware der Knockout des

Weibchen kénnen allerdings zur Eizelle reifen und befruchtet werden. Diese entwickeln sich
allerdings nicht Gber das Ein-Zell-Stadium hinaus (Edelmann et al., 1996). Diese Beispiele zeigen, dass

Defekte, die durch das Fehlen meiosespezifischer Proteine ausgeldst werden, in mannlichen und
weiblichen Organismen zu unterschiedlichen Phanotypen fiihren kdnnen, da die Kontrollprozesse

wahrend der Meiose im Mannchen stringenter ablaufen als im Weibchen.

Oogenese

Spermatogenese

Zeitlicher
Ablauf der
Meiose

Meiosearrest

Produktion der
Gameten

Morphologie

Differenzierung
der Gameten

Aneuploidie-
Rate der
Gameten

Die Prophase | findet wahrend der Embryogenese
statt, die Metaphase | und alle darauffolgenden
Stadien laufen nach Erlangung der geschlechtlichen
Reife ab

1. Arrestpunkt im Diktyotan Stadium (wahrend der
Prophase | bis mindestens zum Einsetzten der
Pubertét)

2. Arrestpunkt Metaphase Il (bis zur Befruchtung)

Aus einer Keimzelle entsteht eine haploide Oocyte
(und zwei Polkorper)

Meist ovuliert nur eine Oocyte pro
Menstruationszyklus

Jede Oocyte liegt isoliert im Ovar vor und wird von
Granulosazellen umgeben

Die Differenzierung findet wahrend der Prophase |
und des Diktyotdn-Arrests statt, also wahrend die
Zellen diploid sind

Im Menschen bis zu 25%

Die Meiose beginnt mit dem Einsetzten der
Pubertat und lduft von da an kontinuierlich
ab

nein

Aus einer Keimzelle entstehen vier haploide
Spermien;

Millionen von Spermien stehen pro
Ejakulation zur Verfligung

Spermatocyten sind durch Gap Junctions
miteinander verbunden und werden von
Sertoli- und Leydig-Zellen umgeben

Die Differenzierung findet in haploiden Zellen
statt, also nachdem die Meiose beendet
wurde

Im Menschen bis zu 2%

Tabelle 1-3: Sexualdimorphismus der Gametogenese; Tabelle nach Morelli & Cohen, 2005.
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1.2 Meiose

Fiir die Entstehung von Keimzellen sich sexuell fortpflanzender Organismen ist eine besondere Form
der Zellteilung notwendig: die Meiose. Wahrend bei der Zellteilung in somatischen Zellen (Mitose)
zwei genetisch identische Zellen entstehen, ist die Meiose durch eine Reduktion des
Chromosomensatzes und durch die Rekombination genetischen Materials der homologen
Chromosomen gekennzeichnet (siehe Abbildung 1-1). Die Rekombination genetischen Materials ist
entscheidend fiir sich sexuell fortpflanzende Organismen, da durch sie genetische Vielfalt unter den
Nachkommen erzielt wird, die fur die Evolution von zentraler Bedeutung ist. Auch die Reduktion des
Chromosomensatzes ist von elementarer Bedeutung, um die Chromosomenzahl in der
Folgegeneration aufrecht zu erhalten. Die Reduktion des Chromosomensatzes wird wahrend der
Meiose dadurch erreicht, dass auf eine Replikationsrunde der DNA zwei Teilungsschritte folgen.
Dabei tauschen die aus zwei Schwesterchromatiden bestehenden homologen Chromosomen
wahrend der ersten Teilung (Meiose 1) genetisches Material aus und werden anschliefend so auf
zwei Tochterzellen verteilt, dass jede dieser Zellen nur noch eine Kopie jedes homologen
Chromosomenpaares besitzt. Diese erste Teilung wird auch als Reduktionsteilung bezeichnet. Die
darauf folgende zweite Teilung (Meiose Il) gleicht in wesentlichen Grundziigen der Mitose. Wahrend
der Meiose Il werden die Schwesterchromatiden voneinander getrennt und nach dem Zufallsprinzip
auf die Tochterzellen verteilt (siehe Abbildung 1-1). Folglich verflgt jede der vier wahrend der
Meiose produzierten Zellen liber eine einzelne (haploide) Kopie jedes Chromosoms (siehe Abbildung
1-1).

Mitose
S-Phase
Meiose @
._, = =
S-Phase /\ Meiose | Meiose Il @
Chiasmata @

Abbildung 1-1: Vergleich zwischen Mitose und Meiose. Wahrend sich bei der Mitose (oberer Bildabschnitt)
nach der Synthese der DNA eine Zellteilung anschlieft, die zu zwei identischen Tochterzellen fiihrt, folgen
auf die Synthese-Phase der Meiose (unterer Bildabschnitt) zwei Teilungen: Bei der ersten Teilung trennen
sich die homologen Chromosomen nach der Rekombination genetischen Materials, wodurch zwei Zellen mit
halbiertem Chromosomensatz entstehen (Meiose |). In der darauffolgenden zweiten meiotischen Teilung
werden die Schwesterchromatiden nach dem Zufallsprinzip auf die Tochterzellen verteilt und es entstehen
vier haploide, genetisch unterschiedliche Zellen. Zur Vereinfachung wurde je nur ein vaterliches (blau) und
ein mitterliches (rot) Chromosom dargestellt. Abbildung nach Zickler & Kleckner, 1998.
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1.2.1 Meiosel

Fiir eine korrekte Separation der homologen Chromosomen wahrend der Meiose |, missen sich die
homologen Chromosomen im Zellkern finden (Paarung), sie missen physikalisch miteinander
verbunden werden (Synapse) und genetisches Material muss zwischen ihnen ausgetauscht werden
(homologe Rekombination). Diese komplexen Prozesse erfolgen in einem streng regulierten Ablauf
und sind von der Beteiligung verschiedender Proteine und Proteinkomplexe abhangig.

Die Meiose | kann in vier Abschnitte unterteilt werden: Prophase |, Metaphase |, Anaphase | und
Telophase I. Nach der Synthese der DNA treten die Keimzellen in die Prophase | ein. Die Prophase | ist
die zeitlich langste Phase der Meiose. Sie dauert in mannlichen Mausen mehrere Tage (siehe Tabelle
1-1)) und in Oocyten sogar mehrere Monate beziehungsweise Jahre (siehe 1.1.2). Sie ist die
wichtigste Phase der Meiose |, da in ihr sowohl die Paarung der homologen Chromosomen, als auch
die Synapse und die homologe Rekombination stattfinden. Die Prophase | kann morphologisch
wiederum in fiinf Stadien unterteilt werden: Leptotadn, Zygotan, Pachytan, Diplotan und Diakinese.

Im Leptotdn (leptos, griechisch: diinn) ist die DNA Replikation vollstandig abgeschlossen und jedes
Chromosom besteht aus zwei Schwesterchromatiden. Die Chromosomen beginnen zu kondensieren,
wodurch sie im Lichtmikroskop als fadige Strukturen sichtbar werden. An den Centromeren bilden
sich die Kinetochore aus, die in der Metaphase als Ansatzpunkt fir die Mikrotubuli des
Spindelapperates dienen. Im Leptotdn beginnt auch die Assoziation von
Synaptonemalkomplexproteinen und Kohasinen an die Chromosomenachsen. Diese Achsen werden
zu diesem Zeitpunkt als Axialelemente (AEs) bezeichnet und deren Ausbildung markiert den Beginn
des Synaptonemalkomplex (SC) Assembly. Zwischen den AEs bilden sich DNA Briicken aus, die als
axiale Assoziationen bezeichnet werden (Albini & Jones, 1984). Des Weiteren wird im Leptotdn mit
dem Einfiigen von DNA Doppelstrangbriichen (DNA DSBs) durch das Enzym SPO11 und mindestens
zwei weiteren assoziierten Proteinen die homologe Rekombination initiiert (Kumar et al., 2010;
Kumar & de Massy, 2010). Nach der Prozessierung der 3‘ Uberhidnge der DNA DSBs kann die
Stranginversion durch die Proteine DMC1 und Rad51 initiiert werden (Kumar & de Massy, 2010). Im
Leptotan heften sich auch die Telomere der Chromosomen (iber die ,,Anheftungsplatte meiotischer
Chromosomen” (englisch: attachment plate) an die Kernhiille an (Liebe et al., 2004). Dabei verknipft
der LINC-Komplex die Chromosomen Uber die Kernhiille mit dem Zytoskelett (Schmitt et al., 2007;
Méjat & Misteli, 2010). Auf diesen Anheftungsplatten beginnen die Telomere nun entlang der
Kernhille zu wandern. Die Dynamik der Telomere dirfte hierbei durch eine lokale Aufweichung der
Lamina durch das meiosespezifische Lamin C2 ermdoglicht werden (Jahn et al., 2010).

Die Wanderung der Telomere wird im Zygotan (zygos, griechisch: Paar) fortgesetzt und fiihrt dazu,
dass die Telomere in einer Halfte des Zellkerns polarisieren. Dieser Zustand wird als Bouquet-Stadium
bezeichnet, ist evolutionir hoch konserviert und spezifisch fiir die Meiose (fiir eine Ubersicht siehe
Zickler & Kleckner, 1998). Eine Funktion des Bouquet-Stadiums ist es, die Paarung und Synapse der
homologen Chromosomen zu erleichtern, indem es die Homologen durch die Bewegungen der
Telomere entlang der Kernhille ndher zusammenbringt (Scherthan et al., 1996; Zickler & Kleckner,
1998; Alsheimer, 2009). Im Zygotan lagern sich auch die Rekombinationsproteine Msh4 und RPA an
die zuvor von DMC1 und Rad51 assoziierten Foci und markieren so Stellen spaterer doppel Holliday-
Strukturen (dHJs, double Holliday Junctions) (Ross-Macdonald & Roeder, 1994). AuRerdem beginnt
im Zygotan die Ausbildung eines vollstandigen SC zwischen den homologen Chromosomen. Die im
Leptotan gebildeten AEs werden dabei (iber Transversalfilamente (TFs) miteinander verbunden und
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werden ab diesem Zeitpunkt Lateralelemente (LEs) genannt. Dieser Prozess wird als Synapse
bezeichnet und schreitet im weiteren Verlauf des Zygotans mit der Ausbildung eines vollstandigen SC
Uber die gesamte Lange der Homologen voran.

Im Pachytan (pakhus, griechisch: dick) sind die homologen Chromosomen {iber ihre gesamte Lange
Uber einen SC miteinander verbunden. Eine Ausnahme bilden hierbei die Gonosomen der
mannlichen Keimzellen. Diese sind nur an der pseudoautosomalen Region, dem einzig homologen
Abschnitt, Gber den SC miteinander verbunden. Zusétzlich setzen sich X und Y Chromosom aufgrund
ihres hohen Kondensationsgrades vom restlichen Chromatin ab und bilden so den XY Body aus. Im
Lichtmikroskop sind die homolog gepaarten Chromosomen, die zu diesem Zeitpunkt auch als
Bivalente bezeichnet werden, als kurze, dicke, fadige Strukturen sichtbar. Das Bouquet-Stadium ist zu
diesem Zeitpunkt bereits wieder vollstandig aufgel6st. Im Pachytdn schreitet auch die homologe
Rekombination voran und es bilden sich nach der Assoziation von MLH1 und anderen Proteinen
Crossing-over Strukturen (COs) aus. An diesen Stellen wird genetisches Material zwischen den
Homologen getauscht.

Im anschlieBenden Diplotan (diploos, griechisch: doppelt) beginnt sich der SC wieder aufzulésen und
das Chromatin dekondensiert. Die Homologen bleiben nur an den Stellen, an denen ein CO
stattgefunden hat, miteinander verbunden. Diese Stellen werden im Lichtmikroskop als Chiasmata
sichtbar. Oocyten werden in einer besonderen Form des Diplotans, dem Dictyotdn, Gber mehrere
Jahre arretiert. In diesem Stadium findet auch aktive Genexpression statt.

In der Diakinese (kinesis, griechisch: Bewegung) kondensiert das Chromatin wieder und die
Genexpression kommt zum Stillstand. Lichtmikroskopisch sind die Chiasmata und pro Bivalent je vier
Chromatiden sichtbar.

Im Anschluss an die Prophase | |6st sich zu Beginn der Metaphase | die Kernhiille auf und die
Bivalente ordnen sich entlang der Metaphaseplatte an. Diese Anordnung erfolgt durch ein
Kraftegleichgewicht, das durch den Spindelapparat aufgebaut wird. Dabei strahlen die Mikrotubuli
des Spindelapparats von gegeniiberliegenden Polen der Zelle aus und heften sich an die
Kinetochoren an. Wahrend es in der Metaphase der Mitose beziehungsweise der Meiose Il zu einer
bipolaren Orientierung der Schwesterkinetochore kommt, bei der die Schwesterkinetochoren mit
verschiedenen Zellpolen assoziiert sind (amphitelische Anlagerung), verbinden sich die
Schwesterkinetochoren wahrend der Metaphase | mit Mikrotubuli desselben Zellpols (Petronczki et
al., 2003). Diese Anlagerung wird auch als synthelische Anlagerung bezeichnet und fihrt zur
Monoorientierung der Schwesterkinetochore (Petronczki et al, 2003). Die Bivalente werden
wahrend dieser Phase durch die Chiasmata zusammengehalten. Liegen alle Bivalente in
Monoorientierung entlang der Metaphaseplatte, kdnnen mit Beginn der Anaphase | die homologen
Chromosomen getrennt werden. Dies erfolgt durch das Auflésen der Kohasion zwischen den Armen
der Schwesterchromatiden. Die Kohdsine in der Centromerregion bleiben allerdings erhalten und
gewahrleisten, dass die Schwesterchromatiden zusammenbleiben und zu den jeweiligen Zellpolen
gezogen werden (Petronczki et al., 2003; Revenkova & Jessberger, 2005). Da es dem Zufall
Uberlassen bleibt, mit welchem Zellpol sich die vaterlichen und miitterlichen Chromosomen Uber die
Mikrotubuli verbinden, ist auch die Verteilung der Homologen auf die Tochterzellen willkirlich. Bei
der darauf folgenden Telophase | bilden sich zwei neue Kernhiillen um die jeweils vollstandigen
einfachen Chromosomensatze, bestehend aus je zwei Chromatiden.
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1.2.2 Meiosell

Die in der Meiose | entstandenen Zellen treten nun ohne vorausgegangene DNA Replikation in die
Meiose Il ein. Wie bereits erwadhnt, verlauft die Meiose Il dhnlich der Mitose. Bei beiden Teilungen
werden die Schwesterchromatiden auf unterschiedliche Tochterzellen verteilt.

Wahrend der Meiose Il kondensiert das Chromatin, die Kinetochore assoziieren mit den
Schwesterchromatiden und ein Spindelapparat wird ausgebildet. In der Metaphase Il verbinden sich
die Schwesterkinetochore mit Mikrotubuli entgegengesetzter Pole und lagern sich so amphitelisch an
der Metaphaseplatte an. Sind alle Chromosomen entlang der Metaphaseplatte ausgerichtet, wird die
Kohdsion zwischen der Centromerregion der Schwesterchromatiden aufgelést und die
Schwesterchromatiden werden in der Anaphase Il zu den entgegengesetzten Polen gezogen. In der
Telophase |l bilden sich zwei neue Kernhillen aus. Somit sind aus einer diploiden Keimzelle vier
haploide Zellen entstanden.
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1.3 Makromolekulare Architektur meiotischer Chromosomen

1.3.1 Kohisine und Kondensine

1.3.1.1 Kohdsine

Die Kohdasion zwischen Schwesterchromatiden spielt fur die Segregation der Chromosomen wéahrend
des Zellzyklus eine essentielle Rolle (siehe auch 1.2). Sie unterliegt wahrend Mitose und Meiose
verschiedenen Regulationsmechanismen: Wahrend in der Anaphase der Meiose | die Homologen
voneinander getrennt werden und die Schwesterchromatiden verbunden bleiben, missen sich die
Schwesterchromatiden wahrend der Anaphase der Mitose oder Meiose Il voneinander trennen.
Sowohl in somatischen, als auch in meiotischen Zellen, werden die Schwesterchromatiden durch den
Kohasin-Komplex zusammengehalten. Dieser besteht in somatischen Saugerzellen aus den
Bestandteilen SMC1, SMC3, Rad21 und SA1/SA2 (Nasmyth, 2001). Dabei bilden SMC1a und SMC3 ein
Heterodimer, welches aus zwei Armen, zwei Kopfdomanen (jeweils assoziiert mit einem Arm) und
einer Gelenkregion aufgebaut ist (siehe Abbildung 1-2, A). Dieser Aufbau verleiht dem Molekdl eine
V-ahnliche Form, die es der Kohasin-Einheit ermdglicht, zwei Schwesterchromatiden mit ihren Armen
wie eine Klammer zu umgreifen. Die Klammer kann im Anschluss durch die Anlagerung von Rad21
und SA1/SA2 verschlossen werden, indem Rad21 die Kopfdoménen miteinander verbindet. Diese
Ausbildung einer ringartigen Kohasin-Einheit dient wahrscheinlich einer topologischen Interaktion
mit der DNA (Gruber et al., 2003).

Da durch die Besonderheiten der Meiose eine andere Abfolge der Segregation der Chromosomen
notwendig ist, ist es nicht verwunderlich, dass es meiosespezifische Varianten mancher Kohasin-
Untereinheiten gibt: Fir RAD21 existieren in Vertebraten die meiotischen Homologen REC8 (Parisi et
al., 1999; Watanabe & Nurse, 1999) und RAD21L (Lee & Hirano, 2011). SA1/SA2 besitzen das
meiotische Homolog STAG3 (Pezzi et al., 2000). Auch SMCla verfiigt Gber ein meiosespezifisches
Homolog: SMC1pB (Revenkova et al., 2001). Diese Kohdsin-Untereinheiten konnen Mischkomplexe
mit den somatischen Homologen eingehen und so mindestens sechs Kohdsin-Komplexe ausbilden
(siehe Abbildung 1-2 und (Revenkova & Jessberger, 2005; Lee & Hirano, 2011)).

A B C
@ SMCla SMCla @ SMCla
z S
2 @ ® @ @
. © @. ™ ©
& o~ &
D E F
SMC1pB SMC1B SMC1pB
:
@ e @
& @ &

Abbildung 1-2: Schematische Darstellung mitotischer (A) und meiotischer (A-F) Kohdsin-Komplexe. Es wurden bis jetzt
mindestens sechs Kohasin-Komplexe in Meiocyten isoliert, die alle noch nicht vollstandig charakterisiert sind. Abbildung nach
Revenkova & Jessberger, 2005 und Lee & Hirano, 2011.
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Im Verlauf der Meiose lagern sich die Kohasin-Untereinheiten SMC1B und SMC3 im Leptotdn
zeitgleich mit den AEs/LEs-Proteinen SYCP2 und SYCP3 an die chromosomalen Achsen an (Eijpe et al.,
2000; Revenkova et al., 2001). Hingegen werden REC8 und RAD21L schon vor der meiotischen S-
Phase an die chromosomalen Achsen rekrutiert (Eijpe et al., 2003; Lee & Hirano, 2011). RAD21L wird
mit der Ausbildung der COs vollstandig von den Achsen depletiert. Hingegen wird REC8 erst kurz vor
der ersten meiotischen Teilung von den Chromosomenarmen entfernt und bleibt in der
unmittelbaren Region der Centromere bis zum Beginn der Anaphase |l erhalten (Buonomo et al,
2000).

Diese Beobachtung kann auch erklaren, wie die Kohdsion wahrend der Meiose ablauft. Diese wird
durch das schrittweise Entfernen der Kohésin-Komplexe bewerkstelligt (siehe Abbildung 1-3 und
Revenkova & Jessberger, 2005). Wahrend der Anaphase | wird die Schwesterchromatid-Kohasion an
den Chromosomenarmen aufgeldst. Hierzu werden die Kohdsin-Untereinheit REC8 und RAD21,
nachdem sich alle Bivalenten an der Metaphaseplatte angelagert haben, entlang der
Chromosomenarme durch das Enzym Separase geschnitten. Durch die Spaltung von REC8 und RAD21
kann sich die Ring-Striktur des Kohdsin-Komplexes 6ffnen. Dies wird durch die Aktivitdt des Anaphase
fordernden Komplexes (APC) ausgelost. Die Centromer-Kohd&sion wird durch Proteine der Shugoshin-
Familie geschiitzt. In der Hefe schiitzt Shugoshin wahrend der Anaphase | Rec8p in der naheren
Umgebung der Centromere vor dem Abbau durch das Enzym Separase (Revenkova & Jessberger,
2005). In Vertebraten konnte Shogushin-2 charakterisiert werden, das die Centromer-Kohéasion
aufrecht erhalt (Llano et al., 2008). Durch die Auflosung der Arm-Kohasion wahrend der Anaphase |
konnen die COs aufgelost und die Homologen, die immer noch Ulber die Centromer-Kohasion
miteinander verbunden sind, so zu entgegengesetzten Zellpolen gezogen werden. Wahrend der
Anaphase Il wird die Centromer-Kohasion aufgel6st und die Schwesterchromatiden kdnnen so auf
die zwei entstehenden Tochterzellen aufgeteilt werden (Llano et al., 2008).

Gl nach S-Phase Abbildung 1-3: Schematische Darstellung der
Kohasin-Komplexe wahrend der Meiose in

Vertebraten. Nach der S-Phase werden die

—_— Schwesterchromatiden Uber ihre gesamte Lange

durch Kohasin-Komplexe miteinander verbunden.

Nachdem sich wahrend der Prophase | COs

ausgebildet und sich die homologen

Metaphase | Anaphase | Chromosomen an  der  Metaphaseplatte

a angelagert haben, wird durch die Aktivierung von

00 Separase (gelb) das meiosespezifische Kleisin
t= = = GG = REC8 (griin) entlang der Chromosomenarme
gespalten. An den Centromeren bleibt RECS8
Aktive ¢4a durch d in Shugoshin-2 vor der S
Separase 0 09 urch das Protein Shugoshin-2 vor der Separase-
@ Aktivitat geschitzt. Durch die Auflésung der Arm-

Kohasion konnen sich die COs aufléosen und die

|

Homologen werden zu den entgegengesetzten
Zellpolen gezogen. Zu Beginn der Anaphase I

wird schlieflich die Centromer-Kohasion in einer
& = - ® 9] = Separase-abhdngigen Reaktion entfernt und die
Q Schwesterchromatiden  konnen  auf  zwei
Aktive @ Tochterzellen verteilt werden. Abbildung nach
Separase
Buonomo et al., 2000.

Metaphase Il Anaphase Il
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1.3.1.2 Kondensine

Kondensine bestehen genauso wie Kohasine-Proteinkomplexe aus SMC Proteinen (SMC2 und SMC4)
und nicht-SMC Proteinen. Auch die SMC-Untereinheiten der Kondensine bilden eine V-dhnliche
Struktur aus, die durch die nicht-SMC Proteine zu einer ringférmigen Struktur geschlossen werden
kann. Wahrend der Mitose sind Kondensine unter anderem fiir die Verdichtung des Chromatins
verantwortlich. Dies ist notwendig, damit die Segregation der Schwesterchromatiden normal
ablaufen kann (Wood et al., 2010). Auch im Verlauf der Meiose werden Kondensine fir die
Verdichtung des Chromatins benétigt. Zudem férdern Kondensine in der Hefe die Ausbildung des SC
und sind essentiell fir die Anlagerung von Proteinen, die flr das Entfernen von Kohdasin-Komplexen
wahrend der Prophase | benotigt werden. In C. elegans konnte den Kondensinen eine Funktion in der
Regulation von COs nachgewiesen werden. Zudem scheinen sie hier die Ladnge der AEs des SC zu
regulieren (Wood et al., 2010).

1.3.2 Der Synaptonemalkomplex

Der Synaptonemalkomplex (SC) ist eine proteindse Struktur,
die sich zwischen den Homologen wahrend der Meiose |
ausbildet. Er wurde 1956 erstmals in Spermatocyten des
Krebses (Moses, 1956), und wenig spater auch im Schwein, der
Katze und im Menschen (Fawcett, 1956) beschrieben. Er wird
als Leiter-dhnliche Struktur im Elektronenmikroskop sichtbar
(siehe Abbildung 1-4). Die Holme der Leiter werden
Lateralelemente (LEs) genannt und sind auf der AuRenseite mit
den chromosomalen Achsen assoziiert. Die Sprossen der Leiter
bilden die Transversalfilamente (TFs), die mit den LEs
interagieren und den Raum zwischen zwei LEs durchspannen.
Bevor zwei LEs ({ber Transversalfilamente miteinander
verbunden sind, werden diese als Axialelemente (AEs)
bezeichnet. Den Raum zwischen zwei LEs nennt man
Zentralregion (CR). In ihr befinden sich die eben schon

erwdhnten TFs und eine elektronendichte Struktur in der
Abbildung 1-4: Elektronenmikroskopische
Aufnahme des SC der Maus: Der SC ist
eine proteindse  Struktur, die sich Abbildung 1-4 und Abbildung 1-5).

zwischen den homologen Chromosomen

wihrend der Prophase | der Meiose Die Ausbildung des SC beginnt im Leptotdan mit dem Assembly
ausbildet. Er besteht aus

Lateralelementen (LEs), die sich an das . .
Chromatin anlagern (Chromatin ist mit verbunden, ein Prozess, der Synapse genannt wird. In

einem Stern markiert) und einem  Pachytin-Zellen verbindet der SC alle Homologen lber ihre
Zentralelement (CE), das im

Elektronenmikroskop als dichte Struktur
zwischen den LEs sichtbar wird. Abbau des SC beginnt im Diplotan.

Mitte, die als Zentralelement (CE) bezeichnet wird (siehe

der AEs. Diese werden im Zygotdn Uber TFs miteinander

komplette Lange mit Ausnahme von X und Y Chromosom. Der

Die Ausbildung eines vollstandigen SC zwischen den homologen Chromosomen ist essentiell fiir die
Fertilitdt von Mausen und auch fiir ein korrektes Fortschreiten der homologen Rekombination (de
Vries et al., 2005; Bolcun-Filas et al., 2007, 2009; Hamer et al., 2008). Auf der anderen Seite ist aber
auch die homologe Rekombination essentiell flir die Ausbildung eines vollstandigen SC (Romanienko
& Camerini-Otero, 2000). Diese beiden Prozesse sind also wechselseitig voneinander abhangig.
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Da der SC eine essentielle Funktion fiir die Rekombination und die Fertilitat Gbernimmt, wurde diese
Struktur wahrend der Evolution stark konserviert. Dennoch kann nicht in allen Organismen ein SC
nachgewiesen werden. So kénnen sich die homologen Chromosomen in der Bierhefe (Saccharomyces
pombe), dem Pilz Aspergillus nidulans und auch dem Drosophila melonogaster Mannchen korrekt
paaren ohne, dass sich ein SC ausbildet (Rasmussen, 1973; Olson et al.,, 1978; Egel-Mitani et al.,
1982). In allen anderen Modelorganismen konnte eine SC Struktur nachgewiesen werden.
Interessanterweise sind allerdings die SC-spezifischen Proteine in diesen Organismen nicht immer in
ihrer Primarstruktur (Aminosaduresequenz) konserviert, sondern es ist vielmehr eine Konservierung
auf struktureller Ebene zu beobachten (Page & Hawley, 2004). In dem nachsten Abschnitt werden die
SC-spezifischen Proteine von Nagern naher beschrieben.

SYCE1

SYCE2/Tex12

SYCP1 Dimer

SYCP2,
SYCP3,
Kohasine

Chromatin

Abbildung 1-5: Schematische Darstellung des Synaptonemalkomplexaufbaus bei Sdugern. Der Synaptonemalkomplex
besteht aus den Lateralelementen (LEs), dem Zentralelement (CE) und Transversalfilamenten (bestehend aus SYCP1
Dimeren). Die LEs (blau) assoziieren mit dem Chromatin und sind in diesem Model vereinfacht dargestellt. Sie bestehen aus
den zwei SC-spezifischen Strukturproteinen SYCP2 und SYCP3, zahlreichen Kohasinen und den HORMA-Domanen Proteinen.
Das CE enthalt die N-Termini von sich gegeniiberliegenden SYCP1 Molekiilen und die CE-spezifischen Proteine SYCE1 (griin)
und den SYCE2/Tex12 Komplex (rot). Die Transversalfilamente werden durch SYCP1 Dimere ausgebildet (lila).
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1.3.2.1 Spezifische Proteine des SC

1.3.2.1.1 Proteine der AEs/LEs

Die AEs/LEs bei Sdugern bestehen hauptsachlich aus den Proteinen SYCP2 und SYCP3. Diese kénnen
miteinander (Yang et al., 2006), mit dem Chromatin und mit Kohasinen interagieren (Eijpe et al.,
2000).

SYCP3

Mit der Charakterisierung von SYCP3 gelang es der Gruppe um Heyting erstmals einen Bestandteil
der AEs in Nagern zu identifizieren (Heyting et al.,, 1987). SYCP3 wird meiosespezifisch exprimiert.
Erstmals kann es im Leptotan an den AEs nachgewiesen werden, von diesen dissoziiert es im Diplotan
und bleibt schlieRlich bis zur Metaphase | mit dem Centromerbereich der Chromosomen assoziiert
(Dobson et al., 1994; Page & Hawley, 2003). SYCP3 ist ein basisches Protein (isoelektrischer Punkt:
9,4) von 257 Aminosauren (Lammers et al.,, 1994). Genaue Untersuchungen konnten zeigen, dass in
Maus und Ratte zwei Isoformen von SYCP3 existieren, die ein Molekulargewicht von 30
beziehungsweise 33 kDa aufweisen (Heyting et al., 1987; Lammers et al., 1994; Alsheimer et al.,
2010). In anderen Organismen (Mensch, Medaka, Hamster (Dobson et al., 1994; Miyamoto et al.,
2003; Baier et al., 2007a)) hingegen konnte nur eine SYCP3 Variante gefunden werden. SYCP3 verfligt
Uber eine Coiled-coil Doméane, die in der C-terminalen Halfte des Proteins gelegen ist. Diese Coiled-
coil Domaéne ist fur die Ausbildung homotypischer Wechselwirkungen essentiell (Tarsounas et al.,
1997). In der N-terminalen Hélfte von SYCP3 liegt ein Kernlokalisationssignal (Lammers et al., 1994)
und ein sogenanntes Motiv-A, das charakteristisch flir nukleotidbindende Proteine ist (Lammers et
al., 1994).

AulRerdem findet man Uber die gesamte Aminosduresequenz verteilt putative
Phosphorylierungsstellen. Interessanterweise konnte gezeigt werden, dass der
Phosphorylierungszustand von SYCP3 Einfluss auf dessen Polymerisationseigenschaften austbt.
Exprimiert man SYCP3 in somatischen Zellen, so kénnen sich homophile Bindungen ausbilden und es
entstehen dicke Filamente im Zellkern (Yuan et al., 1998). Fir diese Interaktion sind zum einen die
Coiled-coil Domédne und die N-terminale nicht-Helikale Domane und zum anderen die konservierten
Strukturmotive CM1 und CM2 notwendig (Baier et al., 2007b). AuRerdem konnte 1999 gezeigt
werden, dass der Phosphorylierungszustand von SYCP3 die subzelluldare Lokalisation des Proteins
verdandern kann: wahrend nichtphosphoryliertes SYCP3 an den chromosomalen Achsen lokalisiert,
wird phosphoryliertes SYCP3 graduell von diesen abgeldst (Tarsounas et al., 1999a). Dies lasst
vermuten, dass der Phosphorylierungszustand von SYCP3 Einfluss auf die SC Organisation nimmt.

Um die Funktion von SYCP3 fiir den Assembly Prozess des SC und fiir die Meiose zu untersuchen,
wurde eine Sycp3” Knockout Maus hergestellt. Interessanterweise fiihrt die Deletion von SYCP3 zu
einem sexuell dimorphen Phanotyp. Wihrend ménnliche Sycp3” Tiere infertil sind, kénnen weibliche
Sycp3'/' Mause zwar Nachwuchs hervorbringen, weisen aber eine deutlich reduzierte WurfgroRe auf
(Yuan et al., 2000, 2002). Die Infertilitat beim Sycp3'/' Mannchen resultiert aus einem Abbruch der
Meiose im Zygotan-Stadium (Yuan et al.,, 2000). Durch ein Fehlen von postmeiotischen Stadien sind
die Hoden von Sycp3'/' Tieren im Vergleich zu wildtypischen Geschwistern deutlich verkleinert. Die
Depletion von SYCP3 filihrt beim Mannchen dazu, dass keine AEs ausgebildet werden kénnen. Auch
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das Assembly der CR ist in diesen Tieren verdndert, da das Transversalfilamentprotein SYCP1 im
Vergleich zum Wildtyp kiirzere Strukturen ausbildet, die zudem fragmentiert sind und axiale Licken
aufweisen (Yuan et al, 2000; Liebe et al., 2004). Interessanterweise ist aber die Erkennung und
Paarung der Homologen in Sycp3” Spermatocyten und Oocyten nicht beeintréchtigt (Yuan et al.,
2002; Liebe et al., 2004).

Die Reduktion der WurfgroRe in weiblichen Sycp3”" Mausen resultiert daraus, dass eine erhéhte
Anzahl an Embryonen in utero stirbt. Eine Untersuchung von Metaphase | Sycp3'/' Oocyten ergab,
dass eine im Vergleich zum Wildtyp deutlich erh6hte Rate an aneuploiden Zellen zu beobachten war.
Diese Aneuploidie in Sycp3”" Oocyten ist wahrscheinlich die Folge einer erniedrigten Chiasmata
Ausbildung, die durch das Fehlen von SYCP3 ausgelost wird. Dabei spielt wahrscheinlich die
lickenhafte Ausbildung von Transversalfilamenten zwischen den Homologen und das Fehlen von AEs
(auch SYCP2 kann nicht an den chromosomalen Achsen lokalisieren) eine entscheidende Rolle (Yuan
et al., 2002).

SYCP2

SYCP2 ist mit seinem Molekulargewicht von 173 kDa das groRte bis jetzt beschriebene
Synaptonemalkomplexprotein. Es ist ein aus 1505 Aminosduren bestehendes basisches Protein
(isoelektrischer Punkt 8,0) und wird meiosespezifisch exprimiert. Die Proteinsequenz von SYCP2
verfligt im C-Terminus Uber eine Coiled-coil Domane (Aminosdure 1364 bis 1499) und Uber DNA-
bindende Motive (S/T-P Motive), die eine unspezifische Interaktion mit der DNA ermoglichen.
Zusatzlich kann SYCP2 mithilfe seiner Kernlokalisationssequenzen in den Zellkern transportiert
werden. Elektronenmikroskopische Studien haben ergeben, dass SYCP2 an den AEs des SC lokalisiert
(Offenberg et al., 1998). Durch das Herstellen einer Mauslinie, bei der die fir die Coiled-coil Domane
kodierende Region des SYCP2 Gens deletiert wurde, konnte gezeigt werden, dass intaktes SYCP2
Protein notwendig ist fiir ein korrektes Fortschreiten der Meiose in Mannchen. Der Abbruch der
Meiose fiihrt in mannlichen Sycp2 Mutanten zur Infertilitdt. Weibchen dagegen verfiigen Gber eine
Subfertilitat, die sich in reduzierten WurfgroRen duRert (Yang et al., 2006). Die Deletion der Coiled-
coil Domane in SYCP2 verandert zudem sowohl in Weibchen als auch in Mannchen die Ausbildung
der AEs und die Synapse zwischen den Homologen. So kann zum Beispiel SYCP3, die andere
Hauptkomponente der AEs, in dieser Mauslinie nicht mehr an die AE-dhnlichen Strukturen rekrutiert
werden. Diese Beobachtung und zusatzliche Bindungsstudien zwischen SYCP3 und SYCP2 zeigen, dass
SYCP2 iiber die Coiled-coil Doméne mit SYCP3 interagieren kann (Tarsounas et al., 1997; Yang et al.,
2006). Weitere Bindungsstudien zwischen SYCP2 und SYCP1, der Hauptkomponente der TFs, konnten
zeigen, dass der C-Terminus von SYCP2 durch seine Interaktion mit dem C-Terminus von SYCP1 ein
Bindeglied zwischen den LEs und den TFs darstellt (Winkel et al., 2009).

1.3.2.1.2 Proteine der CR

Die CR des SC umfasst den Bereich zwischen zwei LEs. In ihr befinden sich die TFs, deren
Hauptkomponente das Protein SYCP1 ist. In der Mitte der CR befindet sich das CE, in dem die N-
Termini von SYCP1 und noch mindestens vier weiteren CE-spezifischen Proteinen lokalisiert sind
(Costa et al., 2005; Hamer et al., 2006). Die einzelnen Proteinkomponenten der CR in Sdugern sollen
im nachsten Abschnitt genauer beschrieben werden.
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SYCP1

SYCP1 besteht aus 946 Aminosduren (Ratte) und hat ein Molekulargewicht von 111 kDa (Meuwissen
et al.,, 1992). SYCP1 ist ein fibrilldires Molekil, das aus einer zentralen Coiled-Coil Domane und
flankierenden globuldren C- und N-Termini besteht (Meuwissen et al.,, 1992). Es wird spezifisch
wahrend der Prophase | exprimiert, wobei es erstmals im Zygotdn nachgewiesen werden kann. Es
lokalisiert hier spezifisch auf bereits gepaarten Regionen des SC. Wahrend des Pachytdn-Stadiums ist
es kontinuierlich Uber die gesamte Lange der chromosomalen Achsen der Autosomen verteilt.
Zwischen X und Y Chromosom kann eine starke SYCP1 Markierung nur an der pseudoautosomalen
Region beobachtete werden, wohingegen die heterologen Bereiche nur schwach von SYCP1 markiert
werden. Im Diplotan lokalisiert SYCP1 nur an den Stellen der Chromosomen, an denen die Synapse
noch nicht wieder aufgeldst wurde (Meuwissen et al., 1992). Dabei ist SYCP1 in der CR so organisiert,
dass es mit seinen N-Termini in das CE ragt und die C-Termini in den LEs verankert sind (Meuwissen
et al., 1992).

SYCP1 ist in der Lage parallele Homodimere auszubilden, die mit ihren C-Termini in den LEs des SC
verankert sind und deren N-Termini Kopf-an-Kopf mit den N-Termini gegeniberliegender SYCP1
Homodimere im CE des SC interagieren (Meuwissen et al., 1992; Schmekel & Daneholt, 1995; Liu et
al., 1996; Ollinger et al., 2005). Mehrere Heterodimere lagern sich iibereinander an und bilden so ein
dreidimensionales filamentdses Gebilde aus, das den Raum zwischen den LEs durchspannt und
entlang der LEs verlangert werden kann (siehe Abbildung 1-5 und Abbildung 1-6 und Schmekel &
Daneholt, 1995).

SYCP1 Molekiile sind auch in der Abwesenheit anderer meiotischer Proteine in der Lage zu
Strukturen hoherer Ordnung zu polymerisieren. Exprimiert man SYCP1 namlich in somatischen
Zellen, so bilden sich filamentose cytoplasmatische Strukturen aus, die mit einem SYCP1 Antikorper
markiert werden kénnen und Polykomplexe genannt werden. Dabei ist besonders der C-Terminus
von SYCP1 fiir die Polymerisation essentiell (Ollinger et al., 2005). Diese Versuche lieRen die
Vermutung aufkommen, dass SYCP1 ein molekulares Netzwerk ausbilden kann, an das sich andere
Proteine anlagern und so das CE aufbauen kénnen (Ollinger et al., 2005).

TF_ _ pillars ~ oA
W - = : .y g ' Abbildung 1-6: Dreidimensionales Model
- - ' der CR des SC von Blaps cribrosa. Die

Transversalfilamente sind in  mehreren
Schichten Ubereinander angeordnet und
bilden 3e) ein dreidimensionales
filamentoses Netzwerk, das den Bereich
zwischen den zwei LEs durchspannt. (TF)
Transversalfilament; (ch) Chromatin; (LE)
Lateralelement;  (CE)  Zentralelement.
Balken, 50 nm. Abbildung aus Schmekel &
Daneholt, 1995.
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Die zentrale Bedeutung von SYCP1 fiir die Ausbildung des SC, und damit fir die Meiose wurde mit
der Herstellung einer Sycp1 Knockout Maus untermauert. Im Gegensatz zu den bereits vorgestellten
Knockout Tieren der AEs/LEs beeinflusst der Knockout von SYCP1 beide Geschlechter gleichermaRen:
Sowohl homozygote Méannchen als auch Weibchen sind unfruchtbar. Die Hoden von mannlichen
Sycpl'/' Tieren sind deutlich kleiner als die ihrer wildtypischen Geschwister, was vermutlich auf den
Abbruch der Meiose im Pachytan (Stadium IV Arrest) zuriickzufiihren ist. Auch das Ovar von Sycpl'/'
Weibchen unterscheidet sich klar von wildtypischem Kontrollgewebe, da in ihm keine Follikel
gefunden werden konnen. Auch dies deutet auf einen Abbruch der Meiose hin. Nahere
Untersuchungen der Sycpl'/' Maus haben gezeigt, dass sich die AEs normal ausbilden und die
homologen Chromosomen sich paaren kénnen. Es kann allerdings kein vollstéandiger SC ausgebildet
werden (de Vries et al., 2005). Auch das Fortschreiten der homologen Rekombination ist in Sycpl'/'
Tieren gestort. Die homologe Rekombination kann zwar initiiert werden, was mit der Anwesenheit
von DNA DSBs und Markern friiher (DMC1/RAD51) beziehungsweise mittlerer (RPA, MSH4)
Rekombinationsereignisse gezeigt werden konnte, allerdings kdnnen diese in Sycpl'/' Tieren nicht
weiter prozessiert werden, was sich in einem Persistieren dieser Marker auf den chromosomalen
Achsen zeigt. AuRBerdem kann MLH1, ein Marker fiir spatere Rekombinationsereignisse, nicht auf die
Achsen rekrutiert werden. Zudem werden in diesen Mausen wahrend der Metaphase | nur wenige
Chiasmata ausgebildet (de Vries et al., 2005). Auch diese Ergebnisse sprechen dafiir, dass SYCP1 als
molekulares Netzwerk dienen kann, an das sich andere Proteine anlagern konnen.

SYCE1

SYCE1 ist ein meiosespezifisch exprimiertes Protein mit einer Lange von 329 Aminosauren. Es verfligt
Uber Orthologe in verschiedenen Saugern, wobei fir die Maussequenz vier Coiled-coil Domanen
berechnet werden konnten (Costa et al., 2005). SYCE1 wird in Spermatocyten und Oocyten spezifisch
wahrend der Prophase | ab dem Zygotan exprimiert und kolokalisiert mit SYCP1. Im Diplotan 16st sich
SYCE1 mit der Auflésung der Synapse von den chromosomalen Achsen. Elektronenmikroskopische
Untersuchungen haben gezeigt, dass es spezifisch im CE des SC lokalisiert. SYCE1 kann mit sich selbst,
SYCE2 und SYCP1 interagieren (Costa et al., 2005) und wird in Sycp1”~ Spermatocyten nicht mehr an
die chromosomalen Achsen rekrutiert (Hamer et al., 2006).

Die Funktion von SYCE1 innerhalb des CE wurde mithilfe einer Knockout Maus untersucht. Beide
Geschlechter der Sycel'/' Maus sind infertil. Hoden und Ovar von Sycel'/' Tieren sind im Vergleich
zum Wildtyp deutlich verkleinert. Beim Mannchen kommt es zu einem Abbruch der Meiose im
Pachytan-Stadium (Stadium IV Arrest). Auch beim Weibchen kommt die Meiose zum Erliegen, was
durch ein Fehlen von Follikeln in Sycel'/' Ovar sichtbar wird. Fir den Abbruch der Meiose in
Mannchen und Weibchen ist ein Ausbleiben der Synapse zwischen den homologen Chromosomen
verantwortlich (Bolcun-Filas et al., 2009). Die AEs kdnnen sich in Sycel defizienten Zellen zwar
normal ausbilden und die Autosomen kénnen sich paaren, aber es kann kein vollstandiger SC
zwischen den Homologen ausgebildet werden, was anhand von elektronenmikroskopischen
Aufnahmen gezeigt werden konnte. Das Ausbleiben der Synapse wird nochmals an der Markierung
mit SYCP1 deutlich, das nicht wie in wildtypischen Zellen nur zwischen synapsierten Bereichen des SC
zu finden ist, sondern in Syce1”” Zellen in einem schwachen kontinuierlichen Muster entlang der AEs
verteilt vorliegt. Dabei spielt es fiir die SYCP1 Lokalisation keine Rolle, ob die AEs nahe
zusammenliegen oder nicht (Bolcun-Filas et al, 2009). Auch die anderen zwei CE-spezifischen
Proteine SYCE2 und Tex12 (siehe unten) zeigen ein im Vergleich zum Wildtyp deutlich verandertes
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Lokalisationsmuster, denn sie binden in Sycel'/' Zellen in distinkten Foci zwischen AEs, die sich in
unmittelbarer Nahe befinden. Zusatzlich zu der essentiellen Funktion von SYCE1 fiir die Ausbildung
eines vollstandigen SC, konnte gezeigt werden, dass SYCE1 auch fir die Ausbildung von COs ben6étigt
wird. Zwar kénnen DNA DSBs in Sycel” Meiocyten eingefiigt werden und auch die Ausbildung von
friihen Rekombinationsknoten (ENs) und Transitionsknoten (TNs) ist in Sycel” Tieren normal, die
Prozessierung zu spaten Rekombinationsknoten ist in Abwesenheit von SYCE1 jedoch gestort, was
am Fehlen von MLH1 deutlich wird (Bolcun-Filas et al., 2009).

SYCE2

SYCE2 (urspriinglich CESC1) besteht in der Maus aus 171 Aminosauren. Die Proteinsequenz weist
eine Coiled-coil Domane und eine a-Hairpin Struktur auf. Es existieren homologe Sequenzen von
SYCE2 in verschiedenen Vertretern der Vertebraten (Sauger, Huhn, Frosch, Fisch) und sogar in der
Muschel (Costa et al., 2005). SYCE2 lokalisiert spezifisch am CE des SC und wird wie SYCP1 und SYCE1
wahrend der Prophase | spezifisch exprimiert (Meuwissen et al., 1992; Costa et al., 2005). SYCP2
kann homotypische Interaktionen und Interaktionen mit den SC-spezifischen Proteinen SYCE1, SYCP1
und Tex12 eingehen (Costa et al., 2005; Hamer et al., 2006). Die Interaktion von SYCP1 und SYCE2
wird zusatzlich dadurch bestatigt, dass SYCE2 in Sycpl'/' Spermatocyten nicht mehr an die
chromosomalen Achsen rekrutiert werden kann (Hamer et al., 2006). Als weiterer Bindungspartner
von SYCE2 konnte das fiir die homologe Rekombination spezifische Protein RAD51 identifiziert
werden (Bolcun-Filas et al., 2009).

Auch SYCE2 ist, genauso wie die schon beschriebenen CE-spezifischen Proteine SYCP1 und SYCE],
essentiell fir die Fertilitdt von Mausen. Auch in SyceZ'/' Spermatocyten kénnen AEs ausgebildet
werden. Diese kdnnen sich normal paaren, aber es kommt zu einer fehlerhaften Ausbildung der
Synapse. Elektronenmikroskopisch konnte gezeigt werden, dass in Syce2” Zellen kurze CE-dhnliche
Abschnitte zwischen den gepaarten AEs vorliegen. Dies ist in Ubereinstimmung mit der Lokalisation
von SYCP1 in Syce2”" Spermatocyten. SYCP1 lokalisiert in distinkten Foci auf den AEs. An diesen
Stellen stehen die AEs in rdumlicher Nahe zueinander und dort lokalisiert auch das andere CE-
spezifische Protein SYCE1l. Tex12 hingegen ist in diesen Zellen nicht an den AEs lokalisiert
(Bolcun-Filas et al., 2007). Diese Ergebnisse lassen den Rickschluss zu, dass SYCE2 im Mannchen
nicht fur die Initiation der Synapse, aber fiir deren Ausbreitung Uber die chromosomalen Achsen
verantwortlich ist. In SyceZ'/' Oocyten kdonnen die AEs normal ausgebildet werden, aber die Paarung
der homologen Chromosomen ist deutlich eingeschrinkter als in mannlichen Syce2” Tieren.
Zusitzlich konnten in Syce2”” Oocyten keine CE-dhnlichen Strukturen zwischen den AEs festgestellt
werden (Bolcun-Filas et al., 2007). Der Knockout von SYCE2 hat auch Auswirkungen auf die homologe
Rekombination: Wie in Sycel”” Zellen beschrieben, koénnen frihe Rekombinationsereignisse
ablaufen, aber die Ausbildung von COs ist in Syce2”” Tieren gestort (Bolcun-Filas et al., 2007).

Tex12

Tex12 (Protein ID: NP_079963) besteht in der Maus aus 123 Aminosduren und hat ein
Molekulargewicht von 14 kDa. Es konnten Orthologe in Saugern und Fischen gefunden werden.
Tex12 mRNA wird gonadenspezifisch exprimiert und zeigt ein dhnliches Expressionsmuster wie
SYCP3. Die spatio-temporale Verteilung gleicht der eines meiosespezifischen Proteins, da es in
Spermatocyten ab dem Leptotdn bis zu Typ V Spermatiden detektierbar ist, wobei das
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Expressionsmaximum im Pachytdn liegt (Hamer et al., 2006). Tex12 ist ein Bestandteil des SC und
markiert innerhalb des SC spezifisch das CE. Wahrend es im Zygotdan noch ein eher punktuelleres
Verteilungsmuster aufweist, kann man im Pachytidn eine kontinuierlichere Lokalisation Uber die
gesamte Lange der chromosomalen Achsen beobachten. Dieses Verteilungsmuster gleicht dem von
SYCE2, mit dem es auch interagieren kann. AuRerdem konnte gezeigt werden, dass SYCP1 essentiell
fiir die Rekrutierung von Tex12 an die chromosomalen Achsen ist (Hamer et al., 2006).

Auch der Knockout des dritten CE-spezifischen Proteins Tex12 fuhrt zur Unfruchtbarkeit beider
Geschlechter. Wahrend im Méannchen ein Stadium IV Arrest beobachten werden kann, kdnnen im
Tex12 defizienten Ovar keine primaren Follikel ausgebildet werden. Diese Beobachtungen lassen auf
einen Abbruch der Meiose schlieRen, der auch im Tex12 Knockout durch eine fehlerhafte Synapse
ausgelést wird. Zwar kénnen sich in Tex12” Spermatocyten AEs ausbilden und diese kénnen paaren,
aber die Synapse kann in diesen Zellen nur an manchen Stellen zwischen den Homologen initiiert
werden und sich nicht Gber die gesamte Liange der Homologen ausbreiten (Hamer et al., 2008). An
diesen Initiationsstellen der Synapse kolokalisieren SYCP1 und SYCE1l und es kénnen auch CE-
ahnliche Strukturen im Elektronenmikroskop beobachtet werden. Der Tex12 Interaktionspartner
SYCE2 kann in Tex12” Tieren allerdings nicht an die chromosomalen Achsen rekrutiert werden.

Wie auch in den anderen Knockout Mausen von CE-spezifischen Proteinen konnte im Tex12
Knockout eine Stérung im Ablauf der homologen Rekombination festgestellt werden. Auch in Tex12”"
Oocyten kénnen DNA DSBs eingefiigt werden. Die Prozessierung von ENs und TNs ist aber gestort,
was sich darin duBert, dass DMC1 und RPA ldnger als im Wildtyp auf den Achsen persistieren.
AuRerdem kénnen keine COs in Tex127 Oocyten gebildet werden (Hamer et al., 2008).

1.3.2.2 Assembly und Disassembly

Das Assembly des SC beginnt wahrend des Leptotans mit der Anlagerung von SYCP2 und SYCP3 an
die zuvor ausgebildeten Kohasin-Achsen. Die Kohdsin-Achsen bestehen aus REC8, RAD21L, SCM1pB
und SMC3, wobei sich REC8 und RAD21L schon vor der meiotischen S-Phase an die chromosomalen
Achsen anlagern (Eijpe et al., 2003; Lee & Hirano, 2011), SMC1 und SMC3 hingegen erst zeitgleich
mit der Rekrutierung von SYCP2 und SYCP3 im Leptotan (Eijpe et al., 2000; Revenkova et al., 2001). In
Hefe und C. elegans ist REC8 sowohl fiir die Ausbildung der Schwesterchromatid-Kohasion, also auch
fur die Ausbildung der AEs notwendig (Klein et al., 1999). Dagegen kénnen sich in der Maus AEs auch
in der Abwesenheit von REC8 ausbilden (Bannister et al., 2004).

Noch wahrend sich die AEs ausbilden wird im Zygotdn die Synapse initiiert. Die Synapse beschreibt
den Prozess, bei dem die AEs homologer Chromosomen Uber TFs miteinander verbunden werden.
Dabei bildet SYCP1 parallele Homodimere aus, die mit ihren C-Termini in den AEs verankert sind und
deren N-Termini im CE Kopf-an-Kopf mit einem Homodimer der gegeniiberliegenden Seite
interagieren konnen (Meuwissen et al., 1992; Liu et al., 1996). SYCP2 fungiert dabei als Linker, der die
Bindung zwischen SYCP1 und den AEs vermittelt (Winkel et al., 2009). Da sich SYCP1 auch in
Abwesenheit anderer meiotischer Proteine zu Filamenten zusammenlagern kann wurde vermutet,
dass SYCP1 ein molekulares Netzwerk ausbildet, an das sich andere Proteine anlagern kénnen
(Ollinger et al., 2005). In vivo konnte allerdings gezeigt werden, dass SYCP1 alleine keine korrekt
assemblierte CR ausbilden kann (Bolcun-Filas et al., 2007, 2009; Hamer et al., 2008). Hierfur sind
unter anderem die CE-spezifischen Proteine SYCE1, SYCE2 und Tex12 essentiell. Durch die
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Untersuchung entsprechender Knockout Mausmodelle konnte gezeigt werden, dass bei einem
Fehlen von SYCE1 die Synapse nicht initiiert werden kann. Daraus wurde geschlossen, dass SYCE1 die
N-terminale Kopf-an-Kopf Interaktion der SYCP1 Homodimere stabilisieren konnte (Bolcun-Filas et
al., 2009). In Syce2 und Tex12 defizienten Tieren hingehen kann die Synapse zwar initiiert, aber nicht
entlang der Achsen ausgebreitet werden. Aus diesen Beobachtungen wurde geschlossen, dass SYCE2
und Tex12 fir eine ,Maturation” des CE verantwortlich sind, indem sie lateral benachbarte SYCP1
Dimere verbinden und so die Synapse entlang des SC elongieren (Bolcun-Filas et al., 2007; Hamer et
al., 2008), bis im Pachytan alle Homologen Uber ihre gesamte Lange durch einen vollstandigen SC
miteinander verbunden sind (siehe Abbildung 1-7).

Uber die Regulation des Assembly und Disassembly ist relativ wenig bekannt. Der Abbau des SC
beginnt wahrend des Diplotans mit der Desynapsis der Homologen. Die LEs bleiben nur an den
Stellen verbunden, an denen COs stattgefunden haben. Wahrend der Diakinese dissoziieren auch
SYCP2 und SYCP3 von den chromosomalen Achsen. Beim Sauger wird der Phosphorylierungszustand
der SC Hauptkomponenten SYCP1, SYCP2 und SYCP3 mit dem Abbau des SC in Verbindung gebracht
(Meuwissen et al.,, 1992; Lammers et al., 1994; Offenberg et al., 1998). Es konnte zum Beispiel
gezeigt werden, dass der Phosphorylierungszustand von SYCP3 Einfluss auf den Abbau des SC hat
(Tarsounas et al., 1999a).

Abbildung 1-7: Model des SC Assemblys.

SYCP1 Homodimere lagern sich Kopf-an-

Kopf mit lhren N-Termini aneinander. Mit

ihren C-Termini verankern sie sich Gber die

SYCP1 AEs/LEs am Chromatin. Die N-terminale
Interaktion von SYCP1 wird durch SYCE1l

stabilisiert. Fur eine Elongation der

Q sver Synapse liber die gesagte Linge der
Homologen wird ein Komplex aus SYCE2
und Tex12 bendtigt, der die einzelnen
SYCP1 Molekile miteinander verknipfen

Chromatin und dadurch stabilisieren kann. Model nach
Bolcun-Filas et al., 2007.

SYCE2
Tex12
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1.4 Homologe Rekombination
1.4.1 Mechanismus der homologen Rekombination

DNA Doppelstrangbriiche und Rekombinations-Hotspots

Die homologe Rekombination wird im Leptotdn der Prophase | mit dem Einfligen von DNA DSBs
initiiert. Die DNA DSBs werden durch das von Hefe bis Sduger konservierte Topoisomerase-ll-dhnliche
Protein SPO11 in das Genom eingefiigt (Handel & Schimenti, 2010) und kénnen unter anderem durch
die phosphorylierte Form des Histons H2AX (yH2AX) markiert werden. Interessanterweise liegen DNA
DSBs und die an diesen Stellen entstehenden COs nicht zuféllig verteilt im Genom vor, sondern haufig
an spezifischen Stellen, den sogenannten Rekombinations-Hotspots (flir eine Zusammenfassung
siehe Youds & Boulton, 2011). Die Position von Hotspots scheint in Hefe und C. elegans von der
Zugéanglichkeit der DNA fiir das Enzym SPO11 abhangig zu sein. Die Zugénglichkeit kann hierbei durch
Chromatin-modifizierende Proteine und Kondensine verandert werden (Youds & Boulton, 2011).
Auch Proteine, die mit der chromosomalen Achse assoziieren, scheinen die Position von
Rekombinations-Hotspots zu beeinflussen (beispielsweise MEI4 in der Maus (Kumar et al., 2010)).
Aber an welchen Stellen im Genom werden bevorzugt Rekombinations-Hotspots ausgebildet? Es
konnte in den vergangenen Jahren gezeigt werden, dass 40% aller menschlichen Hotspots mit einem
13-Nukleotid langen konservierten Sequenzmotiv assoziiert sind (Myers et al., 2008). Zusatzlich
spielen bei der Positionierung von Hotspots epigenetische Faktoren eine Rolle. Dabei scheinen
spezifische Modifikationen von Histonen DSBs zu markieren. Allerdings konnte auch gezeigt werden,
dass Chromatin-Modifikationen nicht alleine fir die Hotspot-Aktivitdt zustdndig sind (Youds &
Boulton, 2011).

Stranginversion

Nach dem Einfligen von DNA DSBs werden die entstandenen Enden so prozessiert, dass Enden mit 3°
Uberhingen entstehen. An diese 3‘ Uberhinge binden die recA homologen Proteine DMC1 und
Rad51 (Habu et al, 1996; Plug et al., 1996). Diese evolutiondr hoch konservierten Proteine
katalysieren den Strangaustausch zwischen den homologen Chromosomen. Rad51 und DMC1 sind
Marker fir friihe DNA-Reparaturprozesse. Beim Strangaustausch assoziiert der entstandene
3’Uberhang mit der homologen doppelstrdngigen DNA, wodurch eine D-Loop Struktur ausgebildet
wird (siehe Abbildung 1-8). Der 3‘ Uberhang wird im Anschluss durch DNA Synthese verlidngert,
wobei der homologen DNA Strang als Template dient.
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Prozessierung der D-Loop Struktur

Das bei der Stranginversion entstandene Produkt kann auf zwei unterschiedliche Weisen weiter
prozessiert werden, was entweder in einem CO (kanonisches Szostak Model) oder in einem nicht-
Crossing-Over-Ereigniss (NCO) (Synthese abhangiges Strang Annealing (SDSA)) resultiert (siehe
Abbildung 1-8 und (Guillon et al., 2005; Baudat & de Massy, 2007). Bei Produkten, aus denen COs
entstehen kdnnen, wird das noch freie Ende des DSB in die D-Loop Struktur eingebaut, wodurch eine
dHJ entsteht (siehe Abbildung 1-8, links). Diese kann, je nachdem wie sie aufgel6st wird, zur
Genkonversion oder zu einem reziproken Austausch von Genmaterial (CO) fiihren (Cohen et al.,
2006). NCOs entstehen dann, wenn der invasierende Strang wieder aus der D-Loop Struktur
verdrangt wird und die freien verlangerten Enden schlieRlich religieren (siehe Abbildung 1-8, rechts).

Die endgiiltige Anzahl an COs ist genau reguliert. Von den ungefahr 300 eingefiigten DSBs in
Leptotdn-Zellen der Maus werden nur ungefdhr 23-27 in COs prozessiert. Dabei verfugt jedes
Chromosom Uber mindestens ein CO. Die restlichen DSBs werden in NCOs aufgel6st. Auch die Lage
der COs auf den Chromosomen ist nicht zufillig gewahlt. Sie wird durch ein Phdanomen, die
sogenannte Interferenz, reguliert, indem in der Ndhe einer CO die Ausbildung einer weiteren CO
unterdruckt wird.

Abbildung 1-8: Uberblick iiber die
Hauptwege der homologen
Rekombination in Sdugern. Der

DNA Doppelstrang (blau) eines D
Chromatids  wird durch das D

Einfligen von DNA DSBs gespalten.

Die dadurch entstandenen Enden .L"“’“““""’"‘DSB
werden so prozessiert, dass 3’ SPO11
yberhénge entstehen. An diese 3 iEneugunanZ'ﬁherhénun
Uberhange kénnen sich Rad51 und
DMC1 anlagern und die o

i Stranginversion und
Stranginversion katalysieren. Nach Ausbildung der D-Loop

der Ausbildung der D-Loop Struktur DMCL, RADSA,
kommt es zur DNA Synthese MSH4, M5H5 —_— C N
(Template: roter DNA Strang). Von

diesem Punkt aus kann das ﬂusbildunsderdﬂl/ \susn
MLH1, MLH3

entstandene Produkt auf zwei

verschiedene Weisen prozessiert x )( T

werden: Entweder es bilden sich

dHJs aus, die durch die Anlagerung l Reannaeling
von MLH1 und MLH3 zu COs
aufgelost werden konnen (links)
oder es kommt zum Synthese .L"""”“a“"““““"
abhangigen  Strang  Annealing
(SDSA), das nicht in COs aufgeldst Crossing-over Ereignis (CO) Non-Crassing-aver Ereignis (NCO)
wird, sondern zur Genkonversion Chigsmata Gen Konversion
fuhren kann (rechts). Abbildung

nach Handel & Schimenti, 2010.

Auflésung der dH)
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1.4.2 Molekulare Manifestation der Rekombination auf den chromosomalen Achsen

Schon 1975 konnten unter dem Elektronenmikroskop Strukturen beschrieben werden, die mit der
homologen Rekombination in Zusammenhang gebracht wurden (Carpenter, 1975). Diese als
Rekombinationsknoten (recombination nodules, RNs) bezeichneten elektronendichten Strukturen
sind wahrend des Pachytdn-Stadiums mit dem SC assoziiert (Carpenter, 1975). Bis zur heutigen Zeit
konnten noch zwei andere Arten von Rekombinationsknoten beschrieben werden: die friihen
Rekombinationskonten (early nodules, ENs) (Albini & Jones, 1987; Barlow et al, 1997) und die
Transitionsknoten (transition nodules, TNs) (Moens et al., 2002). Dabei entscheidet sowohl die
molekulare Zusammensetzung der jeweiligen Knoten als auch die temporale Erscheinung im Verlauf
der Prophase |, um welcher Art von Knoten es sich handelt.

Frithe Rekombinationsknoten werden im Leptotan ausgebildet. Sie enthalten DNA DSBs, die durch
die phosphorylierte Form des Histons H2AX (yH2AX) markiert werden (Mahadevaiah et al., 2001).
Friihe Rekombinationsknoten sind molekular durch die Anwesenheit der RecA-Homolgen Proteine
DMC1 und RADS51, die den Strangaustausch zwischen den Homologen katalysieren, charakterisiert
(siehe 1.4.1). Wahrend der Spermatogenese der Maus bilden sich pro Zellkern etwa 300 friihe
Rekombinationsknoten aus (Moens et al., 2002). Diese werden im Zygotan in Transitionsknoten
umgewandelt, sobald sich zwischen den chromosomalen Achsen ein vollstandiger SC ausgebildet hat.
Dabei verdrangen die Proteine MSH4 und RPA die in den ENs enthaltenen RecA-Homologen DMC1
und RAD51. RPA und MSH4 kénnen nun entweder das Protein BLM, ein Mitglied der RecQ Helicasen
Familie, und die Topoisomerase llla rekrutieren, welche den Strangaustausch wieder auflésen
konnen (Entstehung von NCOs), oder sie lagern MLH1 und MLH3 an und reifen so zu
Rekombinationsknoten, die die Stellen mutmaRlicher COs markieren (Moens et al., 2002). Pro Maus
Spermatocyte finden sich ungefahr 200 RPA/MSH4 Foci pro Zelle. Von diesen 200 Foci rekrutieren in
der Maus nur ungefahr 10-15% das Protein MLH1 (de Boer & Heyting, 2006). Die MLH1 enthaltenden
Foci sind bei der Maus fiir ungefahr 90% aller COs verantwortlich (de Boer & Heyting, 2006), werden
als Klasse | COs bezeichnet und zeigen Interferenz.

RPA / RPA
yH2AX MQL‘ \—:m
. .

RAD51 DMC1 RAD51 RPA, MSH4, RADS51 RPA
DMC1 MSHS, BLM pMmc1

Zeitlicher Verlauf der Prophase |

—p - - - - - - - - - - - -

Leptotdn Zygotdn Pachytin Diplotdn

Abbildung 1-9: Reifung der Rekombinations-Proteinkomplexe, die mit den Achsen meiotischer Chromosomen widhrend
der Prophase | assoziiert sind. Im Leptotan lagern sich friihe Rekombinationsknoten (ENs, blau) an die chromosomalen
Achsen (griin). DNA DSBs sind mit dem Histon yH2AX (gelb) assoziiert. Im Zygotan werden RAD51 und DMC1 durch die
Proteine RPA, MSH4 und MSHS5 ersetzt. Die Knoten werden ab diesem Zeitpunkt Transitionsknoten (TNs, rot) genannt. Mit
dem Fortschreiten der Prophase | wird zu diesem Proteinkomplex schlieBlich BLM und Topoisomerase llla rekrutiert. Diese
Knoten koénnen nun entweder durch die Assoziation von MLH1 und MLH3 in Rekombinationsknoten (RNs, orange)
umgewandelt werden und zukiinftige COs markieren, oder in die Peripherie der chromosomalen Achsen wandern und in
NCOs aufgeltst werden. Abbildung nach Moens et al., 2007. Fiir eine detaillierte Ubersicht {iber die molekulare Zusammensetzung von
Transitionsknoten siehe auch Fig. 1F (Moens et al., 2007).
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1.5 Zielsetzung

Die Meiose ist eine besondere Form der Zellteilung sich geschlechtlich fortpflanzender Organismen,
bei der aus einer diploiden Stammzelle genetisch verschiedene Tochterzellen mit haploidem
Chromosomensatz entstehen. Die Meiose ist ein komplexer Prozess, an dem diverse
Proteinkomplexe beteiligt sind und deren Zusammenspiel streng reguliert ist. Eine essentielle
meiotische Struktur in Sdugern ist der Synaptonemalkomplex, der die homologen Chromosomen
wahrend der Prophase | der Meiose strukturell verbindet. Seine zentrale, speziesiibergreifende
Bedeutung fiir die Meiose wird ferner dadurch ersichtlich, dass der Grofteil sich sexuell
fortpflanzender Organismen (iber eine derartige Struktur verfiigt.

In den letzten beiden Jahrzehnten konnten detaillierte Kenntnisse tber die Bedeutung und Funktion
der einzelnen Komponenten und Proteine des Synaptonemalkomplexes von Saugern durch gezielte
genetische Manipulation von Mausen gewonnen werden. Dennoch blieben viele Grundfragen liber
die genaue Interaktion der einzelnen Proteinkomponenten beim  Assembly des
Synaptonemalkomplexes bis zu diesem Zeitpunkt ungeklart. Ziel dieser Arbeit war es daher, Einblicke
in das Assembly des Synaptonemalkomplexes und das funktionelle Zusammenspiel zwischen
Synaptonemalkomplex und homologer Rekombination zu erhalten. Hierbei wurde im Rahmen dieser
Arbeit mit SYCE3 eine neue Komponente der Zentralregion des Synaptonemalkomplexes identifiziert
und charakterisiert. Ein besonders Augenmerk wurde dabei auf die Analyse der Funktion von SYCE3
wahrend des Synaptonemalkomplex Assemblys gelegt. Um dies zu ermdoglichen, wurde fir diese
Arbeit eine Syce3 Knockout Mauslinie generiert. Anhand dieser Mauslinie wurde vor allem die
Bedeutung von SYCE3 fiir die Synapse der homologen Chromosomen und die homologe
Rekombination untersucht.
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2 Ergebnisse

2.1 Grundcharakterisierung von SYCE3

Zur ldentifizierung noch nicht charakterisierter meiosespezifischer Proteine, die an der Organisation
der meiotischen Chromosomen beteiligt sind, wurden vor dieser Arbeit aus einem
Genexpressionsprofil einer DazI” Maus mehrere Kandidatengene ausgewahlt. DAZL ist ein
keimzellspezifisches RNA-bindendes Protein, dessen Fehlen bei der Maus zu Unfruchtbarkeit fiihrt.
Diese Unfruchtbarkeit ist auf einen Abbruch der Spermatogenese in adulten Tieren wahrend der
Differenzierung von Typ A,:;- zu A;-Spermatogonien zuriickzufihren (Schrans-Stassen et al.,, 2001).
Somit bricht die Spermatogenese in DazI” Miusen ab, bevor meiosespezifische Genprodukte
benotigt werden. Diese Verdanderung in der Genexpression als Folge des Daz/ Knockouts wurde von
Maratou und Kollegen mit einem cDNA-Micorarray untersucht (Maratou et al., 2004). Die hierbei
gefundenen Gene mit verdnderter Genexpression als Folge des Daz/ Knockouts (siehe Maratou et al.,
2004) wurden vor dieser Arbeit bioinformatisch nach folgenden Kriterien gefiltert: (1) existieren
gonadenspezifische EST Klone in den Datenbanken? (2) verfiigt die zugehdrige Aminosauresequenz
Uber eine bioinformatisch berechnete nukledre Lokalisation? (3) konnte fir die zugehorige
Proteinsequenz eine bioinformatisch berechnete Coiled-coil Doméane bestimmt werden? Eines dieser
so erhaltenen Kandiatengene (1700007E06Rik), das von uns Syce3 genannt wurde, wurde im Rahmen
dieser Arbeit charakterisiert.

2.1.1 Klonierung der cDNA von SYCE3

Flr die Klonierung der SYCE3 cDNA (GenBank accession number: HQ130280) wurde Gesamt-RNA aus
Maushodengewebe (Tag 18) isoliert (siehe 7.2.1) und in einer RT-PCR in cDNA umgeschrieben (siehe
7.2.5.1). Diese cDNA diente als Template fir die Amplifizierung der SYCE3-spezifischen cDNA. Als
Primer flr die Phusion-PCR wurden die SYCE3-spezifischen Primer DA8_5‘ und DA8_3‘ (siehe Tabelle
5-2) mit einer Annealing-Temperatur von 65°C und 25 Zyklen verwendet. Das PCR Produkt wurde in
den StrataClone Vektor ligiert, in diesem sequenziert und mittels BLAST Suche auf Sequenzhomologie
zur genomischen Sequenz (1700007E06Rik) Gberprift. Die SYCE3-spezifische cDNA kodiert fiir ein
putatives 88 Aminosauren langes Protein, mit einer berechneten Molekularmasse von 12 kDa. Mit
dem frei zugédnglichen Online-Tool PSORTII (http://psort.hgc.jp/form2.html) konnte eine Coiled-coil

Domane in der putativen SYCE3 Aminosauresequenz berechnet werden, die sich insgesamt von
Aminosdure 6 bis 39 erstreckt.

2.1.2 SYCE3 ist hoch konserviert zwischen einzelnen Spezies der Siauger

Der Grad der Konservierung der Aminosauresequenz kann Aufschluss (iber die funktionelle
Bedeutung des Proteins geben. Daher wurde untersucht, ob und wie weit SYCE3 evolutionar
konserviert ist. Hierzu diente die murine cDNA Sequenz von SYCE3 als Quelle fiir den tBlastN
Algorithmus (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blaest.cgi). Hierbei wurden homologe Sequenzen bei
folgenden Spezies der Vertebraten gefunden: Homo sapiens (NP_001116697), Pan troglodytes
(XP_001156556), Macaca mulatta (NP_001180282), Bos taurus (XP_001256940), Rattus norwegicus
(NP_001128725), Oryctolagus cuniculus (XP_002723272), Gallus gallus (XP_001231764), Xenopus
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tropicalis (XP_002939573), Tetradon nigroviridis (CAG10121), Danio rerio (NP_001129458). Fiir nicht-
Vertebraten konnten keine homologen Sequenzen gefunden werden.

Mit Hilfe des CLUSTALW Online-Programms (http://www.ebi.ac.uk/Tools/clustalw2/index.html)
wurde ein Multiples Sequenz Alignment fiir die erhaltenen Sduger Sequenzen durchgefiihrt (siehe
Abbildung 2-1). Dieses Alignment zeigt, dass SYCE3 zwischen den einzelnen Spezies der Sduger hoch
konserviert ist. Zusatzlich wurde fiir die Maussequenz von SYCE3 mit dem NetPhos 2.0 Server
(http://www.cbs.dtu.dk/services/NetPhos/) eine Tyrosin Phosphorylierungsstelle (sieche Abbildung
2-1; griine Markierung) und eine Serin Phosphorylierungsstelle berechnet. Interessanterweise sind
diese Phosphorylierungsstellen in allen aufgelisteten Sdugersequenzen konserviert (siehe Abbildung
2-1; rote Markierung).

Diese hohe Sequenzhomologie wird am Beispiel des Sequenz Alignments zwischen Maus und Mensch
nochmals verdeutlicht (siehe Abbildung 2-2), bei dem 90% der Aminosauren identisch und 96%
gleichartig sind.

Mus musculus MADSDPGERS)¥DNMLKMLSDLNKDLEKLLEEMEK I SVQATWMAYDMVVMR 50
Rattus norvegicus MADSDPGERS)¥DNMLKMLSDLNKDLERLLEEMEK I SVQATWMAYDMVVMR 50
Oryctolagus cuniculus MADSDPGERNYDNMLKMLSDLNKDLEKLLEEMEK I SVQATWMAYDMVVMR 50
Bos taurus MADPDPGERNYDNMLKMLSDLNKDLEKLLEEMEK I SVQATWMAYDMVVMR 50
Pan troglodytes MDDADPEERNYDNMLKMLSDLNKDLEKLLEEMEK I SVQATWMAYDMVVMR 50
Homo sapiens MDDADPEERNYDNMLKMLSDLNKDLEKLLEEMEK I SVQATWMAYDMVVMR 50
Macaca mulatta MADADPEERNYDNMLKMLSDLNKDLEKLLEEMEK ISVQATWMAYDMVVHR 50
* * ** **
Mus musculus TNPTLAEBMRRLEDAFLNCKEEMEKNWQELLTETKRKQ 88
Rattus norvegicus TNPTLAEBMRRLEDAFLNCKEEMEKNWQELLTETKRKQ 88
Oryctolagus cuniculus TNPTLAEEMRRLEDAFLNCKEEMEKNWQEMLRETKPKQ 88
Bos taurus TNPALAEBMRRLEDAFLNCKEEMEKKWQELLSEAKRAQ 88
Pan troglodytes TNPTLAEBMRRLEDAFVNCKEEMEKNWQELLHETKQRP 88
Homo sapiens TNPTLAEBMRRLEDAFVNCKEEMEKNWQELLHETKQRL 88
Macaca mulatta TNPTLAEBVRRLEDAFVNCKEEMEKNWQELLHETKQRP 88
***- *** * * *

Abbildung 2-1: Die SYCE3 Aminosduresequenz ist konserviert zwischen einzelnen Spezies der Sauger.
Multiples Sequenz Alignment der SYCE3 Sequenz zwischen Saugern; ,*“ bedeutet gleiche Aminosaure, ,,;“
markiert einen konservierten und ,,.“ einen semi-konservierten Aminosaureaustausch Die flr die Maussequenz
bioinformatisch berechneten Tyrosin und Serin Phosphorylierungsstellen wurden in griin bzw. rot markiert.

Mus_musculus MADSDPGERSYDNMLKMLSDLNKDLEKLLEEMEKISVQATWMAYDMVVMR 50
Homo_sapiens MDDADPEERNYDNMLKMLSDLNKDLEKLLEEMEKISVQATWMAYDMVVMR 50

* * ** ** **x **x * * *x **x **x **x

Mus_musculus  TNPTLAESMRRLEDAFLNCKEEMEKNWQELLTETKRKQ 88
Homo_sapiens  TNPTLAESMRRLEDAFVNCKEEMEKNWQELLHETKQRL 88

B e e e e e I e e e e e I ]

Abbildung 2-2: Die Aminosduresequenz von SYCE3 ist konserviert zwischen Maus und Mensch. Sequenz
Alignment der SYCE3 Aminosduresequenz zwischen Maus und Mensch; ,,*“ bedeutet gleiche Aminosaure, ,,;“
markiert einen konservierten und ,,.“ einen semi-konservierten Aminosaureaustausch.
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2.1.3 SYCE3 wird gonadenspezifisch exprimiert

Da Uiber das gewebespezifische Expressionsmuster von SYCE3 vor dieser Arbeit noch nichts bekannt
war, wurde dies mit Hilfe von RT-PCR Experimenten untersucht. Hierzu wurde RNA aus
unterschiedlichen Mausgeweben isoliert (siehe 7.2.1) und die Gesamt-RNA in cDNA umgeschrieben
(siehe 7.2.5.1). Mit der jeweiligen Gesamt-cDNA als Template wurde eine PCR mit den SYCE3-
spezifischen Primern DA8_5 und DA8 3’ bei einer Annealing-Temperatur von 65°C und 25 Zyklen
durchgefihrt. Zur Eichung der cDNA Mengen fiir die unterschiedlichen Gewebe wurde parallel eine
PCR mit GAPDH-spezifischen Primern durchgefiihrt. Die Proben wurden im Anschluss auf einem
1%igen Agarosegel (siehe 7.2.7) aufgetrennt.

Die PCR mit den SYCE3-spezifischen Primern zeigt eindeutig, dass SYCE3 mRNA nicht in somatischen
Geweben amplifiziert wurde. SYCE3-spezifische mRNA konnte nur in Testis und im embryonalen Ovar
(16,5 dpc) nachgewiesen werden. Alle anderen Gewebe weisen keine SYCE3-spezifische Bande auf,
interessanterweise auch das adulte Ovar nicht (Abbildung 2-3, oben). Mit der fiir das Haushaltsgen
GAPDH-spezifischen PCR wurde eindeutig gezeigt, dass flr jedes Gewebe die gleiche Menge an cDNA
eingesetzt wurde, da die mRNA des Haushaltsgens GAPDH in allen Spuren gleichmaRig amplifiziert
wurde (Abbildung 2-3, unten).

GAPDH

Abbildung 2-3: SYCE3 mRNA wird gonadenspezifisch exprimiert. RT-PCR mit SYCE3-spezifischen
Primern auf verschiedenen Mausgeweben; Die cDNA Menge wurde mit dem Haushaltsgen
GAPDH fir alle Gewebe geeicht.

2.1.4 Expressionsmuster von SYCE3 im Verlauf der Spermatogenese

Im vorherigen Abschnitt wurde gezeigt, dass SYCE3 mRNA zwar gonadenspezifisch exprimiert wird,
allerdings nicht in adultem Ovar. Dies kdnnte darauf hindeuten, dass SYCE3-spezifisch wahrend der
Meiose exprimiert wird, da die Prophase | der Meiose in Weibchen wahrend der Embryogenese
stattfindet und die Oocyten bis zum Erlangen der Geschlechtsreife im Diplotdn arretiert bleiben
(siehe 1.1.2 und Borum, 1961).

Um diese These zu priifen, wurde das Expressionsmuster von SYCE3 wahrend der Spermatogenese
ndaher analysiert. Hierzu macht man sich die Tatsache zu nutzen, dass die erste Welle der
Spermatogenese in mannlichen Mausen wahrend der ersten 30 Tage ihres Lebens stattfindet (siehe
1.1.1.2). Dies bedeutet, dass der Hoden von Mausen am Tag 8 mit Spermatogonien, zwischen Tag 12-
18 hauptsachlich mit Spermatocyten (Meiose) und an den darauffolgenden Tagen mit Spermatiden
(Spermiogenese) angereichert ist. Zur Untersuchung des Expressionsmusters von SYCE3 wurden nun
RT-Experimente mit Gesamt-RNA aus Hoden von Madusen unterschiedlichen Alters durchgefiihrt.
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Hierzu wurde aus Hoden von 8, 12, 15, 18, 21 und 25 Tage alten Madusen RNA isoliert und in cDNA
umgeschrieben. Eine RT-PCR mit SYCE3-spezifischen Primern (vgl. 2.1.3) zeigte, dass SYCE3 mRNA ab
Tag 12 exprimiert wird (Abbildung 2-4), also in Zellen, die bereits in die Meiose eingetreten sind.

Die Tatsache, dass die mRNA von SYCP3, einem meiosespezifischen Bestandteil der AEs/LEs des
Synaptonemalkomplexes (SC), ein dhnliches Expressionsmuster zeigt, bekraftigt die Aussage, dass
SYCE3 wahrend der Spermatogenese spezifisch wahrend der Meiose exprimiert wird (siehe
Abbildung 2-4).

Um das Expressionsmuster von SYCE3 auch auf Proteinebene zu untersuchen, wurden von denselben
Mausen Gesamtzellhodenextrakte hergestellt, in Probenpuffer aufgenommen, 1x10° Zellen pro Spur
auf einem Tricin-SDS Gel (siehe 7.3.4.1) aufgetrennt und schlieRlich auf eine Nitrocellulose-Membran
transferiert (siehe 7.3.6). Die Inkubation der abgesattigten Nitrocellulose-Membran mit dem in der
vorliegenden Arbeit hergestellten anti-SYCE3 Antikorper (siehe 7.3.3.1) zeigte ab Tag 12 eine
spezifische Bande bei ca. 12 kDa (Abbildung 2-5), was eindeutig beweist, dass auch die Expression
des SYCE3 Proteins erst mit Beginn der Meiose einsetzt.

Da man durch das RT-PCR Experiment und den Western Blot keine Aussagen treffen kann, ob SYCE3
auBerdem noch in postmeiotischen Zellen exprimiert wird, wurde zusatzlich eine Immunfluoreszenz
mit anti-SYCE3 Antikorper auf Gefrierschnitten von Hoden adulter Mause durchgefiihrt. Hierbei
zeigte sich, dass SYCE3 Signal nur in Spermatocyten nachgewiesen werden kann. In Spermatogonien,
Spermatiden und Spermien war SYCE3 nicht detektierbar (siehe Abbildung 2-6). Zusammengefasst
kann aus den RT-PCR Experimenten, dem Westernblot und der Immunfluoreszenz geschlossen
werden, dass SYCE3 ein meiosespezifisch exprimiertes Protein ist.

8 12 15 18 21 25

70-

18 21 25 40-
25

8 12 15

SYCE3
17-

Abbildung 2-4: SYCE3 mRNA wird widhrend der Meiose
exprimiert. RT-PCR auf Hodengewebe von unterschiedlich alten
Mdusen mit SYCE3-spezifischen Primern (oben) und SYCP3-
spezifischen Primern (unten). SYCE3 mRNA ist erstmalig in Tag
12 Hoden nachweisbar und bleibt wahrend der gesamten
exprimiert. Die mRNA von SYCP3, einem
Protein, weist ein

Meiose
meiosespezifischen dhnliches

Expressionsmuster auf.

Abbildung 2-5: SYCE3 wird wdhrend der Meiose
exprimiert. Western Blot mit anti-SYCE3 (gp)
Antikoérper auf Gesamthodensuspension von Mausen
unterschiedlichen Alters. Pro Spur wurden 1x10°
Zellen aufgetragen. Die SYCE3-spezifische Bande bei
ca. 12 kDa erscheint erstmals am Tag 12 und ist
wdahrend der gesamten Meiose detektierbar.
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Abbildung 2-6: SYCE3 ist ausschlieBlich in Spermatocyten, nicht aber in Spermatogonien, Spermatiden und Spermien
detektierbar. Immunfluoreszenz auf Gefrierschnitten von Maushoden mit anti-SYCE3 Antikérper (griin). DNA wurde mit
Hoechst markiert (blau). SYCE3 ist nur in Spermatocyten detektierbar, Spermatogonien und alle postmeiotischen Zellen
(Spermatiden und Spermien) weisen kein SYCE3 Signal auf. (Sg) Spermatogonien, (Sc) Spermatocyten, (Ser) Sertoli-Zellen,
(eSp) elongierte Spermatiden. Balken 50 um.

2.1.5 SYCE3 ist Bestandteil des Zentralelements des Synaptonemalkomplexes

2.1.5.1 Lokalisation von SYCE3 in Spermatocyten

Im vorherigen Abschnitt wurde gezeigt, dass SYCE3 meiosespezifisch exprimiert wird. Als nachstes
wurde die subzellulare Lokalisation von SYCE3 in meiotischen Zellen untersucht. Fiir diesen Zweck
wurden Spreitungen von Oocyten aus embryonalem Ovar (siehe 7.5.1.3) und von Spermatocyten aus
adultem Hodengewebe hergestellt (siehe 7.5.1.2).

Fiir die Untersuchung der SYCE3 Lokalisation in Spermatocyten wurden die Objekttrager mit anti-
SYCE3 und anti-SYCP3 — ein Marker fur die AEs/LEs — doppelmarkiert. Das Assembly des SC beginnt
im Leptotdan mit der Ausbildung der AEs, die an das Chromatin angelagert sind. Im Zygotan paaren
sich die homologen Chromosomen und die AEs werden Uber TFs miteinander verbunden. Dieser
Prozess wird als Synapse bezeichnet und ist im Pachytdn abgeschlossen. In diesem Stadium sind die
Autosomen Uber ihre volle Lange lber den SC miteinander verbunden. Zwischen X und Y Chromosom
hingegen wird die Synapse nur an der pseudoautosomalen Region ausgebildet. Im Diplotdn
schlieBlich wird der SC abgebaut. Die Chromosomen bleiben nur an den Stellen miteinander
verbunden, an denen COs stattgefunden haben. In Zygotdn-Spermatocyten markiert SYCP3 die
AEs/LEs des SC (Abbildung 2-7). Auch SYCE3 Fluoreszenz ist im Zygotan nachweisbar. SYCE3 lokalisiert
aber nur an Bereichen des SC, die starker mit SYCP3 markiert sind (Abbildung 2-7). In Pachytan-
Spermatocyten kolokalisieren SYCE3 und SYCP3 an den Autosomen, nur an den Gonosomen
unterscheidet sich ihr Verteilungsmuster: Wahrend SYCP3 die AEs beider Geschlechtschromosomen
markiert, ist SYCE3 Fluoreszenz nur an der pseudoautosomalen Region detektierbar. Dieses
Verteilungsmuster dhnelt dem von SYCP1, der Hauptkomponente der TFs (siehe Abbildung 2-8), und
deutet darauf hin, dass SYCE3 spezifisch an synapsierte Bereiche der homologen Chromosomen
lokalisiert. Diese Aussage wird durch die Lokalisation von SYCE3 in Diplotan-Spermatocyten bestarkt:
Wahrend der anti-SYCP3 Antikorper sowohl Achsen markiert, die noch Gber den SC miteinander
verbunden sind (dickere Achsen), als auch Achsen, zwischen denen sich der SC schon abgebaut hat
(diinnere Achsen), ist SYCE3 nur an den Bereichen der Homologen zu finden, die noch tber den SC
miteinander verbunden sind (Abbildung 2-7). In der Diakinese schlieBlich wird SYCE3 nicht mehr
exprimiert (Abbildung 2-7).
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Abbildung 2-7: SYCE3 ist Bestandteil des Synaptonemalkomplexes und lokalisiert
spezifisch an den iiber die Transversalfilamente miteinander verbundenen Bereichen
der homologen Chromosomen. Kolokalisation von SYCE3 (griin) und SYCP3 (rot) auf
gespreiteten Maus-Spermatocyten. Gezeigt sind Zygotdn-, Pachytdn-, Diplotdn- und
Diakinese-Stadien. Balken, 10 um.

Ein Protein, das als Marker fiir die Synapse eingesetzt wird, ist SYCP1. SYCP1 ist Hauptbestandteil der
TFs, die die LEs miteinander verbinden und so die Synapse vermitteln. Um die spezifische Lokalisation
von SYCE3 an diese gepaarten und tber die TFs miteinander verbundenen Bereiche der Homologen
zu bestatigen, wurden Immunlokalisationen auf gespreiteten Maus-Spermatocyten mit anti-SYCE3
Antikorper und anti-SYCP1 Antikorper durchgefiihrt (Abbildung 2-8). In Pachytdan-Spermatocyten
kolokalisieren SYCE3 und SYCP1 in einem kontinuierlichen Muster Uber die volle Lange der
miteinander verbundenen homologen Autosomen. Interessant ist hier die Lokalisation von SYCE3
und SYCP1 im XY Body, in dem sich die Geschlechtschromosomen befinden (Abbildung 2-8, Pfeil).
Auch hier ist SYCE3, wie schon in Abbildung 2-7 gezeigt, nur an der pseudoautosomalen Region
detektierbar und kolokalisiert dort mit SYCP1 (Abbildung 2-8).
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Abbildung 2-8: SYCE3 und SYCP1 kolokalisieren in Pachytan-Spermatocyten. Immunfluoreszenz auf gespreiteten
Maus Pachytan-Spermatocyten mit anti-SYCE3 und anti-SYCP1 Antikorpern. Die DNA wurde mit Hoechst markiert
(blau). Der Pfeil markiert den XY Body, in dem sich die pseudoautosomale Region befindet, die sowohl mit SYCE3
als auch mit SYCP1 markiert ist. Zwischen den vollstandig miteinander verbundenen homologen Autosomen
kolokalisieren SYCE3 und SYCP1 in einem kontinuierlichen Muster. Balken, 7,5 um.

Mit den vorherigen Versuchen konnte gezeigt werden, dass SYCE3 Bestandteil des SC ist und
spezifisch an den Stellen lokalisiert, an denen sich die Synapse zwischen den homologen
Chromosomen ausgebildet hat. Um eine noch prazisere Aussage lber die Lokalisation von SYCE3 im
SC zu treffen, wurden Gefrierschnitte von adulten Rattenhoden mit anti-SYCE3 und anti-SYCP1
Antikorpern elektronenmikroskopisch untersucht. Der SYCP1 Antikorper, der gegen die Coiled-coil
Region von SYCP1 gerichtet war, diente hierzu als Kontrolle. Auf beiden Prdparaten ist die Struktur
des SC mit den LEs, die mit dem Chromatin assoziiert sind, und dem elektronendichten CE deutlich zu
erkennen. In dem mit SYCE3 markierten Prdparat lokalisieren die Goldpartikel ausschlielich im CE
des SC (siehe Abbildung 2-9, A). Im Gegensatz dazu markiert der Antikorper, der gegen die Coiled-coil
Domadne von SYCP1 gerichtet ist, den gesamten Bereich zwischen den LEs, da die zwei Coiled-coil
Domanen von sich gegeniiberliegenden SYCP1 Molekiilen diesen Bereich komplett durchspannen
(siehe Abbildung 2-9, A und Liu et al., 1996; Schmekel et al., 1996; Ollinger et al., 2005). Fir die
quantitative Auswertung der EM Daten wurde die Verteilung der Goldpartikel nach Moens und
Schmekel analysiert (Moens et al., 1987; Schmekel et al., 1996). Der Abstand zwischen der Mitte des
SC und den LEs wurde in sieben gleiche Abschnitte aufgeteilt. In jedem dieser Abschnitte wurden
anschliefend die Goldpartikel gezdhlt. Dieser Versuch zeigt, dass der Grof3teil der Goldpartikel, die
SYCE3 markieren, in den zwei Abschnitten liegt, die direkt an die Mitte angrenzen. (siehe Abbildung
2-9, B). Im Gegensatz dazu sind die Goldpartikel, die die Coiled-coil Domane von SYCP1 markieren,
hauptsachlich in den Abschnitten zwei bis vier lokalisiert. Dies spiegelt den Bereich zwischen dem CE
und den LEs wider (siehe Abbildung 2-9, B).

Mit diesen Versuchen konnte die Aussage getroffen werden, dass es sich bei SYCE3 um eine neue
Komponente des CE des SC handelt.
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Abbildung 2-9: SYCE3 lokalisiert spezifisch im CE des SC. (A) Preembedding
Immunelektronenmikroskopische Aufnahmen von Gefrierschnitten von Rattenhoden,
markiert mit einem anti-SYCE3 Antikorper (links) und einem gegen die Coiled-coil Doméne
von SYCP1 gerichteten Antikorper (rechts). Die Pfeilspitzen markieren ausgewahlte
Goldpartikel. SYCE3 lokalisiert spezifisch im CE des SC. Der anti-SYCP1 Antikérper hingegen
markiert die TFs, die den Raum zwischen den zwei LEs durchspannen. (LE) Lateralelement,
(CE) Zentralelement; Balken, 100 nm. (B) Quantifizierung der Verteilung der Goldpartikel in
EM Aufnahmen von SYCE3 markierten (oben, n=304) und SYCP1 markierten Proben (unten,
n=136). Die Distanz zwischen der Mitte des SC und den LEs wurde in sieben gleichgroRe
Abschnitte aufgeteilt. Die Goldpartikel wurden in jedem Abschnitt gezahlt. Die Mitte des SC
ist mit einem grauen Balken markiert, die LEs hingegen mit schwarzen Balken.
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2.1.5.2 Lokalisation von SYCE3 in Oocyten

Da die RT-PCR Experimente (siehe 2.1.3) gezeigt haben, dass SYCE3 mRNA ausschlieRlich in adulten
Hoden und embryonalem Ovar (16,5 dpc) exprimiert wird, wurde als nachstes die subzelluldre
Lokalisation von SYCE3 in Oocyten analysiert. Daflir wurden Spreitungen von Pachytdn-Oocyten (17,5
dpc) angefertigt und mit anti-SYCE3 und anti-SYCP3 Antikorper markiert (Abbildung 2-10).

SYCE3 und SYCP3 kolokalisieren in Pachytdan-Oocyten, zwischen deren Homologen sich der SC
vollstandig ausgebildet hat. Dieses Experiment bestatigt, dass SYCE3 auch auf Proteineben in
Oocyten exprimiert wird und auch hier Bestandteil des SC ist.

Abbildung 2-10: SYCE3 ist ebenfalls in Oocyten Bestandteil des SC. Spreitungen von Oocyten aus embryonalem
Ovar (17,5 dpc) markiert mit anti-SYCE3 (griin) und anti-SYCP3 Antikorper (rot). Im Pachytdn kolokalisieren SYCE3
und SYCP3 auf synapsierten Bereichen der Homologen. Balken, 10 um.

2.1.6 SYCE3 kolokalisiert mit SYCE1, aber nicht notwendigerweise mit SYCE2

In friiheren Arbeiten wurde gezeigt, dass das murine Transversalfilamentprotein SYCP1 essentiell fur
die Fertilitat beider Geschlechter ist (de Vries et al., 2005). Daher wurde dem Aufbau der CR des SC
intensive Forschung gewidmet. Hierbei wurden drei neue und bis dahin noch nicht charakterisierte
Proteine entdeckt, die ausschliellich im CE des SC lokalisieren: SYCE1, SYCE2 und Tex12. Der
Knockout jedes dieser Proteine flihrt zur Unfruchtbarkeit beider Geschlechter. Es wurde gezeigt, dass
SYCE1 und SYCE2 jeweils mit sich selbst und miteinander interagieren kénnen und beide an SYCP1
binden kénnen (Costa et al., 2005). Tex12 im Gegensatz dazu bildet einen Komplex mit SYCE2 und
bindet so indirekt an SYCP1 (Hamer et al, 2006). Zusammengefasst wurde durch die
Charakterisierung dieser Proteine gezeigt, dass die Ausbildung der Synapse von einem komplexen
Zusammenspiel mehrerer Proteine abhdngt und aulerdem, dass die Synapse essentiell fiir die
Fertilitat ist.

Da in dieser Arbeit gezeigt wurde, dass SYCE3 im CE des SC lokalisiert, wurde nun die Verteilung von
SYCE3 im Vergleich zu der Lokalisation von SYCE1 und SYCE2 untersucht (Tex12 wurde nicht mit
untersucht, da es mit SYCE2 kolokalisiert). Hierfir wurden Doppelimmunfluoreszenzen mit SYCE3
und SYCE1 beziehungsweise SYCE2 auf Zygotdn- und Pachytdan-Spermatocyten durchgefiihrt. Die
Markierung von SYCE3 und SYCE1 zeigt, dass diese beiden Proteine sowohl im Zygotan als auch im
Pachytdn vollstandig kolokalisieren, was besonders an den VergréoRerungen in Abbildung 2-11 zu
sehen ist. Im Gegensatz dazu wird an der Doppelfluoreszenz von SYCE3 und SYCE2 deutlich, dass
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diese beiden Proteine nicht vollstandig kolokalisieren, da SYCE3 ein kontinuierliches, SYCE2 hingegen
ein eher punktuelles Verteilungsmuster aufweist (VergroRerung in Abbildung 2-11).

pachytene pachytene
p /,l../ . ¢ /,fl-./, .
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Abbildung 2-11: SYCE3 kolokalisiert mit SYCE1l, aber nicht vollstindig mit SYCE2.
Doppelimmunfluoreszenz mit anti-SYCE3 und anti-SYCE1 beziehungsweise anti-SYCE2
Antikorpern auf Zygotan- und Pachytan-Spermatocyten. SYCE3 kolokalisiert mit SYCE1 sowohl
im Zygotdn als auch im Pachytan (VergréRerung). SYCE3 und SYCE2 kolokalisieren nicht
notwendigerweise: SYCE3 weist ein kontinuierliches, SYCE2 hingegen ein punktuelles
Verteilungsmuster auf (VergroRerung). Balken, 10 um.
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2.1.7 Die Rekrutierung von SYCE3 auf die Achsen ist unabhingig vom AEs/LEs
Zusammenbau und den CE Bestandteilen SYCE1 und SYCE2, aber abhingig von
SYCP1

Mit den vorherigen Versuchen wurde gezeigt, dass SYCE3 Bestandteil des CE ist und mit SYCE1l
kolokalisiert. Um zu untersuchen, ob SYCE3 von SYCP3 (Bestandteil der AEs/LEs), den anderen
Bestandteilen des CE (SYCE1l und SYCE2) und/oder von SYCP1 abhingig ist, wurden
Doppelimmunfluoreszenzen mit SYCE3 und SYCP1 bzw. SYCP3 auf gespreiteten Sycpl'/', Sycp3'/',
Sycel'/' und SyceZ'/' Pachytan-ahnlichen-Spermatocyten durchgefihrt.

Spermatocyten, die den Hauptbestandteil der TFs SYCP1 nicht exprimieren, sind dadurch
gekennzeichnet, dass sie morphologisch normale AEs ausbilden kénnen und die homologen
Chromosomen sich paarweise aneinanderlagern konnen. Allerdings kann sich in diesen Zellen keine
CR zwischen den Homologen ausbilden, was durch ein vollstandiges Fehlen von CE-dhnlichen
Strukturen im Elektronenmikroskop sichtbar wird (de Vries et al., 2005). Um das Verhalten von SYCE3
in diesen Zellen zu untersuchen wurde eine Doppelimmunfluoreszenz mit SYCP3 und SYCE3
durchgefiihrt. Es konnte allerdings auch nach mehrmaligem Wiederholen des Versuchs keine SYCE3
Fluoreszenz auf den mit SYCP3 markierten AEs detektiert werden (Abbildung 2-12, A). Dies ldsst den
Rickschluss zu, dass die Rekrutierung von SYCE3 abhangig von SYCP1 ist.

Im Gegensatz dazu konnte mit den im nachsten Abschnitt beschriebenen Immunfluoreszenzen
gezeigt werden, dass die SYCE3 Lokalisation an die Chromosomenachsen in Abwesenheit von SYCP3,
SYCE1 und SYCE2 erfolgen kann:

Sycp3'/' Mause bilden keine AEs/LEs aus, weisen aber dennoch kurze CR-Bereiche auf, in denen SYCP1
korrekt organisiert vorliegt (Liebe et al., 2004). Diese kurzen Bereiche der CR sind direkt mit dem
Chromatin verbunden. Eine Doppelmarkierung von SYCE3 und SYCP1 konnte zeigen, dass SYCE3 in
diesen Spermatocyten mit SYCP1 kolokalisiert (Abbildung 2-12, B). Mit anderen Worten: Ein Fehlen
von SYCP3 hat keine Auswirkung auf die Rekrutierung von SYCE3 an die vorhandenen SC-dhnlichen
Strukturen.

Der Knockout von SYCE1 fiihrt in Spermatocyten zu einem Sycpl'/' dhnlichen Phanotyp. Auch in
Sycel”” Spermatocyten kann keine Synapse zwischen den Homologen ausgebildet werden, obwohl
die Ausbildung der AEs und die Paarung der Homologen nicht gestort ist (Bolcun-Filas et al., 2009). In
Sycel defizienten Spermatocyten konnte in dieser Arbeit durch eine Doppellokalisation von SYCP3
und SYCE3 gezeigt werden, dass SYCE3 hier in einem schwachen diskontinuierlichen Muster entlang
der AEs verteilt vorliegt. Interessanterweise liegt SYCE3 auch an den Stellen der AEs vor, die sich
nicht in unmittelbarer Nahe zueinander befinden (siehe Abbildung 2-12, C (VergréRerungen)). Dies ist
bemerkenswert, da im ersten Teil dieser Arbeit beschrieben wurde, dass SYCE3 nur an synapsierte
Bereiche der Chromosomenachsen lokalisiert (siehe 2.1.5).

In Syce2” Spermatocyten kénnen sich die homologen Chromosomen paaren und es kénnen sich
kurze CE-dhnliche Strukturen ausbilden. Mit Hilfe der Immunfluoreszenz wurde zudem gezeigt, dass
SYCP1 und SYCE1 in Syce2'/' Spermatocyten auf kurzen Bereichen der AEs kolokalisieren, die eng
gepaart vorliegen (Bolcun-Filas et al., 2007). In der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, dass
SYCE3 in Syce2” Spermatocyten auch in distinkten Foci an Stellen der AEs vorliegt, die in engem



36 2 Ergebnisse

Kontakt miteinander stehen (siehe Abbildung 2-12, D (VergroBerungen)). Also kann trotz des Fehlens
von SYCE2 SYCE3 an bestimmte Stellen der AEs rekrutiert werden.

Zusammenfassend geht aus diesem Versuch hervor, dass die Rekrutierung von SYCE3 auf die
Chromosomenachsen unabhangig von SYCP3, SYCE1 und SYCE2 ist. Ein Fehlen von SYCP1 allerdings
fUhrt zur Misslokalisation von SYCE3 von den Chromosomen.

SYCE3

SYCE3

C Syce 1"

SYCE3

Abbildung 2-12: Die Rekrutierung von SYCE3 an die Chromosomenachsen ist unabhingig vom Zusammenbau der AEs/LEs
und SYCE1 bzw. SYCE2, aber abhangig von SYCP1. Doppelimmunfluoreszenz auf Sycpl_/‘, Sycp3‘/‘, Sycel'/' und SyceZ‘/‘
Spermatocyten mit Antikérpern gegen anti-SYCE3 (griin) und entweder anti-SYCP1 (rot) oder anti-SYCP3 (rot). (A) In Sycpl'/'
Spermatocyten werden keine CE-ahnlichen Strukturen ausgebildet, die Ausbildung der AEs und die Paarung der homologen
Chromosomen ist aber nicht gestort. In diesen Zellen wurden die AEs durch SYCP3 (rot) sichtbar gemacht, es konnte aber
kein SYCE3 Signal nachgewiesen werden. (B) In Sycp3'/' Spermatocyten lokalisiert SYCP1 in kurzen fibrilliren Abschnitten. An
diesen fibrillaren Abschnitten ist auch SYCE3 nachweisbar. (C) Sycel‘/‘ Spermatocyten sind dadurch charakterisiert, dass in
ihnen keine CE-dhnlichen Strukturen zwischen den Homologen ausgebildet werden. In diesen Zellen ist SYCE3 in einem
schwachen diskontinuierlichen Muster an den chromosomalen Achsen sichtbar. Die Sterne markieren Bereiche, in denen
SYCE3 an AEs lokalisiert, die nicht eng gepaart vorliegen. (D) In SyceZ'/' Spermatocyten liegt SYCE3 in distinkten Foci an
Bereichen der AEs vor, die eng gepaart vorliegen. Diese Stellen sind durch Pfeilspitzen gekennzeichnet. Balken, 10 um.
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2.2 SYCE3 ist notwendig fiir die Fertilitit beider Geschlechter

2.2.1 Generierung der Syce3/-Maus

Im ersten Teil der Ergebnisse wurden das Expressionsmuster und die subzellulare Verteilung von
SYCE3 analysiert. Zur funktionellen Analyse von SYCE3 wurde im Rahmen dieser Arbeit eine Syce3”
Maus generiert. Als Strategie wurde ein konventioneller Knockout gewahlt, bei dem der gesamte
kodierende Genomabschnitt des Syce3 Gens (Exon 2 und 3) durch eine Neomycin-Selektionskassette
ersetzt wurde. Eine Ubersicht tiber das Syce3 Gen wird in Abbildung 2-13 gezeigt. Syce3 liegt auf
Chromosom 15 an Position 89,220,605-89,240,694. Innerhalb des Syce3 Gens liegen keine Introns
und Exons anderer Gene.

40.09 Kb Forward strand pme—
89.22 Mb 89.22 Mb 89.22 Mb 89.23 Mb 89.22 Mb 89.24 Mb 89.25 M 29
Contigs AC113976.13. 1184010 > 386
4 CH-AAA
E bl —————
nsemblHavana g < 1700007E06Rik-201 < Cptlb-202
protein coding protein codin

oAl
=< Cptlb-201
protein codir

£9.22 Mb £9.22 Mb £59.22 Mb 29.23 Mb 29.23 Mb £9.24 Mb £5.25 Mb 29,
—=miReverse strand 40.09 Kb |

Abbildung 2-13: Grafische Ubersicht des genomischen Bereichs des Syce3 Gens (Ensemble, Gene: 1700007E06Rik

(ENSMUSG00000078938)). Syce3 liegt auf Chromosom 15 an Position 89,220,605-89,240,694 auf dem reversen Strang. Es
liegen keine Introns oder Exons anderer Gene im Syce3 Gen.

Quelle: http://www.ensembl.org/Mus_musculus/Gene/Summary?g=ENSMUSG00000078938;r=15:89220605-89240694;t=ENSMUST00000109314

2.2.1.1 Knockout Strategie und Klonierung des Replacementvektors

Fir die Herstellung einer Knockout Maus wurde als erstes eine Strategie entworfen, mit der der
gesamte kodierende Bereich des Syce3 Gens - Exon 2 und 3, da Exon 1 nicht kodierend ist - entfernt
werden konnte. Zugleich musste die Strategie eine spatere Genotypisierung der genetisch
veranderten ES Zellen und Mause mittels Southern Blot erlauben. Dafiir wurde der genomische DNA
Bereich um das Syce3 Gen nach moglichen Schnittstellen fiir Restriktionsenzyme analysiert. Es wurde
eine Strategie gewahlt, bei der die DNA mit dem Restriktionsenzym BstEll verdaut wurde. Nach
einem BstEll Restriktionsverdau wildtypischer DNA entsteht ein (mit einer spezifischen Sonde)

BstEIl BstEll BstEIl
WT 1 I 2 Jj- 3 |
Chromosom 15
Codierende Exons:
2und 3
Replacement v 50 F{ 3 =|oxP 3' osVIA®Q 5° loxP=5 F2 3'=5§ TK i prerrer
Vektor
BstEIl BstEIl
KO e | —L5‘ F1 3'=loxP 3' osVWH®q 5" loxP-5 F2 3 ]
Sonde wm
5851bp
7637bp

Abbildung 2-14: Schematische Darstellung des Syce3 Gens, des Replacementvektors und des
mutierten genomischen Abschnitts.
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nachweisbares Fragment von 5851 bp. Wurden Exon 2 und 3 durch die Neomycin-Selektionskassette
ersetzt, so wurde die wildtypische BstEll Schnittstelle, die zwischen Exon 2 und 3 liegt, entfernt und
es entstand ein langeres Fragment von 7637 bp (siehe Abbildung 2-14). Die homologen Bereiche (F1
und F2) wurden so gewahlt, dass sie sowohl keine repetitiven Sequenzbereiche als auch keine
Homolgien zu anderen DNA Bereichen des Mausgenoms enthielten.

Flr die Klonierung des langen Arms (auch F2-Bereich genannt) wurde genomische DNA aus S129
Zellen isoliert (siehe 7.2.3), das genomische Fragment mit den fir den F2-Bereich spezifischen
Primern F2_5 und F2_3‘ (siehe Tabelle 5-2) in einer Phusion-PCR (siehe 7.2.5.2) amplifiziert (siehe
Abbildung 2-15) und in den StrataClone Vektor ligiert. Die Sequenz wurde auf lhre Richtigkeit durch
Sequenzierung lberprift und mit EcoR1 in den ebenfalls EcoR1-geschnittenen pKS/oxPNT Vektor (vgl.
5.6.2) kloniert.

514 8- = — N —

2027-

Abbildung 2-15: Amplifikation des F2 Fragments aus $129
Zellen. Phusion-PCR mit F2-spezifischen Primern F2_5' und
F2_3' bei 63°C Annealing-Temperatur.

Fir die Klonierung des F1 Fragments wurde durch eine Phusion-PCR bei 66°C Annealing-Temperatur
mit den F1-spezifischen Primern F1_Clal 5 und F2_Clal_3‘ (siehe Tabelle 5-2) der spezifische
Bereich aus genomischer DNA (aus R1/E Zellen) amplifiziert und auf einem 1%igen Agarosegel
aufgetrennt (siehe Abbildung 2-16).

Die so gewonnene DNA wurde in den StrataClone Vektor ligiert und sequenziert. Aus diesem wurde
sie mit Clal (die Schnittstellen wurden wahrend der Amplifikation Uber die Primer angefiigt)
geschnitten und die DNA Uberhinge mit Klenow Fragment aufgefiillt. Das so modifizierte F1
Fragment konnte darauf in den pKSIoxPNT Vektor (in den zuvor schon das F2 Fragment kloniert
wurde) in die mit Sall geschnittene und mit Klenow Fragment aufgefiillte Restriktionsschnittstelle
kloniert werden. Im pKS/oxPNT Vektor wurden beide Sequenzen durch Sequenzierung nochmals auf
ihre Richtigkeit getestet.

-

i ——

947
564

Abbildung 2-16: Klonierung des F1 Fragments aus genomischer
DNA (R1/E Zellen). In einer Phusion-PCR bei 66°C Annealing-
Temperatur wurde das F1 Fragment mit den Fl-spezifischen
Primern F1_Clal_5‘und F2_Clal_3‘ amplifiziert.
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2.2.1.2 Elektroporation in R1/E Zellen und Selektion

60 pg des wie im vorherigen Abschnitt beschrieben hergestellten Replacementvektors wurden mit
Kpnl linearisiert und an die Transgenic Core Facility des MPIs in Dresden zur Elektroporation in R1/E
Zellen geschickt. Mit G418 wurden dort die Klone selektioniert, die den Replacementvektor im
Genom integriert hatten. Nach einer Selektion (iber 2 Wochen konnten 500 Klone vereinzelt werden
und standen fiir die anschlieBende Genotypisierung bereit.

2.2.1.3 Genotypisierung der R1/E Zellen

Die selektionierten R1/E Klone wurden mittels Phusion-PCR (siehe 7.2.5.2) auf die Insertion des
Replacementvektors Uberprift. Fir die das F1 Fragment lberspannende PCR wurden die Primer
DA8 Sonde_5‘ und Lc2vfl neo verwendet, fiir die F2 Fragment Uberspannende PCR die Primer
LC2neo und DA8 hF2_LaA_3‘ (siehe Tabelle 5-2). Im Falle des F1 Fragments wird ein PCR-Produkt
von 1502 bp erwartet, fir das F2 Fragment ein

PCR-Produkt von 4271 bp.

Langarm PCR Kurzarm PCR

B5 B5

Eine Uberpriifung der 500 Klone mittels der
Langarm PCR konnte den Klon B5 als positiv
identifizieren (siehe Abbildung 2-17). Um die 21226-

richtige Insertion zu Uberprifen, wurde dieser 5148- %g%-
Klon zusatzlich mit der Kurzarm PCR untersucht, 3530- -
bei der eine Bande in der erwarteten Hohe bei 2027- 947-
ca. 1400 bp detektiert wurde (siehe Abbildung
2-17). Abbildung 2-17: Genotypisierungs-PCR des positiven ES Zell
Klons B5.
Mit Hilfe des Southern Blots, wurde die richtige
Insertion des Replacementvektors in den Klon
B5 nochmals bestatigt. Wildtypische DNA und
. Southern Blot: BstEll
DNA des Klons B5 wurden mit dem
Restriktionsenzym BstEll verdaut, auf einem A
Agarosegel aufgetrennt (siehe 7.2.7) und auf 10000- 10000- =
eine Nylonmembran transferiert (siehe 7.2.10). 8000- 8000+
Beim anschlieBenden Southern Blot mit der 6000- 6000
SYCE3-spezifischen Sonde konnte im Wildtyp - '
SYCE3 Sonde Neo Sonde

eine Bande bei ca. 7000 bp detektiert werden

(erwartete Hohe der Bande bei 5851 bp), Abbildung 2-18: Southern Blot des positiven ES Zell Klons B5

wohingegen im Klon B5 zusitzlich zu der mit SYCE3-spezifischer Sonde (links) und neospezifischer

. . . . Sonde (rechts)
wildtypischen Bande eine Bande bei ca. 9000 bp

(erwartete Hohe der Bande bei 7637 bp)

sichtbar wurde. Durch diesen Blot wird verdeutlicht, dass (1) der Replacementvektor an der richtigen
Stelle integriert und (2) nur eine Kopie des Vektors eingebaut wurde. Um sicherzustellen, dass der
Replacementvektor spezifisch in das Syce3 Gen inseriert wurde und nicht zusatzlich in einer anderen
Stelle des Genoms, wurde aullerdem ein Southern Blot mit einer neospezifischen Sonde beprobt.
Hatte sich der Vektor an mehreren Stellen im Genom integriert, wiirde man mehrere Banden auf
dem Blot detektieren konnen, da die Neomycin-Selektionskassette in diesem Fall in mehreren
unterschiedlich groRBen Teilfragmenten des Verdaus vorzufinden ware. Da aber im Klon B5 mit der
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neospezifischen Sonde nur eine Bande auf der Héhe von 9000bp detektiert werden konnte, was der
erwarteten Hohe entspricht, konnte eine Mehrfachintegration im Genom ausgeschlossen werden.

2.2.1.4 Blastocysteninjektion und Verpaarung der Chimdren

Der positive getestete ES Zell Klon wurde in der Transgenic Core Facility des MPIs fiir “Molecular Cell
Biology and Genetics” mittels , laser assisted microinjection” in eine 8-Zell C57BL/6 Morula injiziert
und anschlieBend in eine CD1 (Auszucht) Leihmutter transferiert. Die daraus entstandenen Chiméaren
wurden mit C57BL/6 Mausen verpaart.

2.2.1.5 Genotypisierung der F1 Generation

Aus der Verpaarung der Chimé&ren mit C57BL/6 Mausen entsprang die F1 Generation, die mittels PCR
genotypisiert wurde. Da die korrekte Insertion des Replacementvektors in den ES Zellen schon
bewiesen wurde, erfolgten alle weiteren Genotypisierungen mit den nicht Giberspannenden Primern
,SYCE3 neu 5 neo”, ,,SYCE3 neu 5 WT“ und ,,SYCE3 neu 3 WT neo” in einer Phusion-PCR.

Die Primerpaare wurden so gewahlt, dass der 3‘ Primer sowohl im WT als auch im Knockout im F2
Fragment bindet, der 5 Primer allerdings spezifisch entweder nur in der Neomycin-
Selektionskassette oder in der wildtypischen Sequenz, die im Knockout durch die Neomycin-
Selektionskassette ersetzt wurde. Abbildung 4-19 zeigt die ,,neo” und ,Wildtyp“ PCR der Tiere 2778-
2784. Da die Tiere der F1 Generation entweder heterozygot oder wildtypisch sind, kann bei allen 7
Tieren eine Bande in der ,Wildtyp“ PCR detektiert werden. In der ,,neo” PCR hingegen konnte nur bei
den Tieren 2779 (&), 2781 (&) und 2784 () ein DNA Fragment amplifiziert werden. Diese 3 Tiere
sind folglich heterozygot und konnten fiir die Etablierung der Syce3”" Zucht in Wiirzburg verwendet
werden.

Abbildung 2-19: Genotypisierung der F1 Generation. Oben: "neo"-
PCR, unten: WT PCR.
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2.2.1.6 In Syce3~/- Mdusen wird kein SYCE3 Protein exprimiert

Der Knockout des Syce3 Gens wurde in den vorherigen Kapiteln auf DNA Ebene durch PCRs und
Southern Blot sowohl auf den embryonalen Stammzellen wie auch in den Knockout Madausen
beschrieben. Ziel eines Knockouts ist es, die Proteinexpression des Gens zu verhindern. Um zu
beweisen, dass der Knockout des Syce3 Gens die Expression des SYCE3 Proteins verhindert, wurde
Hodengewebe aus Syce3”*, Syce3” und Syce3” Miusen auf zwei Tricin-SDS Gelen (siehe 7.3.4.1)
aufgetrennt und auf zwei Nitrocellulose-Membranen geblottet (siehe 7.3.6). Diese wurden mit den
Antikorpern anti-SYCE3 (rb) und anti-SYCE3 (gp) (siehe 5.5.2) inkubiert. Beide Antikdrper erkannten
im wildtypischen und im heterozygoten Hodengewebe eine SYCE3-spezifische Bande bei ca. 12 kDa.
Im Knockout Gewebe hingegen konnten beide Antikoérper keine Bande auf der entsprechenden Héhe
detektieren. (siehe Abbildung 2-20, oben). Um zu zeigen, dass gleiche Mengen an Protein
aufgetragen wurden, wurden die Blots gestrippt und mit einem anti-Actin Antikdrper inkubiert. Auf
diesen Blots sind in allen Spuren gleich starke Banden zu sehen, was die gleichmaRige Beladung der
Blots belegt (siehe Abbildung 2-20, unten). Die Tatsache, dass beide anti-SYCE3 Antikorper im
Knockout Hodengewebe keine Bande detektieren konnten beweist zwei Dinge: (1) die Deletion des
Syce3 Gens verhindert die SYCE3 Proteinexpression vollstindig; (2) die im Rahmen dieser Arbeit
hergestellten Antikérper (siehe 7.3.3) erkennen spezifisch das SYCE3 Protein.

Syce3 Syce3 Syce3 Syce3 Syce3 Syce3
+/+ +/- -/- ++ +- -I-

_ rb anti-SYCE3 - gp anti-SYCE3
D o ocon S oot

Abbildung 2-20: Die Expression des SYCE3 Proteins wird durch den Knockout des Syce3 Gens verhindert.
Tricin-SDS-PAGE mit anschlieBendem Immun-Blot von Syce3+/+, Syce3+/'und Syce3'/' Mausen beprobt mit
einem anti-SYCE3 (rb) (links oben) und einem anti-SYCE3 (gp) Antikérper (rechts oben). Die Blots wurden
gestrippt und mit einem anti-Actin Antikdrper zur Eichung der Gele inkubiert (siehe untere Blots). Bei beiden
SYCE3 Antikorpern konnte nur im wildtypischen und heterozygoten Gewebe eine SYCE3-spezifische Bande
detektiert werden. Diese war im Knockout bei beiden Antikdrpern nicht nachweisbar.
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2.2.2 Charakterisierung der Syce3~- Maus

2.2.2.1 Syce3/- Mduse sind infertil

Syce3'/' Mause zeigen &duBerlich keinen
somatischen Phanotyp (siehe Abbildung 2-21).
Aber wiederholte Paarungsversuch von Syce3'/'
Syce3'/' Weibchen

Mausen brachten

Mannchen und mit

wildtypischen keine
Nachkommen hervor. Um die durch den Syce3
Infertilitat

untersuchen, wurden sowohl Syce3'/' Hoden als

Knockout verursachte naher zu
auch Syce3'/' Ovar adulter Tiere prapariert. Es fiel
auf, dass Syce3'/' Hoden deutlich kleiner sind, als
die Hoden ihrer wildtypischen Geschwister (siehe

Abbildung 2-22).

Auch das Gewicht der Hoden ist in Syce3”
Mausen deutlich verringert (siehe Tabelle 2-1),
wohingegen das Korpergewicht der
wildtypischen, heterozygoten und Syce3”” Mause

gleich ist (siehe Tabelle 2-1).

2-22:
wildtypischer Hoden (links) und Syce3'/' Hoden
(rechts). Balken, 200 um.

Abbildung GroRenunterschied adulter

Abbildung 2-21: Syce3'/' Miuse zeigen keinen somatischen
Phdnotyp. Vergleich der Geschwistertiere: Rein von ihrem
duleren Korperbau sind die Tiere nicht von einander zu
unterscheiden.

Genotyp | Korpergewicht | Hodengewicht | Alter

+/- 21,31 0,05105 31 Tage
-/- 21,41 0,02855 31 Tage
+/- 20,8 0,07365 33 Tage
+/+ 20,5 0,074 33 Tage
-/- 20,06 0,0423 33 Tage
-/- 18,69 0,025 33 Tage
+/- 20,95 0,08575 45 Tage
-/- 25,52 0,03345 45 Tage
-/- 24,16 0,03695 45 Tage
-/- 27,73 0,03155 45 Tage
-/- 25,94 0,03585 45 Tage

Tabelle 2-1: Syce3 Knockout fiihrt zu einer Reduktion
des Hodengewichts. Gewichtstabelle der Versuchstiere
nach 31-45 Tagen. Beim Korpergewicht ist kein
Unterschied zwischen Syces"/' Tieren und heterozygoten
bzw. wildtypischen Geschwistern zu beobachten. Syce3'/'
Tiere weisen aber ein deutlich geringeres Hodengewicht
auf als ihre wildtypischen und heterozygoten
Geschwister.
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2.2.2.2 Syce3 Knockout fiihrt bei Mdnnchen und Weibchen zu einem Abbruch der Meiose

Die Ursache der in Syce3'/‘ Hoden beobachteten GroRenreduktion wurde mit Hamatoxylin/Eosin
gefarbten Paraffinschnitten von Syce3”, Syce3” und Syce3”* Hoden untersucht. In Praparaten von
wildtypischen und heterozygoten Tieren sind Sertoli-Zellen, Spermatocyten und Spermatiden in den
Samenkanilchen erkennbar. Ganz im Gegensatz dazu kénnen in dem Syce3” Gewebe keine
postmeiotischen Stadien entdeckt werden. In Syce3” Tubuli sind nur Spermatogonien, Sertoli-Zellen
und Spermatocyten vorhanden. In anderen Tubuli sind Spermatogonien und apoptotische
Spermatocyten erkennbar (siehe Abbildung 2-23, obere Reihe). Die Tubuli im Syce3”" Hoden sind
zudem dadurch charakterisiert, dass sie allgemein einen kleiner Durchmesser aufweisen als
wildtypische Tubuli (siehe Abbildung 2-23, obere Reihe).

Die Anwesenheit apoptotischer Spermatocyten und die Abwesenheit von postmeiotischen Stadien
lassen den Riickschluss zu, dass SYCE3 essentiell fir die Meiose ist. Das Fehlen von SYCE3 scheint zu
einem Abbruch der Meiose zu fiihren.

Auch Syce3'/' Ovarien weisen eine deutlich andere Morphologie auf als vergleichbares wildtypisches
Gewebe. Wihrend im wildtypischen und Syce3”" Ovar Oocyten in verschiedenen Reifestadien
sichtbar sind, fehlen die Oocyten im Syce3”" Ovar vollstindig (siehe Abbildung 2-23). Auch dieses
Fehlen von Oocyten lasst auf einen Abbruch der Meiose schlieRen.

Abbildung 2-23: Das Fehlen von SYCE3 hat einen Abbruch der Meiose zur Folge. Histologische Analysen von in Paraffin
eingebettetem Hoden (Tag 30) und Ovar (Tag 32) von Syce3+/+, Syce3+/‘ und Syce3'/‘ Mausen gefarbt mit Hamatoxylin-
Eosin. (Ser) Sertoli-Zelle, (Sc) Spermatocyte, (Sp) Spermatide, (eSp) elongierte Spermatide, (aSc) apoptotische
Spermatocyte, (Sg) Spermatogonie, (Oc) Oocyte, (Od) Ovidukt. Balken, 100 um bzw. 175 pum.
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Wie mit der Hamatoxylin-Eosin Firbung gezeigt werden konnte, sind im Syce3”” Hoden apoptotische
Spermatocyten vorhanden. Dieses Ergebnis wurde durch den TUNEL Assay auf Syce3+/+, Syce3+/' und
Syce3'/'Hodengewebe bestatigt. In Abbildung 2-24 sind in wildtypischen und heterozygoten Tubuli
vereinzelte TUNEL-positive Signale zu erkennen. Die Mehrzahl an Zellen weist jedoch kein TUNEL-
positives Signal auf. Im Gegensatz dazu sind in manchen Samenkanalchen von Syce3'/' Mausen
zahlreiche TUNEL-positive Zellen detektierbar. Interessanterweise sind allerdings auch Tubuli
vorhanden, die keine apoptotischen Zellen, in manchen Fillen allerdings auch keine anderen
Spermatocyten aufweisen. Dies deutet drauf hin, dass sich die Spermatocyten bis zu einem gewissen

Ill

Stadium ,,normal“ entwickeln kénnen, dann aber aufgrund der Stérungen, die durch den Syce3

Knockout hervorgerufen werden, alle gleichzeitig apoptotisch werden.

Das Stadium, in dem Spermatocyten bei einem Fehlen von SYCE3 apoptotisch werden, wurde in
Hamatoxylin-Eosin gefarbten Schnitten anhand der Morphologie der Spermatogonien ermittelt
(siehe Abbildung 2-25 und Ahmed & de Rooij, 2009). Der Samenepithelzyklus kann in zwolf
verschiedene Stadien unterteilt werden: In Hamatoxylin gefdrbten Praparaten ist fir diese
Unterscheidung die Zellzusammensetzung wichtig - vor allem die unterschiedlichen Kombinationen
von Spermatogonien und elongierten Spermatiden. Diese Einteilung der Tubuli in die zwolf
verschiedene Stadien macht sich die zeitliche Synchronitit der Spermatogenese zunutze (siehe
1.1.1.3). Will man die Tubuli-Stadien von Knockout Mausen, die keine postmeiotischen Stadien
enthalten, bestimmen, so ist eine eindeutige Unterscheidung aller 12 Stadien nicht moglich. In diesen
Tubuli kénnen lediglich Stadium IlI-X eindeutig voneinander unterschieden werden (siehe Ahmed &
de Rooij, 2009). Fiir die Bestimmung des Tubuli-Stadiums bei einem Fehlen postmeiotischer Zellen
(also auch im Falle des Syce3 Knockouts) dienen die verschiedenen Typen von Spermatogonien als
Unterscheidungsmerkmal. Stadium X-1I Tubuli sind dadurch gekennzeichnet, dass sie Typ A-
Spermatogonien und Zygotan- bzw. Pachytdn-Spermatocyten enthalten. Typ A-Spermatogonien
haben im Gegensatz zu den anderen Spermatogonientypen kein Heterochromatin. Zygotan- und
Pachytan-Spermatocyten kénnen nicht voneinander unterschieden werden. Stadium Il und IV Tubuli
kénnen anhand von intermedidren Spermatogonien identifiziert werden. Dies sind relativ grof3e
Zellen, die mehr Heterochromatin aufweisen als Typ A-Spermatogonien, aber weniger als Typ B-
Spermatogonien. Je nachdem ob friihe intermediare Spermatogonien oder spate vorhanden sind,
wird der Tubus als Typ lll oder Typ IV Tubus bezeichnet. Die intermedidren Spermatogonien
differenzieren nun weiter und so liegen in Stadium V-VI Tubuli Typ B-Spermatogonien vor, die durch
eine abgerundetere Form und einen héheren Gehalt an Heterochromatin gekennzeichnet sind.

Bei der Untersuchung von Syce3'/' Tubuli, konnten anhand des Vorhandenseins von Typ A-
Spermatogonien Stadium X-Il Tubuli eindeutig identifiziert werden (siehe Abbildung 2-25). In diesem
Tubus-Stadium sind noch keine morphologischen Veranderungen, die auf eine Apoptose der
Zygotan- bzw. friihen Pachytdan-Spermatocyten hinweisen wiirden, erkennbar. Im Gegensatz hierzu
kann man in Stadium IV Tubuli, die intermedidre Spermatogonien enthalten, apoptotische
Spermatocyten identifizieren (siehe Abbildung 2-25). Da die Pachytan-Spermatocyten im Stadium IV
apoptotisch werden, ist es nicht verwunderlich, dass in Stadium V-VI Tubuli nur Typ B-
Spermatogonien, jedoch keine Pachytdn-Spermatocyten mehr identifiziert werden kdnnen (siehe
Abbildung 2-25).

Somit konnte in diesem Abschnitt gezeigt werden, dass die Infertilitat der Syce3'/' Mause auf einen
Abbruch der Meiose zuriickzufiihren ist, der beim Mannchen wahrend der Spermatogenese in
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Stadium IV Tubuli stattfindet. Im nachsten Abschnitt wird die Ursache fir den Abbruch der Meiose

untersucht

TUNEL positiv DNA

Abbildung 2-24: In Syce3” Tubuli sind viele TUNEL-positive Zellen detektierbar. TUNEL Farbung von Syce3””, Syce3” und
Syce3'/' Hamatoxylin-Eosin gefarbten Hoden (Tag 30). In wildtypischen und heterozygoten Zellen kénnen vereinzelte TUNEL-
positive Signale (griin) detektiert werden. Die Mehrzahl der Zellen (DNA markiert mit Hochst (blau)) weist hingegen kein
TUNEL-positives Signal auf. Im Gegensatz dazu sind in Syce3'/' Tubuli viele TUNEL-positive Zellen zu finden (griin). Balken, 40
pm.
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Abbildung 2-25: In Syce3'/' Hoden erfolgt ein Stadium IV Arrest der Spermatocyten. Lichtmikroskopische Aufnahmen von
Syce3'/' Hoden (Paraffinschnitte).” Gezeigt sind Stadium X-ll, IV und V-VI Tubuli. In Stadium X-ll Tubuli sind Typ A-
Spermatogonien und Zygotdn- oder Pachytan-Spermatocyten vorhanden. Stadium IV Tubuli sind durch intermedidre
Spermatogonien und apoptotische Pachytan-Spermatocyten charakterisiert. In Typ V-VI Tubuli kénnen Typ B-
Spermatogonien detektiert werden. (Ser) Sertoli-Zellen, (P) Pachytdn-Zellen, (A) Typ A-Spermatogonien, (aP) apoptotische
Pachytdn-Zellen, (In) intermediare Spermatogonien und (B) Typ B-Spermatogonien. Balken, 10 um.
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2.3 SYCE3 ist essentiell fiir die Synapse und die homologe Rekombination

2.3.1 Syce3 wird zur Initiation der Synapse bendétigt

Dem CE wurde in friheren Arbeiten eine essentielle Rolle fiir die Synapse der homologen
Chromosomen nachgewiesen (Bolcun-Filas et al., 2007, 2009; Hamer et al., 2008). Da SYCE3 ein
Bestandteil des CE ist, wurde als erste mégliche Ursache fiir das Abbrechen der Meiose in Syce3”
Mausen untersucht, ob die Synapse initiiert werden kann. Hierflir wurden Spreitungspraparate von

**und Syce3” Spermatocyten hergestellt und diese mit SYCP3 zum Visualisieren der AEs und

Syce3
SYCP1 als Marker fir die TFs markiert. In wildtypischen Pachytdan-Spermatocyten sind die 19 LEs der
Autosomen und die zwei AEs der Gonosomen sichtbar (siehe SYCP3 Markierung in Abbildung 2-26).
Im Gegensatz dazu markiert der anti-SYCP3 Antikorper in den Syce3 Knockout Zellen 40
Chromosomenachsen, von denen jeweils zwei nebeneinander liegen (Ausnahme: X und Y
Chromosom, siehe Pfeilspitze) (Abbildung 2-26). Dies deutet darauf hin, dass sich in Syce3”
Spermatocyten die AEs ausbilden kénnen und die Paarung der Homologen in wildtypischer Weise
stattfinden kann. Allerdings scheint die Synapse der homologen Chromosomen in Syce3”

Spermatocyten gestort zu sein.

Ein weiterer Hinweis auf eine Storung der Synapse in Syce3'/' Spermatocyten ist die Lokalisation von
SYCP1 in diesen Zellen. In wildtypischen Pachytdan-Spermatocyten kann man eine fiir SYCP1 typische

Syce3"* __ Syce3** Syce3**

Abbildung 2-26: In Syce3'/' Tieren bildet sich keine Synapse zwischen den homologen
Chromosomen aus. Spreitungspraparate von wildtypischen und Syce3‘/‘ Pachytan- bzw. Pachytan-
dhnlichen-Spermatocyten doppelmarkiert mit anti-SYCP1 (griin) und anti-SYCP3 (rot) Antikérpern. In
Syce3'/' Zellen findet die Paarung der homologen Chromosomen statt, es wird aber keine Synapse
ausgebildet. Zudem unterscheidet sich die Lokalisation von SYCP1: In wildtypischen Zellen ist SYCP1
nur an Regionen der homologen Chromosomen lokalisiert, zwischen denen sich der SC ausgebildet
hat. Am XY Body ist SYCP1 hauptsdchlich an der pseudoautosomalen Region lokalisiert (siehe
Pfeilspitze). In Syce3‘/' Zellen hingegen ist SYCP1 entlang der gepaarten homologen Chromosomen in
einem schwachen, diskontinuierlichen Muster lokalisiert, unabhdngig davon, ob diese eng
nebeneinander liegen oder nicht. Balken, 10 um.
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Markierung aller Autosomen sehen, zwischen denen sich tiber die volle Léange der SC ausgebildet hat.
Am XY Body ist SYCP1 nur an der pseudoautosomalen Region lokalisiert (siehe Abbildung 2-26,
Pfeilspitze). Hingegen ist SYCP1 in Syce3” Pachytin-dhnlichen-Spermatocyten in einem schwachen
diskontinuierlichen Muster entlang der gepaarten Chromosomen verteilt, unabhangig davon, ob
diese eng nebeneinander liegen oder nicht (siehe Abbildung 2-26, unten).

Um die Defekte bei der Ausbildung der Synapse noch genauer zu untersuchen, wurden
Ultradiinnschnitte von Glutaraldehyd fixierten Syce3+/+und Syce3'/' Hoden angefertigt und unter dem
Transmissionselektronenmikroskop ausgewertet. Im Gegensatz zu einem wildtypischen SC, bei dem
die LEs durch das CE miteinander verbunden sind, kann man in Syce3'/' Gewebe kein CE oder eine CE-
dhnliche Struktur erkennen (siehe Abbildung 2-27).

Diese Ergebnisse belegen eindeutig, dass SYCE3 fiir die Initiation der Synapse essentiell ist.

Abbildung 2-27: Die Initiation der Synapse ist in Syce3'/ " Spermatocyten defekt.
Elektronenmikroskopische Aufnahmen von Syce3+/+ und Syce3'/' Spermatocyten. Im
Wildtyp ist ein SC gezeigt, dessen LEs mit Chromatin assoziiert und lber das CE
miteinander verbunden sind. In Knockout-Spermatocyten konnten keine CE-
dhnlichen Strukturen gefunden werden. Hier sind die AEs an keiner Stelle
miteinander verbunden. Balken, 200 nm.

2.3.2 SYCES3 ist essentiell fiir die Umwandlung von frithen Rekombinationsereignissen
in Crossing-over Strukturen

In diesem Abschnitt wurde die Auswirkung des Syce3 Knockouts auf die homologe Rekombination
untersucht. Hierzu wurde das Verhalten von DNA DSBs, mittleren Rekombinationsknoten und COs
niher analysiert. Da im Abschnitt 2.2.2.2 gezeigt wurde, dass Syce3”" Spermatocyten im Pachytin
apoptotisch werden, wurden die Untersuchungen zur meiotischen Rekombination an Syce3'/'
Oocyten durchgefiihrt, da Syce3” Oocyten durch einen weniger stringenten Meiose Checkpoint das
Diplotin Stadium erreichen. Firr alle Analysen wurden Spreitungspriparate von Syce3”*, Syce3" und
Syce3'/' Ovar aus neugeborenen Mausen (19,5 dpc) hergestellt und mit dem jeweiligen
Rekombinationsmarker in Kombination mit SYCP3 doppelmarkiert und unter dem Konfokalen Laser
Scanning Mikroskop (CLSM) untersucht.
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Bei der Betrachtung der Syce3” Oocyten fillt zuerst auf, dass die AEs im Gegensatz zum Syce3”
Spermatocyten nicht gepaart vorliegen (siehe SYCP3 Markierung in Abbildung 2-28, A). Ob dies durch
eine weibchenspezifische Funktion von SYCE3 oder durch einen sekundaren Effekt aufgrund der
fehlenden Synapse in Syce3”” Oocyten ausgelost wird, kann mit diesen Versuchen im Moment nicht
geklart werden.

Zuerst wurden die Induktion und die Reparatur von DSBs im Syce3 Knockout betrachtet. Als Marker
fir DNA DSBs diente das Histon yH2AX. Dieses ist in frithen wildtypischen Stadien (Leptotdn und
Zygotan) diffus Uber das gesamte Chromatin verteilt. Im Wildtyp verschwindet diese diffuse,
wolkendhnliche Lokalisation mit dem Fortschreiten der Meiose | (und mit der damit verbundenen
Reparatur der DNA DSBs). Die Lokalistation von yH2AX begrenzt sich auf den Bereich des XY Body
(Mahadevaiah et al., 2001) oder wie in Oocyten auf wenige yH2AX Spots an Stellen des Chromatins,
an denen homologe Rekombination stattfindet (Scherthan et al., 2010). In Syce3” Oocyten kénnen
DSBs eingefligt werden, was dadurch erkenntlich wird, dass yH2AX in Pachytdan-Oocyten mit dem
Chromatin assoziiert ist (siehe Abbildung 2-28 (A) oben). Allerdings ist ein deutlicher Unterschied
zwischen Wildtyp und Knockout sichtbar, da yH2AX in Syce3”" Oocyten lianger als im Wildtyp diffus
auf dem Chromatin persistiert (siehe Abbildung 2-28 (A)).

Als nichstes wurde das Verhalten von Transitionsknoten (transition nodules, TNs) in Syce3” Oocyten
untersucht. TNs werden zeitgleich mit der Synapse ausgebildet und sind im Zygotan zwischen den
gepaarten chromosomalen Achsen lokalisiert. Sie entstehen durch die Umwandlung von friihen
Rekombinationsknoten (ENs) und sind molekular unter anderem durch die Anwesenheit des Proteins
RPA gekennzeichnet (Moens et al., 2002, 2007). In wildtypischen Maus Zygotan-Meiocyten ist RPA in
bis zu 250 Knoten pro Zellkern zu finden (Moens et al., 2002, 2007). Die Anzahl an RPA Foci nimmt in
wildtypischen Zellen im Verlauf der Prophase | ab, bis im spaten Pachytdn nur noch vereinzelte RPA
Foci detektiert werden konnen (siehe Abbildung 2-28 A, B und Moens et al., 2002). Im Gegensatz
hierzu konnte fiir den Syce3 Knockout gezeigt werden, dass RPA in Pachytan-Zellen signifikant langer
auf den Chromosomenachsen verweilt (Median an RPA Foci: WT, 22; Syce3'/" 67; p<0,001) (siehe
Abbildung 2-28, (A) mittlere Reihe, (B) links). Noch deutlicher wird das Verweilen von RPA in
Diplotidn-Oocyten, bei denen der Median an RPA Foci im Wildtyp 4 betrigt und im Syce3” Knockout
27 (p<0,001) (siehe Abbildung 2-28, A mittlere Reihe; B, links).

Als letzter Punkt wurde die Ausbildung von COs in Syce3” Oocyten untersucht. COs werden
molekularbiologisch durch das Protein MLH1 markiert. MLH1 wird ab dem Pachytdn an manche TNs
rekrutiert und transformiert diese so in Rekombinationsknoten (recombination nodules, RNs) (Baker
et al., 1996; Moens et al., 2007). In wildtypischen Pachytan- (n=23) und Diplotan-Zellen (n=18) sind
im Median 22 beziehungsweise 7,5 MLH1 Foci pro Zellkern detektierbar (siehe Abbildung 2-28 (A)
unten, (B) rechts). Im Gegensatz hierzu liegt der Median an MLH1 Foci in Syce3”" Pachytin- (n=26)
und Diplotdn-Oocyten (n=20) bei 0 (siehe Abbildung 2-28, A unten; B, rechts). Die statistische
Signifikanz wurde mit dem Mann-Whitney U Test bestatigt.

Um auszuschlieRen, dass diese signifikanten Veranderungen in der RPA und MLH1 Dynamik in SYCE3-
defizienten Oocyten durch ein Verzogerung der Meiose an sich hervorgerufen wurden, wurde das
Verhiltnis zwischen Pachytin- (WT, n=44; Syce3”", n=53) und Diplotin-Oocyten (WT, n=33; Syce3”,
n=35) in Syce3” Tieren quantifiziert. Wie in Abbildung 2-28 (C) deutlich wird, konnte kein
signifikanter Unterschied im Pachytin/Diplotin Verhiltnis zwischen Wildtyp und Syce3” Tieren
festgestellt werden (ermittelt mit Qui-Quadrat Test). Dies ldsst den Rickschluss zu, dass die
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Progression der Prophase | in Syce3”” Weibchen an sich nicht gestért ist, dass aber das Fortschreiten
der homologen Rekombination von SYCE3 abhangig ist.

A

Syce3* Pachytan

Syce3** . Pachytan

Syce3* _ Pachytan

RPA MLH1 ___ PachytaniDiplotin Verhdltnis

RN I

Kontrolle Syce3* Kontrole Syced* Kontrolle Syce3* Kontrolle Syce3* Kontrolle Syce3” Kontrolle Syce3”
Pachytan Diplotan Pachytin Diplotin Pachytan Diplotan

Foci prp Cocyte
Fodi pro Cocyte
% der Oocyten
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Abbildung 2-28: Das Fortschreiten der homologen Rekombination ist in Syce3'/' Oocyten gestort. (A) Spreitungspraparate
von Syce3+/+, Syce3+/' und Syce3‘/' Pachytan-Oocyten (19,5 dpc) doppelmarkiert mit yH2AX (griin), RPA (griin) oder MLH1
(griin) und SYCP3 (rot), aufgenommen am CLSM. Das Einfligen von DSBs scheint in Syce3'/' Oocyten nicht gestort zu sein,
was an dem Vorhandensein der yH2AX Markierung deutlich wird, allerdings persistiert das yH2AX Signal in Syce3'/'
Pachytdn-Oocyten deutlich langer auf dem Chromatin. Dies ldsst auf eine fehlerhafte Reparatur der DNA DSBs schlieRen.
Auch die RPA Verteilung ist in Syce3'/' Pachytdn-Oocyten verdandert, da RPA auch hier langer auf den Achsen verweilt als in
wildtypischen Oocyten. Dies kann ein Anzeichen dafiir sein, dass Transitionsknoten in Syce3‘/' Oocyten langer auf den
Chromosomenachsen verweilen als in wildtypischen Oocyten. Die unterste Reihe zeigt die Immunfluoreszenz mit MLH1, bei
der in der wildtypischen Pachytan-Oocyte mit jeder Chromosomenachse mindestens ein MLH1 Foci assoziiert ist. Im
Gegensatz dazu ist in Syce3'/' Pachytdn Oocyten kein MLH1 Signal detektierbar. Balken, 10 um. (B) Anzahl der RPA Foci
(links) in Wildtyp und Syce3'/‘ Pachytdn (WT, n=21; Syce3_/_, n=27) und Diplotdan (WT, n=15; Syce3_/_, n=15) Oocyten,
dargestellt in einem Whisker-Box-Plot. Anzahl der MLH1 Foci (rechts) in Kontroll- und Syce3'/‘ Pachytdn- (WT, n=23; Syce3_/_,
n=26) und Diplotdn- (WT, n=18; SyceS'/', n=20) Oocyten dargestellt in einem Whisker-Box-Plot. (C) Pachytidn/Diplotén
Verhdltnis in Kontroll- und Syce3'/' Oocyten.
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2.4 Bindungspartner von SYCE3

In Kapitel 2.1.5 wurde gezeigt, dass SYCE3 im CE des SC lokalisiert. Wie in der Einleitung beschrieben,
konnen alle anderen bisher bekannten CE-Bestandteile SYCE1, SYCE2 und SYCP1 miteinander
interagieren und einen Komplex im CE ausbilden (siehe (Costa et al., 2005; Hamer et al., 2006). Daher
werden in diesem letzten Abschnitt die Bindungseigenschaften von SYCE3 analysiert.

2.4.1 SYCE3 bindet an SYCE1 und SYCE2

Da bisher kein stabiles meiotisches Zellkultursystem zur Verfligung steht und sich die
Koimmunprazipitation (IP) aus murinen Hodenextrakten aufgrund der begrenzten Sensitivitdt dieses
Versuchsansatzes als schwierig gestaltete, wurde die IP in doppelttransfizierten somatischen COS-7
Zellen durchgefiihrt (Stewart-Hutchinson et al., 2008). Dies hat unter anderem den Vorteil, dass in
diesem System keine anderen meiosespezifischen Proteine exprimiert werden.

2.4.1.1 Verwendete Konstrukte

Fir die IP im heterologen System wurden somatische Zellen (COS-7) mit verschiedenen
Fusionskonstrukten mit Effectene (QUIAGEN, Hilden) transfiziert. Alle fir die IP verwendeten
Konstrukte sind in Abbildung 2-29 dargestellt. Eine Beschreibung der Konstrukte und die genaue
Vorgehensweise der Klonierung sind in Kapitel 5.6.4 aufgefiihrt. Unter 5.6.2 sind die Vektorkarten
und in Tabelle 5-2 alle Primer verzeichnet. Die notwendigen Methoden werden im Kapitel 7.2.9
erklart.
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Abbildung 2-29: Schematische Darstellung aller fir die IP im heterologen
System verwendeten Konstrukte. Das rote Rechteck reprasentiert das myc-
Tag im myc-Fusionsprotein. In EGFP-Fusionsproteinen wurde das EGFP-Tag
mit einem grinen Kreis gezeigt. Die Positionsangaben oberhalb der
Fusionsproteine beziehen sich auf die Aminosaureposition im wildtypischen
Protein.
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2.4.1.2 Koimmunpridzipitation im heterologen System

SYCE3 und SYCE1

Zuerst wurde die mogliche Interaktion von SYCE3 und SYCE1 untersucht. Die IP wurde, wie unter
7.3.7 beschrieben, durchgefiihrt und die Proben auf einem Laemmli-SDS-Gel aufgetrennt und
anschlieBRend geblottet. In der Input Spur wurden 5% der fir die IP eingesetzten
Gesamtproteinmenge aufgeladen.

Im Zelllysat von mit EGFP-SYCE1 und myc-SYCE3 transfizierten Zellen, aus dem die Proteinkomplexe
mit einem anti-myc Antikorper gefischt wurden, konnte mit einem anti-EGFP Antikorper EGFP-SYCE1
nachgewiesen werden (siehe Abbildung 2-30 (links), Pfeilspitze). Dies zeigt erstmals, dass EGFP-SYCE1
an myc-SYCE3 binden kann. Das untere Gel zeigt denselben Blot nach Strippen und Inkubation mit
einem anti-myc Antikorper als Kontrolle dafiir, dass der Kdder an den anti-myc Antikorper gebunden
hat. Um zu beweisen, dass die Bindung zwischen den jeweiligen Proteinen (hier myc-SYCE3 und
EGFP-SYCE1) spezifisch ist, wurde zu jedem Experiment eine Negativkontrolle durchgefiihrt. Die
Zellextrakte, die fur die Negativkontrolle verwendet wurden, enthielten kein Kdderprotein (also in
diesem Fall myc-SYCE3), sonder nur das Beuteprotein (EGFP-SYCE1) (siehe Abbildung 2-30, links,
unteren Blot). Nach der IP mit einem anti-myc Antikdrper konnte in diesem Zellextrakt kein EGFP-
SYCE1 nachgewiesen werden, was beweist, dass EGFP-SYCE1 nicht unspezifisch an den anti-myc
Antikorper oder die Protein G Beads bindet, sondern spezifisch an myc-SYCE3.

Zur Bestatigung dieser Ergebnisse wurde eine IP mit Zellextrakt durchgefiihrt, der mit denselben
Konstrukten transfiziert wurde, allerdings wurden die Immunkomplexe hier mit einem anti-EGFP
Antikorper gefischt. Auch in dieser IP konnte gezeigt werden, dass EGFP-SYCE1 und myc-SYCE3
miteinander interagieren, da myc-SYCE3 mit EGFP-SYCE1 koprazipitiert wurde (siehe Abbildung 2-30
rechts, oben, Pfeilspitze). Auch hier wurden die Kéder auf einem separaten Blot nachgewiesen
(unterer Blot).
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Abbildung 2-30: SYCE3 bindet an SYCE1l. IP im heterologen System. Mit myc-SYCE3 und EGFP-SYCE1
transfizierte COS-7 Zellen wurden lysiert. Als Negativkontrollen wurden Zellextrakte hergestellt, die nur mit
dem Beuteprotein transfiziert waren. Die Immunkomplexe wurden in beiden Féllen entweder mit einem
anti-myc Antikorper (links) oder einem anti-EGFP AntikGrper (rechts) prazipitiert, auf einem 12%igen
Laemmli-SDS-Gel aufgetrennt und geblottet. Die Input-Spur enthalt 5% der Proteinmenge, die fir die IP
eingesetzt wurde.

Die linke Abbildung zeigt, dass EGFP-SYCE1 mit myc-SYCE3 prazipitiert werden kann (obere Abbildung,
Pfeilspitze). In der unteren Abbildung ist der Kéder nach Strippen desselben Blots nachgewiesen. In der
rechten Abbildung ist gezeigt, dass myc-SYCE3 auch mit EGFP-SYCE1 prazipitiert werden kann. Mit Sternen
wurden die schweren Ketten der Immunglobuline markiert, die fiir die IP eingesetzt wurden. (IP)
Koimmunprazipitation.
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SYCE3 und SYCE2

Als nachstes wurde die mogliche Interaktion zwischen SYCE3 und SYCE2 untersucht. Hierzu wurde
derselbe experimentelle Ansatz wie oben gewahlt, nur dass die Zellen in diesem Fall mit myc-SYCE3
und EGFP-SYCE?2 transfiziert wurden (siehe 2.4.1.1). Bei diesem Versuch konnte auf dem Blot gezeigt
werden, dass EGFP-SYCE2 bei der IP mit einem anti-myc Antikérper mit myc-SYCE3 koprazipitiert
wird (siehe Abbildung 2-31, links oben, Pfeilspitze). Der Nachweis des Kéders erfolgte mit einem anti-
myc Antikérper auf demselben Blot, nachdem dieser gestrippt wurde (siehe Abbildung 2-31, links
unten). Auch fiir diesen Versuch wurde die IP in entgegengesetzter Richtung wiederholt, um das
Ergebnis zu reproduzieren (siehe Abbildung 2-31, rechts oben). Auch hier konnte gezeigt werden,
dass myc-SYCE3 und EGFP-SYCE2 spezifisch miteinander interagieren (siehe Pfeilspitze). Der
Nachweis des Kéders ist im unteren Blot gezeigt.
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Abbildung 2-31: SYCE3 bindet an SYCE2. IP im heterologen System. In diesem Experiment wurden die Zellen
mit myc-SYCE3 und EGFP-SYCE2 transfizierte und die Proteinkomplexe mit den jeweiligen Antikdrpern
prazipitiert, auf einem Laemmli-SDS-Gel aufgetrennt und geblottet. Nach Inkubation mit den jeweiligen
Antikorpern konnte gezeigt werden, dass myc-SYCE3 EGFP-SYCE2 spezifisch prazipitieren kann (links oben,
Pfeilspitze und Negativkontrolle). Die rechte Seite zeigt die IP in die entgegengesetzte Richtung: Auch hier
kann myc-SYCE3 mit EGFP-SYCE2 gefischt werden (Pfeilspitze). Die Sternchen markieren die schweren
Ketten der Antikorper, die fir die IP eingesetzt wurden. (IP) Koimmunprazipitation.
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SYCE3 und Tex12, SYCP1 N-Term und C-Term

AbschlieBend wurden die moglichen Interaktionen zwischen SYCE3 und Tex12, SYCP1 N-Term und C-
Term untersucht. COS-7 Zellen wurden mit den Konstrukten Tex12-EGFP, SYCP1 N-Term-EGFP oder
EGFP-SYCP1 C-Term und myc-SYCE3 transfiziert (siehe 2.4.1.1) und lysiert. Wie in Abbildung 2-32
erkennbar, konnte fir alle drei Konstrukte unter diesen experimentellen Bedingungen keine
Interaktion mit myc-SYCE3 nachgewiesen werden (siehe A, B, C jeweils oberer Blot). Der Kéder myc-
SYCE3 konnte in allen drei Fallen mit dem anti-myc spezifischen Antikérper gefischt werden (siehe
Abbildung 2-32, A, B und C jeweils unterer Blot).
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Abbildung 2-32: myc-SYCE3 konnte SYCP1 N-Term-EGFP, EGFP-SYCP1 C-Term und Tex12-EGFP nicht
koprazipitieren. IP im heterologen System. COS-7 Zellen wurden mit myc-SYCE3 und (oder nur) SYCP1 N-
Term-EGFP (A), oder EGFP-SYCP1 C-Term (B) oder Tex12-EGFP (C) transfiziert und lysiert. Von den Lysaten
wurden je 5% der Gesamtmenge in der Input Spur aufgetragen. Aus den Ubrigen 95% wurden mit einem
anti-myc Antikorper die Proteinkomplexe gefischt. Es konnte weder fir SYCP1 N-Term-EGFP (A), noch fir
EGFP-SYCP1 C-Term (B) oder fiir Tex12-EGFP (C) eine Bindung mit myc-SYCE3 nachgewiesen werden (jeweils
oberer Blot). Der Kéder (myc-SYCE3) konnte aber in allen drei Féllen mit dem myc-Antikérper prazipitiert
werden (jeweils der untere Blot). Die Sternchen repradsentieren auch hier die schweren Ketten des zur IP
eingesetzten anti-myc Antikorpers. (IP) Koimmunprazipitation.
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2.4.2 SYCE3 wird von SYCP1 im heterologen System rekrutiert

Im vorherigen Kapitel wurde gezeigt, dass myc-SYCE3 mit EGFP-SYCE1 und EGFP-SYCE2 interagieren
kann. Eine Interaktion mit SYCP1 und Tex12-EGFP konnte allerdings unter diesen experimentellen
Bedingungen nicht detektiert werden. Da in dieser Arbeit allerdings bewiesen werden konnte, dass
ein Fehlen von SYCP1 zu einer Misslokalisation von SYCE3 fiihrt (siehe 2.1.7), wurden die
Bindungseigenschaften von SYCE3 und SYCP1 in einem weiteren Versuchsansatz getestet.

Fiir diesen Versuchsansatz macht man sich die Polymerisationseigenschaften von SYCP1 in COS-7
Zellen zunutze. Ollinger et al. (2005) konnten zeigen, dass SYCP1, wenn es in Kulturzellen
Uberexprimiert wird, filamentése Strukturen, so genannte Polykomplexe, ausbilden kann.
Polykomplexe sind CE-dhnliche Strukturen und sind im EM durch ein Muster von dicken und diinnen
elektronendichten Balken, die durch TFs miteinander verbunden sind, gekennzeichnet (Ollinger et al.,
2005). Diese besondere Eigenschaft von SYCP1 Molekilen in Abwesenheit anderer
meiosespezifischer Komponenten selbstidndig CE-dhnliche Strukturen zu bilden, fihrte zu der
Hypothese, dass SYCP1 ein molekulares Geriist bildet, an das sich andere CE Proteine anlagern und
so das CE ausbilden kénnen. Diese Hypothese wird unter anderem dadurch unterstiitzt, dass Costa et
al. (2005) zeigen konnten, dass in COS-7 Zellen Gberexprimiertes SYCP1 in der Lage war, SYCE1 und
SYCE2 zu rekrutieren. Mit dieser Methode (siehe auch Costa et al., 2005) wurde im nachsten Versuch
die mogliche Interaktion zwischen EGFP-SYCE3 und SYCP1 untersucht.

2.4.2.1 Verwendete Konstrukte

Die fir die Uberexpression in COS-7 Zellen verwendeten Konstrukte sind in Abbildung 2-33
aufgelistet. Eine genaue Beschreibung der Herstellung der Konstrukte ist in Kapitel 5.6.4 zu finden.

1 88
EGFP-SYCE3 ()

1 997
SYCP1 |

Abbildung 2-33: Verwendete Konstrukte fiir die Koexpression von EGFP-SYCE3 und SYCP1 im heterologen
System. Das EGFP im EGFP-Fusionsprotein ist durch einen griinen Kreis dargestellt. Die Positionsangabe
oberhalb der Konstrukte bezieht sich auf die Aminosaureposition im wildtypischen Protein.
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2.4.2.2 Koexpression von EGFP-SYCE3 und SYCP1 im heterologen System

In COS-7 Zellen wurde entweder EGFP-SYCE3, SYCP1, oder SYCP1 gleichzeitig mit EGFP-SYCE3
exprimiert. SYCP1 wurde mit einem anti-SYCP1 Antikdrper sichtbar gemacht (siehe 7.5.4) und die
Zellen unter dem Mikroskop untersucht.

Abbildung 2-34 (A) zeigt die Verteilung von EGFP-SYCE3. Wird EGFP-SYCE3 in diesen Zellen
Uberexprimiert, liegt es im Cytoplasma und im Zellkern vor. Ganz anders verhalt sich SYCP1 wenn es
in COS-7 Zellen exprimiert wird. SYCP1 bildet, wie in Abbildung 2-34 (B) sichtbar wird, feine
filamentose Strukturen aus, die sich durch das Cytoplasma ziehen. Wird EGFP-SYCE3 und SYCP1
koexprimiert, andert sich das Verteilungsmuster von EGFP-SYCE3: EGFP-SYCE3 ist hier nicht mehr
homogen Uber die gesamte Zelle verteilt, sondern wird von den filamentdsen Strukturen rekrutiert
(C). Diese Beobachtung legt die Vermutung nahe, dass EGFP-SYCE3 mit SYCP1 interagieren kann.

A

EGFP-SYCE3 hoechst merge

hoechst merge

EGFP-SYCE3

Abbildung 2-34: Im heterologen System wird EGFP-SYCE3 von SYCP1 rekrutiert.
Uberexpression von EGFP-SYCE3 (A), SYCP1 (B) und SYCP1 und EGFP-SYCE3 (C) in
COS-7 Zellen. SYCP1 wurde mit einem anti-SYCP1 Antikorper detektiert.

(A) Exprimiert man EGFP-SYCE3 in somatischen COS-7 Zellen, kann man eine
homogene Verteilung von EGFP-SYCE3 im Cytoplasma und im Zellkern beobachten.
(B) Wird SYCP1 in Kulturzellen iberexprimiert, so bilden sich im Cytoplasma in 41%
aller Zellen filamentdse Strukturen aus: die sogenannten Polykomplexe (siehe auch:
Ollinger et al., 2005). (C) Wird EGFP-SYCE3 und SYCP1 koexprimiert, rekrutiert SYCP1
EGFP-SYCE3 an die Polykomplexe. Balken, 10um.
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3 Diskussion

Der Synaptonemalkomplex wurde 1956 erstmals von Fawcett beschrieben (Fawcett, 1956). In den
letzten sechs Jahrzehnten wurde diese meiosespezifische und evolutiondar hoch-konservierte
Struktur, die die homologen Chromosomen wie ein Reisverschluss zusammenhalt, in vielen
Modelorganismen untersucht und dadurch immer besser verstanden. So konnten beispielsweise die
molekularen Komponenten der AEs/LEs der Ratte, SYCP2 und SYCP3, in den Jahren 1998
beziehungsweise 1994 identifiziert werden (Lammers et al., 1994; Offenberg et al., 1998). Auch die
molekulare Hauptkomponente der TFs konnte mit der Charakterisierung von SYCP1 im Jahr 1992
beschrieben werden (Meuwissen et al, 1992). Die CR des SC riickte weiter ins Zentrum des
Interesses, als de Vries und Kollegen in den 90igern mit der Untersuchung der Sycp1” Maus die groRe
Bedeutung des CE fiir die Fruchtbarkeit von Mausen beweisen konnte (de Vries et al., 2005). So
gelang es kurze Zeit spater drei weitere Komponenten des CE zu identifizieren: SYCE1, SYCE2 und
Tex12 (Costa et al., 2005; Hamer et al., 2006). In dieser Arbeit wurde mit SYCE3 ein weiteres neues
Protein des CE gefunden und charakterisiert. Um die Funktionalitdt des Proteins zu untersuchen,
wurde im Rahmen dieser Arbeit eine Syce3'/' Maus hergestellt. Ein besonderer Schwerpunkt wurde
bei der Analyse des Phanotyps wurde auf die Konsequenzen des Knockouts fir den Ablauf der
Meiose und den Ablauf der homologen Rekombination gelegt. AbschlieBend wurden die
Bindungseigenschaften von SYCE3 mit anderen Proteinen untersucht. Die in dieser Arbeit
gewonnenen Ergebnisse haben einen bedeutenden Schritt zur Aufklarung des Assemblys des CE
beigetragen. Der erste Teil der Diskussion befasst sich mit der Struktur und den evolutiondren
Aspekten von SYCE3. Im darauffolgenden Abschnitt wird die Rolle von SYCE3 wahrend des Assemblys
des CE erortert. AbschlieRend soll der Einfluss von SYCE3 auf die homologe Rekombination diskutiert
werden.

3.1 SYCE3: evolutionire Aspekte und Strukturmotive

SYCE3 ist ein kleines Protein von 88 Aminosduren. Homologe Proteine konnten im Rahmen dieser
Arbeit in diversen Vertebraten, bis hin zum Zebrafisch (Danio rerio) gefunden werden. Dies deckt sich
mit Sequenzuntersuchungen der anderen Proteine des CE, die auch Homologe in diversen
Vertebraten aufweisen (Costa et al., 2005; Hamer et al., 2006). Fir nicht-Vertebraten konnten fir
SYCE3 im Rahmen dieser Arbeit, wie auch fir die anderen CE Proteine - mit Ausnahme von SYCE2
(siehe Costa et al., 2005; Hamer et al., 2006) -, keine homologen Sequenzen ermittelt werden. Da der
SC aber auch in niederen Organismen wie beispielsweise S. cerevisiae, C. elegans oder Drosophila
ausgebildet wird, ist das Fehlen homologer CE Proteine in diesen Organismen erstaunlich. Eine
Erklarungsmoglichkeit wurde durch Analysen zur Evolution des Transversalproteins SYCP1 gefunden
(siehe auch Page & Hawley, 2004; Hamer et al., 2006). Auch fiir die murine SYCP1 Sequenz findet
man homologe Aminosauresequenzen nur innerhalb der Sduger. Dennoch konnten in diversen
anderen Organismen Molekiile beschrieben werden, die die Funktion von SYCP1 in den jeweiligen
SCs Ubernehmen und diesen hinsichtlich ihrer Sekundarstruktur dhneln (Analoge): In Drosophila
wurde das Protein C(3)G gefunden, SYP-1 und SYP-2 in C. elegans und Ziplp als SYCP1 Analog in S.
cerevisiae (Page & Hawley, 2004). Folglich konnte es sein, dass auch im Falle von SYCE3 analoge
Sequenzen in nicht-Vertebraten existieren. Die alternative Moglichkeit, dass das CE in diesen
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Organismen jedoch vollstandig anders aufgebaut sein konnte, kann mit den bisherigen Versuchen
nicht ausgeschlossen werden. Aufgrund des hohen Grades an Sequenzkonservierung unter den
Saugern (siehe Abbildung 2-1), kann man allerdings mutmafRen, dass SYCE3 nicht nur in der Maus,
sonder auch in nicht-murinen Sdugern eine wichtige Funktion auslibt.

Wie ebenfalls in Abbildung 2-1 gezeigt, konnten fir die murine SYCE3 Aminosduresequenz zwei
putative Phosphorylierungsstellen berechnet werden. Diese Phosphorylierungsstellen sind
interessanterweise zwischen allen Saugern konserviert (siehe Abbildung 2-1), was die Vermutung
zulasst, dass diese Phosphorylierungsstellen eine wichtige Funktion ausiiben. Regulationen durch
Phosphorylierungen und Dephosphorylierungen spielen wahrend der Meiose (beispielsweise
wihrend des Ubergangs von Prophase | zur Metaphase) eine entscheidende Rolle. Es konnte zum
Beispiel gezeigt werden, dass der Phosphorylierungszustand von SYCP3 die subzelluldre Lokalisation
des Proteins verandern kann: wahrend nichtphosphoryliertes SYCP3 an den chromosomalen Achsen
lokalisiert, wird phosphoryliertes SYCP3 graduell von diesen abgeldst (Tarsounas et al., 1999a).
Dieses Beispiel belegt deutlich, dass wahrend der Meiose zellulire Prozesse durch den
Phosphorylierungszustand von meiotischen Proteinen reguliert werden. Ob die in SYCE3 gefundenen
putativen Phosphorylierungsstellen allerdings tatsdchlich an der Regulation der Proteinfunktion
beteiligt sind, misste in zusatzlichen Versuchen untersucht werden.

Wie unter 2.1 beschrieben, verfligt SYCE3 Uber eine Coiled-coil Doméne (Aminosaureposition 6 bis
39; berechnet mit PSORTII). Interessanterweise weisen auch alle anderen bisher bekannten Proteine
des CE Coiled-coil Sequenzmotive auf (siehe Meuwissen et al, 1992; Costa et al., 2005) und
Aminosauren 49-79 von Tex12 berechnet mit PSORTII). Coiled-coil Sequenzmotive sind bekannte
Protein-Protein Interaktionsmotive, wie sie zum Beispiel auch in Intermediarfilamentproteinen
gefunden werden kénnen (Meuwissen et al., 1992; Mason & Arndt, 2004). Charakteristisch fir
Coiled-coil Domanen ist ihr Aufbau aus heptameren Abschnitten, wobei an der ersten und vierten
Position eines solchen Abschnitts meist hydrophobe Aminosaduren zu finden sind, die durch ihre
hydrophoben Wechselwirkungen die Ausbildung der Coiled-coil Struktur stabilisieren (Mason &
Arndt, 2004). Proteine mit Coiled-coil Doméanen bilden haufig Homodimeren aus, indem sich ihre
Helices umeinander winden (beispielsweise SYCP1). Teilweise werden auch heterotypische
Wechselwirkungen mit anderen Proteinen eingegangen (Meuwissen et al., 1992). So wurde von
Costa und Kollegen vermutet, dass SYCE1, SYCE2 und SYCP1 eventuell Gber ihre Coiled-coil Doméanen
miteinander interagieren kénnen und so einen stabilen Komplex im CE ausbilden, der dem SC
zwischen den Homologen mechanische Stabilitat verleiht und so die Synapse ermoglicht (siehe Costa
& Cooke, 2007). Da auch SYCE3 Uber eine putative Coiled-coil Doméane verfiigt, kann vermutet
werden, dass SYCE3 eventuell ebenfalls (iber diese Doméane mit den anderen Proteinen des CE-
interagiert und so den SC stabilisieren kann. Die Rolle von SYCE3 bei der Stabilisierung des CE wird im
nachsten Abschnitt noch ausfihrlicher diskutiert.
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3.2 SYCE3 spielt eine essentielle Rolle beim Assembly Prozess des CE

Wie schon beschrieben, besteht das CE des SC unter anderem aus einem Proteinkomplex von SYCP1,
SYCE1, SYCE2 und Tex12. In diesem Komplex kann SYCP1 mit SYCE1 und SYCE2 interagieren (Costa et
al., 2005). Zusétzlich konnen SYCE1 und SYCE2 mit sich selbst und miteinander interagieren (Costa et
al., 2005), wohingegen Tex12 nur an SYCE2 binden kann (Hamer et al., 2006). In Sycel'/'
Spermatocyten kolokalisieren SYCE2 und Tex12 in distinkten Foci zwischen eng gepaart vorliegenden
Chromosomenachsen. In diesen Zellen bilden sich die AEs in wildtypischer Weise aus und die Paarung
der homologen Chromosomen ist nicht beeintrachtigt. Allerdings bilden sich keine CE-ahnlichen
Strukturen aus, was bedeutet, dass in diesen Zellen keine Synapse der Homologen stattfindet
(Bolcun-Filas et al., 2009). Auch in Syce2'/' und Tex12” Spermatocyten ist die Synapse der Homologen
gestort, allerdings konnen hier im Elektronenmikroskop CE-dhnliche Strukturen detektiert werden.
An diesen Stellen, an denen die chromosomalen Achsen naher beieinander liegen, kolokalisieren
SYCE1 und SYCP1 in distinkten Foci (Bolcun-Filas et al., 2007; Hamer et al., 2008). Diese Ergebnisse
erlaubten es folgendes Model fiir das Assembly des CE zu postuliert: SYCP1 bildet ein molekulares
Grundgeriist aus, an das sich SYCE1 und SYCE2 anlagern kdnnen (Costa et al., 2005; Ollinger et al.,
2005). Hierbei stabilisiert SYCE1 durch die Bindung an SYCP1 die Interaktion der SYCP1 N-Termini
(Bolcun-Filas et al., 2009). Diese stabilisierten Assoziationen ermoglichen die Ausbildung eines
dreidimensionalen SYCP1 Filament-Netzwerkes und regulieren so die Dicke des SC. An diesen Stellen
stabiler Assoziation kénnen SYCE2 und Tex 12 mit SYCE1 und SYCP1 interagieren. SchlieBlich konnen
SYCE2 und Tex12 durch diese Interaktion die Synapse entlang der Homologen ausbreiten, indem sie
die einzelnen SYCP1/SYCE1 Komplexe longitudinal miteinander verbinden (Bolcun-Filas et al., 2007,
Hamer et al., 2008).

Zusammengefasst lassen die Ergebnisse aller bisher untersuchten Mutanten der Proteine des CE drei
Schliisse zu: (1) die Organisation des CE ist hoch komplex, (2) das Fehlen jedes dieser Proteine fiihrt
zur Unfruchtbarkeit beider Geschlechter und (3) obwohl die Phinotypen aller CE-Protein Knockout
Mause ahnlich sind, kdnnen zwei Untergruppen gebildet werden. Die eine beinhaltet SYCE1 und
SYCP1 und ist durch eine gestorte Initiation der Synapse (vollstindiges Fehlen von CE-dhnlichen
Strukturen) charakterisiert. In der anderen sind SYCE2 und Tex12 enthalten, bei deren Fehlen die
Synapse zwar initiiert werden kann, aber die Ausbreitung der Synapse entlang der Homologen
gestort ist (kurze CE-dhnliche Strukturen vorhanden).

Aber welche Rolle spielt SYCE3 fiir das CE und die Synapse? Um zu untersuchen, ob SYCE3
maoglicherweise an der Initiation oder der Elongation der Synapse beteiligt ist, wurden Syce3”
Spermatocyten elektronenmikroskopisch untersucht. In diesen Zellen konnte kein CE oder keine CE-
dhnliche Struktur detektiert werden (siehe Abbildung 2-27). Diese Beobachtungen weisen deutlich
darauf hin, dass SYCE3, wie SYCE1, an der Initiation der Synapse beteiligt ist. Dies steht in Einklang
mit Ergebnisse aus Immunfluoreszenz Analyse mit SYCE3 und SYCE1 beziehungsweise SYCE3 und
SYCE2. Diese zeigen, dass SYCE3 vollstandig mit SYCE1 kolokalisiert, allerdings im Vergleich zu SYCE2
ein leicht verdandertes Verteilungsmuster aufweist (siehe Abbildung 2-11). Diese Ergebnisse
bekraftigen die Zugehorigkeit von SYCE3 zu der Untergruppe von CE-Proteinen, die SYCE1 und SYCP1
beinhaltet und deren Fehlen durch eine gestorte Initiation der Synapse gekennzeichnet ist.
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Als nachstes sollte in der vorliegenden Arbeit die Frage geklart werden, welche Rolle SYCE3 fiir die
Initiation der Synapse spielt. Hierzu wurden Immunfluoreszenz Analysen von SYCE3 auf
unterschiedlichen Knockout-Spermatocyten durchgefiihrt (siehe 2.1.7). Die Immunfluoreszenz
Aufnahmen von Sycpl”” Spermatocyten - markiert mit SYCE3 - konnten klar beweisen, dass die
Anlagerung von SYCE3 an die chromosomalen Achsen von SYCP1 abhéangig ist, da SYCE3 in diesen
Zellen abwesend war (siehe Abbildung 2-12, A). Dies stimmt mit der Vorstellung liberein, dass SYCP1
als molekulares Gerist dient, an das sich die anderen CE-Proteine anlagern kénnen (Costa et al.,
2005; Ollinger et al., 2005). Fehlt dieses Geriist, fithrt dies zu einer Mislokalisation aller bisher
bekannten Proteine des CE (Hamer et al., 2006). Anders hingegen verhalt es sich bei Zellen, in denen
die Proteine SYCP3, SYCE1l oder SYCE2 fehlen: SYCP3 defiziente Zellen kdonnen zwar keine
wildtypischen AEs/LEs ausbilden, dennoch konnen sich in diesen Zellen SC-dhnliche Strukturen
assemblieren, in denen SYCP1 nachzuweisen ist (Yuan et al., 2000, 2002; Liebe et al., 2004). Die
Lokalisation von SYCE3 in Sycp3”" Spermatocyten spiegelt die Verteilung von SYCP1 auf den kurzen
SC-dhnlichen Strukturen wider (siehe Abbildung 2-12, B). In Sycel'/' Spermatocyten lokalisiert SYCE3
in einem punktuellen Muster auf den gepaarten Achsen, egal ob diese eng beieinander liegen oder
nicht (siehe Abbildung 2-12, C). Dieses Verteilungsmuster erinnert stark an das von SYCP1 in Sycel”
Zellen. Auch SYCP1 lokalisiert in diesen Zellen in einem schwachen diskontinuierlichen Muster auf
den Achsen, unabhangig davon, wie weit die gepaarten Achsen voneinander entfernt sind (Bolcun-
Filas et al., 2009). Auch in Syce2”" Spermatocyten konnte SYCE3 an die gepaarten AEs binden. In
diesen Zellen ist SYCE3 in distinkten Foci an den Stellen der Achsen lokalisiert, die in engem
raumlichem Kontakt zueinander stehen (siehe Abbildung 2-12, D). Auch diese Verteilung dhnelt der
von SYCP1 beziehungsweise SYCEL in diesen Knockout Zellen (siehe Bolcun-Filas et al., 2007). Aus
diesen Beobachtungen kdnnen zwei Schlussfolgerungen gezogen werden: (1) die Rekrutierung von
SYCE3 an die AEs ist unabhangig von SYCP3, SYCE1 und SYCE2, aber abhéangig von SYCP1; (2) in
Knockoutzellen von SYCP1, SYCP3, SYCE1 und SYCE2 weisen SYCE3 und SYCP1 (beziehungsweise
SYCE1) ein ahnliches Verteilungsmuster auf, was nochmals die im vorherigen Abschnitt beschriebene
Zugehorigkeit von SYCE3 zu der von SYCE1 und SYCP1 gebildeten Untergruppe von CE-Proteinen
bestatigt.

Betrachtet man das Assembly des CE in einem zeitlichen Kontext, so lassen diese Ergebnisse den
Rickschluss zu, dass SYCE3 zu einem friiheren Zeitpunkt als SYCE1, SYCE2 und Tex12 in das CE
eingebaut wird (also ,,upstream” agiert) und daher ein Fehlen dieser Proteine die Rekrutierung vom
SYCE3 an die AEs nicht verhindert. Eine andere Moglichkeit warum das Fehlen von SYCE1 und SYCE2
die Rekrutierung von SYCE3 an die AEs nicht beeinflusst, ware sicherlich auch, dass SYCE3 liber einen
unabhangigen Mechanismus ans CE rekrutiert wird und somit nicht in den bisher beschriebenen CE-
Komplex involviert ist.

Eine Moglichkeit diese Frage zu beantworten, war es die Bindungseigenschaften von SYCE3 mit den
anderen Proteinen des CE zu untersuchen. Wiirde man eine Bindung zwischen diesen Proteinen
nachweisen kénnen, wiirde dies zusammen mit der Achsenlokalisation von SYCE3 in Sycp1” und
SycpZ'/' Mausen darauf hindeuten, dass SYCE3 ,upstream” im SC Assembly Prozess agiert. Im
Rahmen dieser Arbeit wurde dies anhand einer IP im heterologen System und Koexpressionsstudien
in COS-7 Zellen durchgefiihrt. In der IP aus doppelttransfizierten COS-7 Zellextrakten konnte im
Rahmen dieser Arbeit gezeigt werden, dass myc-SYCE3 und EGFP-SYCE1 sich gegenseitig prazipitieren
lassen (Abbildung 2-30). Hierzu wurden die Immunkomplexe entweder mit einem anti-myc- oder
einem anti-EGFP-spezifischen Antikorper gefischt. Als Negativkontrolle dienten Zellen, die nur mit
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dem Beuteprotein transfiziert waren. Dieser Versuch zeigte eindeutig, dass SYCE3 und SYCE1 unter
diesen Umstdanden miteinander interagieren kdnnen und somit SYCE3 Bestandteil des CE ist. Auch
eine Bindung zwischen SYCE3 und SYCE2 konnte unter diesen experimentellen Bedingungen
nachgewiesen werden (siehe Abbildung 2-31), was die Zugehorigkeit von SYCE3 zu dem bereits
beschriebenen Proteinkomplexes im CE des SC bestatigt. Fir Tex12, SYCP1 N-Term und SYCP1 C-
Term konnte unter diesen Bedingungen keine Interaktion mit SYCE3 festgestellt werden (siehe
Abbildung 2-32). Dieses Fehlen von Interaktion bestatigt die Spezifitat der flir SYCE1 und SYCE2
gezeigten Interaktion mit SYCE3. Um die Bindungsverhaltnisse zwischen SYCE3 und wildtypischem
SYCP1-Gesamtprotein zu untersuchen, wurden Koexpressionsstudien in COS-7 Zellen durchgefiihrt.
Hierzu wurde EGFP markiertes SYCE3 und wildtypisches SYCP1 in COS7 Zellen koexprimiert.
Exprimiert man SYCP1 in somatischen Zellen, so kann es trotz der Abwesenheit anderer
meiosespezifischer Proteine Strukturen héherer Ordnung, sogenannte Polykomplexe, ausbilden
(Ollinger et al., 2005 und Abbildung 2-34, B). In fritheren Arbeiten konnte gezeigt werden, dass diese
Strukturen in der Lage sind, meiotische Bindungspartner zu rekrutieren und dadurch deren
Verteilungsmuster in COS-7 verdandern kénnen (Costa et al., 2005). Beobachtet man die Verteilung
von EGFP-SYCE3 in transfizierten Zellen, so sieht man, dass EGFP-SYCE3 homogen (ber die ganze
Zelle verteilt vorliegt (siehe Abbildung 2-34, A). Diese homogene Verteilung dndert sich allerdings in
mit SYCP1 und EGFP-SYCE3 doppeltransfizierten Zellen. Hier wird SYCE3 an die von SYCP1 gebildeten
Polykomplexe rekrutiert (Abbildung 2-34, C), was eine Interaktion zwischen SYCE3 und SYCP1
vermuten lasst. Dieses Ergebnis ist im Einklang mit der Hypothese, dass SYCP1 als molekulares Gerdst
dient, an das sich die anderen Proteine des CE-Komplexes anlagern (Costa et al., 2005; Ollinger et al.,
2005). Die Tatsache, dass die Interaktion von SYCE3 und SYCP1 nur bei den Koexpressionsstudien und
nicht bei der IP im heterologen System nachgewiesen werden konnte, konnte daran liegen, dass fir
diese Interaktion SYCP1 in héher-organisierten Strukturen vorliegen muss. Da die IP im heterologen
System jeweils nur mit dem N-Terminus oder dem C-Terminus durchgefiihrt wurde und so bei beiden
Konstrukten die fiir die Protein-Protein Interaktion wichtige zentrale Coiled-Coil Domane fehlte,
konnten sich in diesen Zellen eventuell keine hdher-organisierten Strukturen ausbilden (Liu et al.,
1996). Zusammengefasst konnten die Bindungsstudien im Rahmen dieser Arbeit eine Interaktion von
SYCE3 mit SYCE1, SYCE2 und SYCP1 zeigen. Diese Interaktion von SYCE3 mit drei der vier bekannten
Proteine des beschriebenen CE-Proteinkomplexes, untermauert die Auffassung, dass SYCE3 durch
den gleichen Mechanismus ans CE rekrutiert wird, wie die anderen CE-Proteine. Betrachtet man die
axiale Lokalisation von SYCE3 in Sycel und Syce2 defizienten Spermatocyten in diesem Kontext, so
bekraftigen die Ergebnisse aus den Bindungsstudien die Annahme, dass SYCE3 im Assembly Prozess
des CE ,,upstream” von SYCE1 und dem SYCE2/Tex12 Komplex agiert.

Diese Hierarchie im Assembly Prozess des SC wurde in unserer Arbeitsgruppe mit der Lokalisation
von SYCE1 und SYCE2 auf Syce3 Knockout Zellen bestatigt (Fraune, 2010, Schramm et al., 2011).
Wiirde SYCE3 wirklich in der Hierarchie des CE Assemblys oberhalb von SYCE1 und SYCE2 liegen, so
kénnten diese beiden Proteine in der Abwesenheit von SYCE3 nicht an die Achsen rekrutiert werden.
Und tatsichlich konnte in Syce3” Zellen fur SYCE1 und SYCE2 keine Fluoreszenz auf den
chromosomalen Achsen detektiert werden (Fraune, 2010, Schramm et al., 2011), was zeigt, dass
SYCE3 fiir die Rekrutierung von SYCE1 und SYCE2 an die chromosomalen Achsen essentiell ist. Somit
unterstltzt und bekraftigt dieser Versuche die These, dass SYCE3 ,,upstream” der anderen bekannten
Proteine im Assembly Prozess des CE agiert und ein Fehlen von SYCE3 demnach die darauffolgenden
Schritte des CE Assembly verhindert.



3 Diskussion 61

Durch die in dieser Arbeit gewonnenen Erkenntnisse tiber die Rolle von SYCE3 im Assembly Prozess
des SC und Erkenntnisse aus Untersuchungen verschiedener Knockout Mausmodelle kann ein neues
Model des SC Assembly postuliert werden (siehe Abbildung 3-1): Hierbei beginnt das Assembly mit
der Ausbildung der AEs durch die Assoziation von SYCP2 und SYCP3 an das Chromatin. Diese
Assoziation ist unabhangig von SYCP1, wie in der Sycpl'/' Maus gezeigt wurde (de Vries et al., 2005).
In einem zweiten Schritt lagern sich die C-Termini von SYCP1 Homodimeren an die zuvor gebildeten
AEs. Die Interaktion von SYCP1 mit den Axialelementen erfordert kein wildtypisches CE, da SYCP1
auch in Abwesenheit von SYCE3 (und damit in Abwesenheit von CE-dhnlichen Strukturen) an die
chromosomalen Achsen binden kann. Im dritten Schritt des SC Assembly kann sich SYCE3 an die
Achsen anlagern. Da es in wildtypischen Zellen im CE lokalisiert, interagiert SYCE3 hier wahrscheinlich
mit den N-Termini von SYCP1 Homodimeren. Diese Interaktion kdnnte die N-Termini der SYCP1
Homodimere gleichzeitig so modifizieren, dass diese nun im vierten Schritt des SC Assembly SYCE1

SYCP1
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@ SYCE3

& svcex

—> —> —> —— —> Q@ON ‘ CE SYCE2
Tex12

@Chmmatin
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SYCP2
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Abbildung 3-1: Model des Assembly Prozesses der CR basierend auf Studien an verschiedenen Knockout Mausmodellen
einschlieBlich der Syce3 Knockout Maus. Zu Beginn des SC Assembly lagern sich SYCP2 und SYCP3 an das Chromatin und bilden
die Axialelemente aus. Fir diesen ersten Schritt sind SYCP1 und die anderen CE-spezifischen Proteine nicht essentiell (de Vries
et al., 2005; Bolcun-Filas et al., 2007, 2009; Hamer et al., 2008; Schramm et al., 2011). Im zweiten Schritt lagern sich SYCP1
Homodimere mit ihren C-Termini an die zuvor ausgebildeten Axialelemente, wobei die N-Termini gegeniiberliegender SYCP1
Molekile nicht miteinander interagieren missen. Dies kann man in Syce3 defizienten Zellen beobachten, in denen SYCP1 auch
an Bereiche der chromosomalen Achsen angelagert ist, die sich nicht in unmittelbarer raumlicher Ndhe zueinander befinden. Im
dritten Assembly-Schritt bindet SYCE3 an die chromosomalen Achsen. SYCE3 assoziiert auch mit den Achsen, wenn SYCE1,
SYCE2 und Tex12 fehlen und kein wildtypisches CE ausgebildet werden kann. In diesen Zellen spiegelt es die Lokalisation von
SYCP1 wider. Da SYCE3 in wildtypischen Zellen im Zentralelement lokalisiert, ist es wahrscheinlich, dass es entweder direkt oder
indirekt mit den N-Termini von SYCP1 interagieren kann. Durch diese Interaktion konnten die SYCP1 N-Termini so modifiziert
werden, dass SYCE1 in einem vierten Assembly-Schritt an diese binden kann und die Kopf-an-Kopf Interaktion von sich
gegeniberliegenden SYCP1 Homodimeren stabilisiert werden (Bolcun-Filas et al., 2007; Schramm et al., 2011). Dies wird als
Initiation der Synapse definiert und kann in SyceZ'/' und Tex12” Zellen beobachtet werden. Im fiinften und letzten Schritt des
SC Assembly muss die Synapse schlieRlich iber die chromosomalen Achsen ausgebreitet werden. Fir diese Elongation der
Synapse ist eine ,,Maturation” des Zentralelements nétig, die durch SYCE2 und Tex12 vermittelt wird (Bolcun-Filas et al., 2007;
Hamer et al., 2008). Dabei sollen SYCE2 und Tex12 in wildtypischen Zellen nebeneinanderliegende SYCP1 Homodimere
verbinden und so die CR Uber die Achsen ausbreiten (Bolcun-Filas et al., 2007; Hamer et al., 2008). (LE) Lateralelement, (CE)
Zentralelement.
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rekrutieren kénnen. Mit anderen Worten kdnnte durch die Interaktion von SYCE3 mit SYCP1 eine
Anlagerung von SYCE1 an das CE ermoglicht werden. Wie in vorausgegangenen Arbeiten
beschrieben, soll SYCE1 dabei die N-terminale Assoziation von SYCP1 Homodimere stabilisieren
(Bolcun-Filas et al., 2007, 2009). Dieser Zustand wird als Initiation der Synapse definiert und kann in
SyceZ'/' und Tex12” Spermatocyten beobachtet werden. Im flinften und letzten Schritt des SC
Assembly wird die Synapse schliefllich entlang der chromosomalen Achsen ausgebreitet. Fir eine
Elongation der Synapse Uber die Initiationsstellen hinaus wird der Komplex aus SYCE2 und Tex12
benotigt. Dieser Komplex kann nur an das CE binden, wenn SYCP1 und SYCE3 bereits im CE
angelagert sind. Durch diese Interaktion mit dem CE konnen SYCE2 und Tex12 die laterale
Aneinanderreihung der SYCP1 Molekiile stabilisieren und so entscheidend dazu beitragen, dass die
Synapse - von den Initiationsstellen ausgehend - die homologen Chromosomen wie ein
Reilverschluss Gber ihre gesamte Lange miteinander verbinden kann.
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3.3 SYCE3 wird fiir das Fortschreiten der homologen Rekombination
benotigt

Die molekularen Mechanismen der meiotischen Rekombination wurden sehr detailiert in S.
cerevisiae untersucht (Hunter, 2007) und viele der hier gefundenen Merkmale sind auch in héheren
Eukaryoten konserviert (Handel & Schimenti, 2010). In Sdugern wird die homologe Rekombination —
wie in S. cerevisiae - durch das Einfligen von DNA Doppelstrangbriichen (DSBs) initiiert. Dies
geschieht im Leptotan durch das Topoisomerase-ahnliche Enzym SPO11 und noch mindestens zwei
assoziierte Proteine (Kumar et al., 2010). Die so entstandenen Enden der DNA werden auf beiden
Seiten des Bruchs so prozessiert, dass DNA Molekiile mit 3‘ Uberhidngen entstehen. An diese 3°
Uberhinge kénnen sich die Protein DMC1 und/oder Rad51 anlagern, die die Stranginversion
durchfiihren (fiir eine Ubersicht, siehe Yanowitz, 2010). Hierbei bildet der 3‘ Uberhang mit einem
homologen Bereich auf einem intakten nicht-Schwesterchromatid des homologen Chromosoms eine
D-Loop Struktur aus. Dieser 3’ Uberhang wird nun durch DNA Synthese verlingert, wobei der
invasierte Strang als Template dient. Von diesem Punkt aus gibt es zwei unterschiedliche Wege:
Wahrend des ersten Reaktionsweges wird die Struktur durch ,Synthese-abhangiges Strang
Annealing” prozessiert, was zu Genkonversion fiihrt und als non-Crossing-over (NCO) bezeichnet wird
(die molekularen Strukturen, die bei diesem Weg gebildet werden, sind allerding noch unklar). Der
andere Weg ist die DSB Reparatur, die die Ausbildung von doppel Holliday-Strukturen (double
holliday junctions, dHJs) zur Folge hat und in Crossing-over Strukturen (COs) aufgel6st wird (Kumar &
de Massy, 2010). Eine doppel Holliday-Struktur bildet sich dann aus, wenn sich der verdrangte Strang
an den nach der Stranginversion noch freien 3‘ Uberhang anlagert, dieser durch DNA Synthese
verlangert und schlieRlich an das freie Ende ligiert wird. Molekulare essentielle Komponenten fir die
Ausbildung von dHJs sind in Sdugern die Proteine RPA und Msh4 (Ross-Macdonald & Roeder, 1994).
Diese lagern sich im Zygotdn an DMC1 und Rad51 gebundenen DSBs an. Die Anzahl an DMC1/Rad51
Foci in Leptotdn-Spermatocyten der Maus korreliert hierbei mit der Anzahl an DSBs und liegt bei
ungefahr 300 (Moens et al., 2002). Rad51 und DMC1 werden ungefidhr zeitgleich mit Initiation der
Synapse durch Msh4 und RPA ersetzt (Moens et al., 2002). Msh4 Foci sind dabei nur auf Bereichen
der chromosomalen Achsen lokalisiert, die bereits Uber TFs miteinander verbunden sind,
beziehungsweise werden Msh4 Foci auch in der Synapsis-Gabel gefunden (Moens et al., 2002; de
Vries et al., 2005). Im Zygotin dekorieren etwa 200 RPA/Msh4 Foci die Chromosomenachsen einer
Spermatocyte (Moens et al., 2002). Zur Ausbildung von COs ist die Rekrutierung von MLH1 und MLH3
an die Msh4 Foci notwendig. Im Gegensatz zur Hefe entwickeln sich bei Saugern allerdings nicht aus
allen Msh4 Foci spatere COs: Nur etwa 10-15% dieser Foci (also ca. 20-25 pro Zelle) rekrutieren MLH1
(de Boer & Heyting, 2006). Die MLH1 enthaltenden Foci sind bei der Maus fiir ungefahr 90% aller COs
verantwortlich (de Boer & Heyting, 2006), werden als Klasse | COs bezeichnet und zeigen Interferenz.

Diese verschiedenen, eben beschriebenen Foci konnten schon friher unter dem
Elektronenmikroskop beobachtet werden. Aufgrund ihrer zeitlichen Erscheinung wahrend der
Prophase | und auch anhand deren molekularer Komposition wurden diese in drei Kategorien
eingeteilt: frihe Rekombinationskonten (early nodules, ENs) (Albini & Jones, 1987; Barlow et al.,
1997), Transitionsknoten (transition nodules, TNs) (Moens et al., 2002) und Rekombinationsknoten
(recombination nodules, RNs) (Carpenter, 1975). ENs enthalten die Rekombinationsproteine DMC1
und Rad51 und werden im Zygotan sukzessive in TNs umgewandelt (Moens et al., 2002). Als
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molekulare Marker fur TNs dienen Msh4 und RPA (Moens et al., 2002). RNs hingegen sind durch die
Anwesenheit von MLH1 charakterisiert und kdnnen vom mittleren Pachytdn bis ins spate Pachytan
beobachtet werden (Moens et al., 2002). Interessanterweise konnte gezeigt werden, dass RNs eng
mit der Oberflache des CE verbunden sind und die komplette Breite der CR bis zu deren dulReren
lateralen Randes besetzen (Schmekel & Daneholt, 1998).

Aus diesen Griinden ist es nicht verwunderlich, dass das Assembly des SC und die homologe
Rekombination voneinander abhéngige Prozesse sind. In Mausen, denen das fiir die Induktion von
DNA Doppelstrangbriichen (DSBs) verantwortliche Protein SPO11 fehlt, ist die Ausbildung des SC
stark eingeschrankt oder er bildet sich zwischen nicht homologen Chromosomen aus (Baudat et al.,
2000; Romanienko & Camerini-Otero, 2000). Auf der anderen Seite wurde in S. cerevisiae gezeigt,
dass die Ausbildung von Klasse | COs von dem Transversalfilamentprotein Zipl (und den ZMM
Proteinen) abhangig ist (Borner et al., 2004). Auch in Mausen ist die Ausbildung dieser COs abhangig
von der Hauptkomponente der TFs: Erstens konnte gezeigt werden, dass Sycpl'/' Mause keine MLH3
und MLH1 Foci ausbilden kénnen (de Vries et al., 2005), obwohl ein geringer Teil der Spermatocyten
bis ins spate Pachytdn liberlebt, in dem in wildtypischen Zellen MLH1 detektiert werden kann (Moens
et al., 2002). Zweitens bilden Sycpl'/' Spermatocyten, die bis ins Diplotdn lberleben, keine Chiasmata
aus (de Vries et al., 2005). Eine interessante Beobachtung ist sicherlich, dass der Knockout des AE
Proteins SYCP3 zumindest in Weibchen die Ausbildung von COs nicht verhindert (Yuan et al., 2002)
und sich auch in der Abwesenheit von SYCP3 sowohl in Spermatocyten als auch in Oocyten CE-
dhnliche Strukturen ausbilden kénnen (siehe Liebe et al., 2004 und Abbildung 2-12). Dies zeigt
deutlich, dass die Progression der homologen Rekombination nicht von den AEs, sondern vom CE
abhidngig ist. Diese essentielle Rolle des CE fiir die meiotische Rekombination wird zudem am
Rekombinations-Phanotyp der anderen Knockout Mausmodelle des CE deutlich: Sowohl bei Sycel,
also auch Syce2 und Tex12 Knockout Mausen lauft die Initiation der Rekombination in wildtypischer
Weise ab. Der weitere Verlauf der homologen Rekombination ist in diesen Mausen allerdings gestort,
was in einem Fehlen von COs in diesen Tieren resultiert (de Vries et al., 2005; Bolcun-Filas et al.,
2007, 2009; Hamer et al., 2008). Eine zusatzliche interessante Beobachtung ist, dass SYCE2 und
SYCP1 mit der Rekombinase Rad51 interagieren konnen (Tarsounas et al., 1999b; Bolcun-Filas et al.,
2009;).

In diesem Abschnitt soll nun die Folge des Syce3 Knockouts auf die homologe Rekombination erértert
werden.  Untersucht wurde die Ausbildung von frihen, mittleren und spéaten
Rekombinationsereignissen. Um auch die spaten Rekombinationsereignisse, also die Ausbildung von
COs zu untersuchen, wurden alle Analysen in dieser Arbeit auf embryonalen Oocyten (19,5 dpc)
durchgefiihrt. Diese erreichen - wahrscheinlich aufgrund von weniger stringenten Meiose-
Checkpoints - im Gegensatz zu Syce3”” Spermatocyten (Apoptose im Pachytin: siehe Abbildung 2-25)
mindestens ein spates Pachytdan-dhnliches Stadium, in dem sich in wildtypischen Tieren die COs
ausbilden. Friihe Rekombinationsereignisse, also das Einfligen von DSBs in die DNA, wurde indirekt
Uber eine Markierung mit yH2AX untersucht. Das Histon H2AX wird spezifisch an Stellen des
Chromatins phosphoryliert, an die durch Spol11 induzierte DSBs eingefiligt wurden (Mahadevaiah et
al., 2001). yH2AX persistiert in wildtypischen Zellen so lange auf den Achsen, bis die Stranginversion
vollendet ist, die Synapse zwischen den Homologen initiiert wird und die DSBs repariert werden
(Mahadevaiah et al., 2001). Auch in Syce3'/' Pachytdn-Oocyten kann yH2AX detektiert werden (siehe
Abbildung 2-28), was beweist, dass DNA DSBs in Syce3” Oocyten eingefiigt werden kénnen und
somit die Initiation der meiotischen Rekombination nicht gestort ist. Allerdings zeigt yH2AX eine
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verinderte Dynamik im Vergleich zum Wildtyp: In Syce3” Oocyten persistiert yH2AX bis in Pachytin-
dhnliche Stadien auf den ungepaarten Achsen (siehe Abbildung 2-28), wohingegen in wildtypischen
Pachytdn-Oocyten yH2AX nur noch an den Stellen der DNA lokalisiert ist, die zukiinftige COs
reprasentieren (siehe Abbildung 2-28 und Scherthan et al., 2010). Auch die weitere Prozessierung der
frihen Rekombinationsereignisse scheint in Syce3'/' Oocyten nicht gestort zu sein, was in Abbildung
2-28 mit der Lokalisation von RPA gezeigt wurde. RPA kann in Syce3'/' Tieren auf die Achsen
rekrutiert werden. Dennoch zeigt sich auch im Falle von RPA eine im Vergleich zum Wildtyp
veranderte Dynamik der RPA Foci. Nehmen diese in wildtypischen Zellen im Pachytidn ab (Abbildung
2-28 und Moens et al., 2002), so bleiben sie in Syce3'/' Oocyten bis in Pachytan-ahnliche Stadien
zahlreich mit den Achsen assoziiert (Abbildung 2-28 A, B). Dies deutet auf eine fehlerhafte
Prozessierung der Rekombinationsereignisse in Syce3'/' Oocyten hin. Abschlieend wurde die
Fahigkeit von Syce3'/' Oocyten untersucht, COs auszubilden. Die Doppellokalisation von MLH1 und
SYCP3 konnte zeigen, dass Syce3”” Pachytin-Oocyten nicht in der Lage sind, MLH1 auf die Achsen zu
rekrutieren (Abbildung 2-28 A, B), was den Rickschluss zuldsst, dass die Ausbildung von COs in Syce3
defizienten Oocyten defekt ist. Zusammengefasst kann also postuliert werden, dass SYCE3 keinen
Einfluss auf die Initiation der homologen Rekombination hat, aber essentiell fiir den weiteren Ablauf
der Rekombination ist. Was aber kdnnte diesen Rekombinationsphanotyp auslésen?

Fir die erste Erklarungsmoglichkeit wird der SC - und hier besonders das CE - als proteindse
Plattform angesehen, an die sich die Rekombinationsknoten anlagern kénnen. Die These, dass der SC
eine Protein-Plattform fiir Rekombinationsknoten bildet, kann mit Ergebnissen von Schmekel und
Daneholt (1998) bestarkt werde: Schmekel und Kollegen konnten zeigen, dass RNs eng mit der
Oberflaiche des CE (und Uber Fibrillen auch mit den AEs) verbunden sind. Weitere
molekularbiologische Hinweise darauf, dass der SC und besonders das CE als Plattform fir die
Anlagerung von Rekombinationsknoten dienen, wurden mit der Aufklarung der Bindungspartner von
Rad51 geliefert. Rad51 interagiert sowohl mit SYCP3 und SYCP1 (Tarsounas et al., 1999b) als auch mit
dem CE-spezifische Protein SYCE2 (Bolcun-Filas et al., 2009). Geht man nun davon aus, dass das CE
als proteindse Plattform dient, an die sich die Rekombinationsproteine anlagern kénnen, ist es nicht
verwunderlich, dass in Syce3 defizienten Zellen die Progression der Rekombination verdndert
beziehungsweise gestort ist. Dadurch, dass SYCE3 ,upstream” im Assembly Prozess des CE agiert
(siehe Abbildung 2-12) und so in Syce3 defizienten Zellen weder SYCE1 noch SYCE2 oder Tex12 an die
chromosomalen Achsen rekrutiert werden kénnen (Fraune, 2010; Schramm et al., 2011), ist die
Ausbildung einer intakten Plattform in diesen Zellen nicht mdéglich. Dies kénnte die Dynamik und
auch die Funktionalitdt von Proteinen verdandern, die fiir die DNA DSB Reparatur zustandig sind. So
konnte eventuell die Bindung (und damit auch die Funktionalitdt) des RPA/Msh4 Komplexes an die
Achsen verandert sein, was eine fehlerhafte Reparatur der DNA DSBs zur Folge haben kdnnte. Dies
kénnte auch das Ausbleiben von COs in Syce3” Tieren erkliren, da die Hauptaufgabe des RPA/Msh4
Komplexes in der Ausbildung von dHJs liegt, die essentiell fiir Klasse | COs sind. Diese Beobachtung
bestatigt und erweitert die oben genannte Hypothese dahingehend, dass dem CE des SC nicht nur
eine strukturelle Funktion als Plattform, sondern eventuell auch eine regulatorische Funktion fir die
homologe Rekombination zugewiesen werden konnte. Flr einen endgliltigen Beweis missten
allerdings noch weitere Versuche durchgefiihrt werden.

Die zweite Erklarungsmoglichkeit wurde von Borner 2004 mit dem mechanischen Model aufgestellt
(Borner et al., 2004). Dieses Model besagt, dass der voll ausgebildete SC im Pachytan eventuell die
Prozessierung von D-Loop Strukturen (Stranginversion) zu doppel Holliday-Strukturen begiinstigt.
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Hierbei sollen die Chromatin-Schleifen eine mechanische Kraft auf den SC ausiliben, die den SC dazu
veranlasst, dass er sich um die eigene Achse dreht. Die Krafte, die sich innerhalb des SC wahrend
dieser ,Verdrillung” aufbauen, sind an den Stellen am starksten, an denen die DNA durch DSBs
gebrochen ist, also folglich an den Stellen, an denen die Rekombinationskomplexe sitzen. Durch diese
lokalen Krafte konnten die Rekombinationskomplexe lokale Veranderungen hervorrufen und
auBerdem die Achsen ndher zusammenriicken, was die Ausbildung der dHJ ermdglichen kénnte
(Borner et al., 2004). Betrachtet man den Syce3 Knockout im Kontext dieses Models, so kann die
fehlerhafte Progression der homologen Rekombination dadurch erklart werden, dass sich in Syce3'/'
Zellen keine Synapse ausbilden kann (siehe Abbildung 2-26). Somit kdnnen die Krafte, die durch die
Expansion der Chromatin-Schleifen hervorgerufenen werden, nicht aufgebaut werden und lokale
Veranderungen durch die Rekombinationskomplexe nicht stattfinden. Eventuell persistieren daher
RPA enthaltende Foci langer auf den Achsen. Auch das Ausbleiben von COs kdnnte mit diesem
Modell erklart werden, da durch das Fehlen des CE und die daraus fehlende Auslibung von Kraft auf
die Stellen der DNA, an denen die Rekombinationskomplexe sitzen, die Ausbildung von dHlJs
ausbleiben wiirde, die eine Voraussetzung fiir COs sind.

Beide Erklarungsmoglichkeiten zeigen eindeutig die bedeutende Rolle des CE fir die homologe
Rekombination. Der SC ist von entscheidender Bedeutung fir die homologe Rekombination und
somit letztendlich fir die Fruchtbarkeit von Organismen. Mit SYCE3 konnte in dieser Arbeit ein neues
Protein charakterisiert werden, das essentiell fir die Ausbildung dieser wichtigen Struktur ist.
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4 Ausblick

Die vorliegende Arbeit liefert fundierte Erkenntnisse zu grundsatzlichen Fragestellungen hinsichtlich
des SC Assembly und des Zusammenspiels zwischen dem SC und der homologen Rekombination.
Dariliber hinaus fiihren die hier gezeigten Daten und die daraus abgeleiteten Modelle zu neuen
interessanten Fragen und moglichen experimentellen Anséatzen fiir zukiinftige Studien.

Mit SYCE3 konnte eine neue, essentielle Komponente des SC charakterisiert und ein neues,
praziseres Model des SC Assembly aufgestellt werden. Details tber die regulatorischen Mechanismen
des SC Assembly sowie eine eventuelle Rolle von SYCE3 in diesem Prozess wurden allerdings nicht
untersucht. Die Tatsache, dass SYCE3 tiber putative Phosphorylierungsstellen verfligt und in friiheren
Arbeiten ein Zusammenhang zwischen dem Phosphorylierungszustand von SYCP1 beziehungsweise
SYCP3 und der Regulation des SC Assembly postuliert wurde (Tarsounas et al., 1999a), legt den
Verdacht einer regulatorischen Funktion von SYCE3 fir das SC Assembly nahe. Um diese Frage zu
klaren misste man untersuchen, ob die putativen Phosphorylierungsstellen im SYCE3 Protein
tatsachlich funktionelle Zielstellen fiir Kinasen und/oder Phosphatasen sind. Dazu stehen etablierte
Protokolle fiir Untersuchungen in Zelllysaten von Pachytan-Spermatocyten zur Verfiigung. Sollten die
Phosphorylierungsstellen im SYCE3 Protein tatsachlich funktionell sein, kdénnte man in
weiterfihrenden Versuchsansdtzen zudem die Abhdngigkeit der Interaktion von SYCE3 mit den
anderen CE-Proteinen und SYCP1 vom Phosphorylierungszustand des SYCE3 Proteins untersuchen.
Experimentell konnte dies zum Beispiel durch ,Pull-Down” Analysen mit phosphoryliertem und
nichtphosphoryliertem SYCE3 und den anderen Proteinen des CE getestet werden.

Da in dieser Arbeit eine Interaktion zwischen wildtypischem SYCP1 und SYCE3 postuliert werden
konnte, waren zusatzliche Bindungsstudien, die die Bindungsdomane von SYCE3 im SYCP1 Molekil
exakt definieren, sinnvoll. So kdnnte das in dieser Arbeit neu aufgestellte Modell des SC Assembly
noch um wichtige Details erweitert werde. Hierzu wiirde sich das Hefe , Two-Hybrid“-System oder ein
Pull-Down Assay mit in vitro translatierten Proteinen aus einem TNT®-System (Promega) eignen.
Experimentell werden beide Ansdtze bereits in der Arbeitsgruppe verfolgt. Zusatzlich kénnte durch
Co-Immunprazipitationsanalysen aus Maus- beziehungsweise Rattenhodenextrakt nach weiteren, bis
jetzt unbekannten Interaktionspartnern von SYCE3 gesucht werden.

Auch die hier durchgefiihrte Untersuchung zur Funktion von SYCE3 wahrend der homologen
Rekombination hat interessante Fragen aufgeworfen: Beispielsweise stellt sich die Frage, ob dem CE
wahrend der homologen Rekombination eine strukturelle und/oder eine regulatorische Funktion
zukommt. Um diese Frage zu beantworten, missten die Interaktionen der verschiedenen CE-
spezifischen Proteine mit rekombinationsspezifischen Proteinen getestet werden. Dazu ist bereits
bekannt, dass sowohl SYCE2 (Bolcun-Filas et al., 2009) als auch SYCP1 und SYCP3 (Tarsounas et al.,
1999b) mit dem recA homologen Protein Rad51 interagieren konnen. Ob SYCE3 mit Rad51 oder
anderen rekombinationsspezifischen Proteinen interagieren kann, wurde im Rahmen dieser Arbeit
nicht untersucht. Experimentell kdnnte auch dies durch Pull-Down Assays mit in vitro translatierten
Proteinen aus dem TNT®-System (Promega) oder in einem Hefe ,Two-Hybrid“-System getestet
werden. Eine direkte Interaktion von SYCE3 (oder anderer CE-spezifischer Proteine) mit der
,Rekombinationsmaschinerie” wiirde eine regulatorische Funktion des CE wahrend der homologen
Rekombination - zusatzlich zu seiner strukturellen Funktion als Plattform fiir Rekombinationsknoten -
weiter bekraftigen.
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5 Material

5.1 Gerate und Verbrauchsmaterialien

Brutschrank CO2-Auto-Zero
Drehtisch Reax 2
Electrophoresis Power Supply
Feinwaage Mettler AC 100

Flachbrettscanner
Epson Perfection V700 Photo

Fluoreszenzmikroskop Axiophot Stereo
HBO50 mit Quecksilberlampe

Gefriermikrotom 2800 Frigocut E
Gewebekulturschalen
Graphitblotkammer LMS;

Heizblock

Heizplatte Medax

Infinite® M200

Kippschittler WS5 Laborgeratebau
Kuhltischzentrifuge MIKRO 200R
Kahlzentrifuge Minifuge T
Kuhlzentrifuge Sorvall RC-5B
Laborpumpe Varioperpex® II
Laborwaage Mettler PJ 3600 DeltaRange®
Magnetrihrer M35

pH-Meter pH 523

Petrischalchen (@ 60 mm)
Proteingelkammer Mini V8
Schlittenmikrotom

Sonifier B12 Branson

Sterile Bank Steril GARD Hood Class IlI
The Denley Mixer A257

Thermocycler primus 25 advanced
Tischzentrifuge MIKRO 200
Transmissionselektronenmikroskop EM 10

Vortex L24

Heraeus-Holding, Hanau

Heidolph, iber Hartenstein, Wiirzburg
PEQLAB, Erlangen

Mettler, Disseldorf

EPSON, Meerbusch

Zeiss, Oberkochen

Reichert-Jung

Greiner Labortechnik, Frickenhausen
bezogen Uber Hartenstein, Wirzburg
Liebisch, Gber Hartenstein, Wiirzburg
Nagel GmbH, Kiel

Tecan, Madnnedorf (Schweiz)
Edmund Biihler, Tiibingen

Hettich Zentrifugen, Tuttlingen
Heraeus, Hanau

Du Pont Instruments, Bad Homburg
LKB/Bromma, Schweden

Mettler, Dusseldorf

GLW, Wirzburg

WTW, Uiber Hartenstein, Wiirzburg
Sarstedt, Nirmbrecht

Gibco BRL

Leitz, Wetzlar

Sonic Power Company

Muller Labortechnik, Windhagen
Multi Axle Rotator bezogen tber Hartenstein, Wiirzburg
PEQLAB, Erlangen

Hettich Zentrifugen, Tuttlingen

Zeiss, Oberkochen

GLW, Wiirzburg
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5.2 Computerprogramme
Adobe Photoshop
AxioVision Release 4.7.1
BioEdit Ibis Biosciences, Carlsbad, USA
LCS Lite, Leica Solms Deutschland
Microsoft Word 2007
Microsoft Office PowerPoint 2007

Tecan i-control 1.6

5.3 Chemikalien

Alle in dieser Arbeit verwendeten Chemikalien und Losungsmittel wurden, sofern nicht anders
vermerkt, in Analysenqualitdt von den Firmen AppliChem (Darmstadt), Merck (Darmstadt),
Roth®(Karlsruhe), Serva (Heidelberg) und Sigma (Deisenhofen) bezogen.

5.4 Kits und Einzelkomponenten

peqGOLD Trifast™

NucleoSpin® Plasmid Kit

QlAquick Gel Extraction Kit
StrataClone PCR Cloning Kit

Nickel NTA Agarose

DIG-High Prime DNA Labeling

and Detection Starter Kit Il

Wizard® SV Gel and PCR Cleanup System
ApopTag® Peroxidase In Situ Apoptosis
Detection Kit

ECL™ Detection Kit

Nitrozellulose

Whatmanpapier

Nylon Membran, positively charged
Glutathion Sepharose® 4B

Effectene”™ TransfectionReagent
Dynabeads Protein G

HiTra pTM—Séu lensystem

PEQLAB, Erlangen
MACHEREY-NAGEL, Diren
QIAGEN, Hilden

Agilent Technologies, Waldbronn
QIAGEN, Hilden

Roche, Mannheim

Promega, Mannheim

Chemicon

GE Healthcare, Miinchen
Schleicher&Schuell, Dassel
Schleicher&Schuell, Dassel
Roche, Mannheim

GE Healthcare, Miinchen
QIAGEN, Hilden
Invitrogen, Karlsruhe

GE Healthcare, Miinchen
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5.5 Biologisches Material

5.5.1 Zelllinien

COS-7 Zellen:

Die COS-7 Zelllinie (ATTC CRL1651) stammt aus Nierenzellen des Cercopithecus aethiops
(afrikanischer Griinaffe).

R1/E Zellen:

Subklon der R1 embryonalen Stammzelllinie. R1 embryonale Stammzellen stammen aus 129X1/SvJ x

12951 d3,5 Blastocysten und weisen eine hohe Keimbahngangigkeit auf.

5.5.2 Antikorper

X X X Verdiinnung
Bezeichnung Antigen Herkunftstier Hersteller
IF 1B EM
Anti-SYCE3 .
(p) GST-SYCE3 Meerschwein | e.H. (SEQLAB) 1:100 1:1000 -
gp
Anti-SYCE3 (rb) | GST-SYCE3 Kaninchen e.H. (SEQLAB) 1:50 1:1000 1:500
Anti-myc Myc-Peptid Maus Invitrogen (R950-25) - 1:2000 -
Anti-GFP GFP Gesamtprotein Maus Santa Cruz (SC-9996) - 1:200 -
Anti-Actin C-Terminales Peptid Maus Sigma-Aldrich (A4700) - 1:10000 -
Anti-SYCE1 SYCE1 Meerschwein | (Hamer et al., 2006) 1:1000 1:1000 -
Anti-SYCE2 SYCE2 Meerschwein | (Hamer et al., 2006) 1:200 1:400 -
Anti-SYCP1 N-Term (AS 1-120) Meerschwein | (Winkel et al., 2009) 1:150 - -
Anti-SYCP1 C-Term (letzten 76 AS) Kaninchen (Ollinger et al., 2005) 1:200 - -
Anti-SYCP1 . . L
Coiled-coil (AS 457-699) | Maus (Ollinger, 2005) - - 1:150
(VIIID3)
. C-Term (die letzten 414 . .
Anti-SYCP2 AS) Meerschwein | (Winkel et al., 2009) 1:150 - -
. SYCP3 (AS 27-38 des . (Alsheimer & Benavente,
Anti-SYCP3 . Meerschwein 1:150 - -
Rattenproteins) 1996)
. C-Terminales Peptid des . .
Anti-SYCP3 . Kaninchen Acris (NB300-232) 1:200 - -
humanen Proteins
. AS 134-142 des .
Anti-yH2AX Maus Millipore (05-636) 1:500 - -
humanen yH2AX
. Gereinigtes RPA aus .
Anti-RPA Maus Calbiochem (NA19L) 1:40 - -
U293 Zellen
Anti-MLH1 Humanes MLH1 Maus BD Pharmingen (551091) 1:30 - -

Tabelle 5-1: Verwendete Antikorper.
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5.6 Molekularbiologisches Material

5.6.1 Enzyme

Alle verwendeten Restriktionsenzyme wurden, wenn nicht anders beschrieben, Gber MBI Fermentas
(St. Leon-Rot) oder New England Biolabs (Frankfurt am Main) bezogen. Phusion Polymerase wurde
bei der Firma Biozym (Hessisch Oldendorf) erworben.

5.6.2 Plasmidvektoren

(MCS

P lac i PCR Product Insertion Site

pUC ori
StrataClone _
kanamycin
Dieser Vektor ist Teil des pSC-A-amp/kan
. . 4.3 kb
StrataClone PCR Cloning Kits der -
Firma Agilent Technologies und
N
wurde fir die direkte Klonierung <loxf> ampicilln
. 1 ori '
von DNA-Fragmenten mit A-
Uberhang verwendet, die durch pSC-A-amp/kan PCR Cloning Vector PCR Product Insertion Site Region
(sequence shown 4261-4270, 1-250)
PCR gewonnen wurden. Der et

> D o 5
AIG&CC—'JE:ATTaCGCCMGSGCGCAATTMCCCTC.&CTAAAGGG}.&C\AMAG[‘,TGGGTACCGGGCCCCCCCICG*\GG'-CG&C. .
rEndig ite T proeet Binding 58

= binding

Vektor besitzt eine Ampicillin- und

eine  Kanamycin-Resistenz und

Mind Il Eccht Ecoht | fron-urigue) Ecaft | fnen-uriquel

.. JGETATCGATAAGCTTGATATC CACTGTGGAATTCGCCCTT | PCR Preduct | AAGGEGCGAATTCCACATTGEGCTGCAGECCGEG . . .

ermoglicht eine Blau/WeiR-
Selektion, um positive Klone

.. .GG#TCC#CIM‘-I'TCIﬁGﬁGCGGCCGCA-SCGCGG%GCTCCMTTCGSECTATﬁGTGﬂSTCGTﬂTTﬁC MGCGC'G:CTGSSCGT-SGTTTT.GC_-‘«.G
T7 prieas bindirg 0 TATT 0 prier Bindieg s

leichter identifizieren zu kénnen.

Abbildung 5-1: Vektorkarte und Multiple Cloning Site (MCS) des pSC-A-
amp/kan Vektors
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pCR®2.1-TOPO

Dieser Vektor ist Bestandteil des
Topo TA Cloning® Kits der Firma
Invitrogen (Karlsruhe). Er wurde
flr die direkte Klonierung von PCR-
Produkten mit  A-Uberhang
verwendet. Der Vektor besitzt ein
Lac-Operon, das eine Blau/WeiRk-
Selektion ermdglicht. Zur Selektion
transformierter Bakterien tragt der
Vektor sowohl eine Ampicillin- als
auch eine Kanamycin-Resistenz.

pPGEX-5x-1

Der pGEX-5x-1 wurde verwendet, um
GST-Fusionsproteine herzustellen.
Hierzu wurde die entsprechende DNA
im richtigen Leseraster in die Multiple
Cloning Site (MCS) ligiert, in E. coli
Rosetta™ Bakterien exprimiert und
mit Hilfe von Glutathion Sepharose®
4B aufgereinigt. Der Vektor verflgt
Uber eine Ampicillin-Resistenz.

lacZa ATG
M13 Reverse Primer

Hind 11l Kpn'| Sac | BamH| Spe |

BstX 1 EcoR| EcoR |

EcoR V BstX | Not | Xhol Nsi |l Xbal Apal

M13

rward (-20) Primer

Abbildung 5-2: Vektorkarte und MCS des pCR 2.1-TOPO

PGEX-5X-1 (27-4584-01)
Factor Xa

lle Glu Gly Arg lGlg.' lle Pro Glu Phe Pro Gly Arg Leu Glu Arg Pro His Arg Asp
ATC GAA GGT CGT GGG ATC GCC GAA TTC CCG GET CGA CTC GAG CGG CCG CAT CGTGAC IGA

l BamH1  EcoR I gma] Sl yo7 Notl Stop coduns

|
pS|104Bam7StopT

pGEX
~4900 bp

BssH Il

Apa |
BR322
BstE Il F on

Miul

Abbildung 5-3: Vektorkarte und MCS des pGEX-5x-1
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pQE31
Der pQE31 Vektor
Herstellung bakteriell exprimierter

wird zur

N-terminaler HIS Fusionsproteine

verwendet. Hierzu wird das
entsprechende Insert im richtigen
Leseraster in die MCS des Vektors
kloniert, in E. coli RosettaBlue™
Bakterien exprimiert und Uber
NiNTA Agarose mit Hilfe des HIS-
Vektor

besitzt eine Ampicillin-Resistenz.

Tags aufgereinigt. Der

pKSIoxPNT Vektor
Dieser Vektor wurde von Prof.
Sagrario Ortega fir die Herstellung
des Syce3” Replacementvektors
zur Verflgung gestellt. Der Vektor
enthalt eine Tymidinkinase- sowie
eine Neomycin-Selektionskassette.
Fir die Selektion in Bakterien
Vektor

Ampicillin-Resistenz.

verfligt der Uber eine

BamHI
Sphl

«| Seel
Kpnl
Srﬁ: al
Xm al
H indlll

=i
wa_

I—I
JFS)-16E6- e85 ()i e

* pQE30 --
pQE3]  AC
pQE32 -G
g pQE-30, pQE-31,

pQE-32

3.4kb

\ CalEl

pQE-31
Small

Eco RI/RBS fxHis  BomHl Sphl  Socl Kpal Xmal Soll  Pal Hind Il

GAGAGGATCT I AC GGﬂTCCGEa\TGEGAGETCGGTACCEEGGGTEGACCTGCAGCCA»\\GCTT MTI'AG{TG#G D

RGSHis epitope

Abbildung 5-4: Vektorkarte und MCS des pQE31 Vektors

Kpnl BamHI '

pKS/oxPNT

clone 23

Abbildung 5-5: Schematische Darstellung des pKS/IoxPNT Vektors
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Xba | (825)
p-Myc
Dies ist ein Expressionsvektor fir 5V4°SD/SI\’:I‘ e
yc
Saugerzellen, der die Expression pCMV-Myc tag kS

eines N-terminalen c-Myc-
Fusionsproteins ermdoglicht. Durch
den CMV

Promotor

(Cytomegalievirus)
hohe
c-Myc-

wird eine
Expressionsrate des

Fusionsproteins in Saugerzellen
erreicht. Der Vektor besitzt fir die
eine

Selektion in  Bakterien

Ampicillin-Resistenz.

pEGFP-Vektoren

pEGFP Vektoren wurden von der
(Heidelberg)
bezogen. pEGFP-Vektoren werden

Firma  Clonetech
fir die Expression von EGFP-
Fusionsproteinen in
eukaryotischen Zellen verwendet,
da sie einen menschlichen CMV
Promotor enthalten.

In den pEGFP-N Vektoren wird das
aus Aequorea victoria stammende
EGFP
fluorescent

fluoreszierende  Protein
(enhanced

protein) an den C-Terminus des

green

gewiinschten Proteins fusioniert.
Es konnen aber auch Proteine

ohne angehangtes EGFP-Tag
exprimiert werden, indem die
inserierte ¢cDNA  durch ein

Stopcodon vom EGFP getrennt
wird.

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

fusioniert.

38kb
poly A

| pUC ori ’

wh = Forward sequencing

Ampr

Xba
(1134)

primer
830 840 850 860 870
C ACC ATG GCA TCA ATG CAG AAG CTG ATC TCA GAG GAG GAC CTG CTT
Myc tag
880 890 900 910 920
ATG GCC ATG GAG GCC CGA ATT CGG TCG ACC GAG ATC TCT CGA GGT ACC GCG GCC GC
SfilhB EcoR | Sall® Bglll "~ Xpo™ Kpnl Not|

Abbildung 5-6: Vektorkarte des pCMV-Myc Vektors mit MCS

MCS
(591-685)

Eco01091
(3860)

VA DEGFP-N2
BsiG | (1393

Not | (1406)
Xbal* (1416)
Afl11 (1644)

Dra lll (1678)
Stul ‘
(2583)

[ ] gl 61 6 =0 EGFP

GC TAG CGC TAC CGG ACT CAG ATC TCG AGC TCA AGC TTC GAA TTC TGC AGT CGA CGG TAC CGC GGG CCC GGG ATC CAC CGG CCG GTC GCC ACC ATG GTG

EcoR| Pstl  Sall  Kpnl Apal " BamH | Eag|

Nhel Ecod? il it Yo
Il Bsp1201 Xma
Acc| Asp o f sp120 sl

Bglll Xhol sgclh‘mnlll
Ech36 Il

Asel

B Apal 1 A

Eco0109 |
(3856)

poly A

pEGFP-C2

47kb BsrG 1 (1323)

MCS
(1343-1421)

Mlu | (1646)
Dra lll (1876)

Stul
(2581)

corp 130 1250 360 128 20 ] STOPs

'FAC AAG %CC GGC CGG AEJT CAGATC TCF: AGC TCA AGC i'TE GAATTC TIE;C AGT CGA CGE}TAC CGC GGG &CC GGG ATC CACCGG ATC TAG ATA ACT GAT CA

Eag Bglll Xhol §ac| HindWl  EcoR1 Pstl  Sall  Kpnl Apal N BamH | Xbal* Bel*

Ecn36 1l Acc| Aspni81 _\ Bspl20| Xmal

Sacll Smal

Abbildung 5-7: Vektorkarte und MCS des pEGFP-N2 (A) und pEGFP-C2 (B)
Vektors
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5.6.3 Oligonukleotide

Oligonukleotidname

Sequenz 5’ -> 3’

Schmelz-
temperatur

Charakterisierung von SYCE3

. DA8 5° ATGGCTGATTCCGATCCTGGG 59,0°C
SYCE3 RT PCR und Klonierung —
DA8_3‘ GTACCATGCACATGGCTACACGTCT 58,0°C
SCP35°ATG GGCTTCGTCAGATGCTTCGAG 56,0°C
SYCP3 RT PCR
SCP3TAA+ GACTCATCAGAATAACATGGATTGAAG 54,0°C
GAPDH 5° GGGCCCACTTGAAGGGTGGAGC 64,5°C
GAPDH RT PCR
GAPDH 3/ GTCAGATCCACGACGGACACATTGG 63,2°C
Tex12-EGEP Tex12_5° ATGATGGCAAACCACCTTGTAA 53,6°C
ex12-
Tex12_3‘_TAA- CTTGTGTAGGGTGTTGGTAATTACTGT 54,1°C
Mve-SYCE3 SYCE3_myc_5‘_ecoRl TCGAATTCGGATGGCTGATTCCGATC 66,4°C
c_
y SYCE3_myc_3‘_Sall TTGTCGACGTACCATGCACATGGCTACAC 66,9°C
SYCE3 Knockout Maus
DA8_Sonde_5* CAGGTGAAAGGTGAGGGCCTG 58,2°C
SYCE3 Sonde Southern Blot = =
DA8_Sonde_3* CTTGCAAATGAAGCTTTGCCCTT 58,6°C
F1_clal_5‘ ATCGATACTCCCAAGCACTGGACTTTCC 63,4°C
F1 (Kurzer Arm)
F1_call_3f ATCGATTTCTGTATAGCTCTGGCTGTTCTGG | 63,7°C
F2_5° CATGGTTGCCCCAGGGACCAAG 64,0°C
F2 (Langer Arm) =
F2_3* CCTGGGAAAGAAAAGAAAGGAGCCAG 62,3°C
F2_seql TTCTGGCCGTAGGCTTCTTC 53,6°C
F2_seq2 GTTGTAGCAGAACACCTTGTTGG 53,1°C
Sequenzier-primer F2 F2_seq3 TGCGTTTCCTCCTCCGTTG 55,9°C
F2_seq4 CTGGGGCTGGGGAGGTTAA 56,1°C
F2_seq5 TTAGCCCCTGACCCTGCAG 55,0°C
. . DA8_Sonde_5’ CAGGTGAAAGGTGAGGGCCTG 58,2°C
Genotypisierung F1 Gberspannend — =
Lc2vfl neo CGAAGCTTATCGATACCGTCGAC 56,8°C
. . LC2neo GCTGGACGTAAACTCCTCTTCAGAC 56,6°C
Genotypisierung F2 iberspannend
DA8_hF2_LaA_3f GGAGAGGTGACCACCAGAGGG 57,0°C
. SYCE3 neu 5 neo CTACCCGGTAGAATTGACCTGCAG 57,9°C
Genotypisierung F2 Knockout
SYCE3 neu 3 WT neo GTCATTCTGGGACTCTTGCTATCCTG 58,4°C
. . SYCE3 neu 5 WT GGGTAAATCAGGTTGAAGGTCAGGC 60,0°C
Genotypisierung F2 Wildtyp
SYCE3 neu 3 WT neo GTCATTCTGGGACTCTTGCTATCCTG 58,4°C

Tabelle 5-2: Verwendete Oligonukleotide.
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5.6.4 Rekombinante DNA

Replacementvektor SYCE3 Knockout:

Das F2 Fragment (Langer Arm) wurde mit den Primern F2_5‘ und F2_3‘ aus genomischer DNA einer
$129 Wildtypmaus amplifiziert und in den StrataClone Vektor ligiert. Aus diesem wurde das Insert
mit EcoRl in den ebenfalls mit EcoRl geschnittenen pKSIoxPNT Vektor kloniert. In diesen
modifizierten Vektor wurde das F1 Fragment wie folgt kloniert: Das F1 Fragment (Kurzer Arm) wurde
aus genomischer DNA aus R1/E Zellen amplifiziert, in den StrataClone Vektor kloniert und von dort
mit Clal geschnitten. Die Uberhinge wurden mit Klenow Fragment aufgefiillt und dieses Fragment
anschlieRend in den mit Sall geschnittenen und mit Klenow Fragment aufgefiillten pKSIoxPNT+F2
Vektor kloniert. Sowohl die richtige Integration in den pKSIoxPNT Vektor als auch die
Sequenzhomolgie zu den Sequenzen der R1/E Zellen wurde per Sequenzierung fur F1 und F2
Fragment Uberprift.

SYCE3 in pQE31 Proteinprodukt: HIS-SYCE3

SYCE3 wurde mit den Primern DA8_5‘ und DA8_3‘ aus Maus cDNA amplifiziert und in den
StrataClone Vektor ligiert. Durch Sequenzierung wurde die Sequenz auf Richtigkeit geprift, mit EcoRlI
aus dem StrataClone Vektor geschnitten und anschlieRend mit Klenow Fragment gebluntet in den
Smal geschnittenen pQE31 kloniert.

SYCE3 in pGEX-5x-1 Proteinprodukt: GST-SYCE3
Zur Klonierung von SYCE3 in den pGEX-5x-1 Vektor wurde SYCE3 mit EcoRl aus dem StrataClone
Vektor geschnitten und in den ebenfalls mit EcoRI geschnittenen pGEX-5x-1 Vektor ligiert.

SYCE3 in pCMV-Myc Proteinprodukt: Myc-SYCE3

Die Maussequenz von SYCE3 wurde mit Hilfe der Oligonukleotide SYCE3 myc 5‘ ecoRl und
SYCE3_myc_3‘_Sall amplifiziert, mit EcoRl und Sall geschnitten und in den mit EcoR1 und Sall
geoffneten pCMV-Myc Vektor kloniert.

Tex12 in den pEGFP-N2 Proteinprodukt: Tex12-EGFP

Tex12 wurde aus Maus ¢cDNA mit den Oligonukleotiden Tex12_5‘ und Tex12_3‘ Taa- mit Tag-
Polymerase amplifiziert und in den TopoTA Vektor (Invitrogen) kloniert. Von dort wurde die
Uberprifte Sequenz mit EcoRl in den ebenfalls mit EcoRI ge6ffneten EGFP-N2 Vektor kloniert.

Andere rekombinante DNA Konstrukte
Folgende rekombinante DNA Konstrukte waren bereits im Labor vorhanden (siehe Ollinger, 2010):
EGFP-SYCE1, EGFP-SYCE2, SYCP1 1-200-EGFP und EGFP-SYCP1 820-997.
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6 Tiere und Bakterienstimme

6.1 Tiere

Syce3 Knockout Maus:

Der Replacementvektor fiir den Syce3 Knockout wurde im Rahmen dieser Arbeit hergestellt (siehe
5.6.4). Die Elektroporation in R1/E Zellen und die Blastocysteninjektion erfolgten an der Transgenic
Core Facility des MPI fiir Molekulare Zellbiologie und Genetik, Dresden. Die Zucht der Mause wurde
im Tierstall des Biozentrums in Wiirzburg etabliert.

Sycp1, Sycel, Syce2 und Sycp3 Knockout Mause:

Eingefrorene Gewebe der Sycpl und Sycp3 Knockout Mause wurden uns vom Lehrstuhl ,Cell and
Molecular Biology” des Karolinska Instituts, Schweden von Herrn Professor C. H66g bereitgestellt.
Eingefrorenes Hodengewebe der Sycel'/' und SyceZ'/' Mause wurde von Prof. H. J. Cooke (Human
Genetics Unit, Western General Hospital, Edinburgh) bezogen.

6.2 Bakterienstimme

StrataClone SoloPack Competent Cells: Kompetente Zellen, in die der StrataClone Vektor
transformiert wurde.

TOP10 One Shot® kompetente Zellen: Zur Transformation von pCR®2.1-TOPO Vektoren wurden die
im Kit (Invitrogen) enthaltenen TOP10 One Shot® kompetenten Zellen verwendet.

E. coli XL1-Blue:
Fiir die Vermehrung von Plasmidvektoren wurde der Bakterienstamm E. coli XL1-Blue der Firma
Stratagene (Agilent) eingesetzt.

E. coli Rosetta™:

Dieser Bakterienstamm der Firma Novagen wurde ausschlieflich zur bakteriellen Expression
rekombinanter GST-Fusionsproteine verwendet (siehe. 7.3.1.2). Rosetta™ Stdmme enthalten ein
zusatzliches Plasmid, das fur bestimmte, in Bakterien selten vorkommende tRNAs kodiert. Auf diese
Weise wird die Expression des Fusionsproteins erhoéht. Das Zusatzplasmid beinhaltet eine
Chloramphenicol-Resistenz und ist mit pGEX Vektoren kompatibel.

E. coli RosettaBlue™:

RosettaBlue™ Bakterienstimme entsprechen grundsatzlich den beschriebenen Rosetta™ Stammen.
Sie unterscheiden sich dadurch, dass RosettaBlue™ Bakterienstimme zusammen mit pQE Vektoren
fiir die Aufreinigung von HIS-Fusionsproteinen (siehe. 7.3.1.1) verwendet und lber Chloramphenicol
und Tetracyclin selektiert werden.
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7 Methoden

7.1 Mikrobiologische Methoden

7.1.1 Kultivierung von Bakterien

7.1.1.1 Fliissigkulturen

e LB-Medium (pH 7,4):
10 g/ Bacto-Trypton
5 g/l Hefeextrakt
10 g/I NaCl
- autoklavieren

. Verwendete Antibiotika:

Stammldsung Arbeitskonzentration
Ampicillin 50 mg/mlin H,0 100 pg/ml
Kanamycin 50 mg/mlin H,0 50 pg/ml
Tetracyclin 15 mg/ml in 70% Ethanol 15 pg /ml
Chloramphenicol 34 mg/ml in Ethanol 34 pg/ml

Fir eine Ubernachtkultur wurden 15 ml LB Medium in ein Greiner Réhrchen vorgelegt und zur
Selektion - je nach verwendetem Bakterienstamm - das entsprechende Antibiotikum in der
angegebenen Arbeitskonzentration zugegeben. Zum Animpfen wurde Bakterienmaterial aus einer
Glycerinkultur oder einer Bakterienkolonie von einer Agarplatte verwendet. Die Ubernachtkultur
wurde unter Schitteln Gber Nacht bei 37°C inkubiert.

7.1.1.2 Glycerinkulturen

Zur langeren Aufbewahrung der Bakterien wurden Glycerinkulturen angelegt. Hierzu wurden 800 pl
einer Ubernachtkultur mit 200 pl sterilem Glycerin vermischt und bei -70°C gelagert.

7.1.1.3 Bakterienkultivierung auf Agarplatten
o 1,5% Agar in LB Medium (siehe 7.1.1.1)

Fir die Herstellung der Agarplatten wurde 1,5% Agar in LB-Medium abgewogen und anschliefend
autoklaviert. Nach Abkiihlen des Gemisches auf 50°C wurde das zu verwendende Antibiotikum in
seiner Arbeitskonzentration zugefligt und das flissige Gemisch in sterile Platten gegossen, bis der
Boden bedeckt war. Nachdem der Agar ausgehartet war, wurden die Platten umgedreht und Uber
Nacht bei RT getrocknet. Je nach zugesetztem Antibiotikum konnten die Platten 3-4 Wochen bei 4°C
gelagert werden. Fir die Bakterienkultur auf Agarplatten wurden 100 pl einer Bakterienkultur mit
einem sterilen Drigalskispatel auf der Platte verstrichen.
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7.1.2 Herstellung kompetenter Bakterien

. TSS (Transformation and Storage Solution) (pH 6,5):
LB-Medium (siehe 7.1.1.1)
+10 % (w/v) PEG 3350 oder 8000
+5 % (v/v) DMSO
+50-70 mM Mg** (MgCl,)
- steril filtrieren, Lagerung bei -20°C

5 ml einer Flussigkultur (E. coli XL1-Blue, E. coli Rosetta™ oder E. coli RosettaBlue™) wurde zu 100 ml
LB Medium (+ entsprechendes Antibiotikum) gegeben. Unter Schitteln wurden die Bakterien so
lange kultiviert, bis eine optische Dichte von OD600 0,6-0,8 erreicht war, was der logarithmischen
Phase des Bakterienwachstums entspricht. Die Kultur wurde anschlieBend auf zwei 50 ml Greiner
Réhrchen verteilt und 10 min bei 900g und 4°C zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen und
das Bakterienpellt in eiskaltem TSS resuspendiert (Menge an TSS: 1/40 des Ausgangsvolumens der
Bakterienkultur). Die Losung wurde rasch bei 4°C in 100 pl Fraktionen aliquotiert und in fllissigem
Stickstoff schockgefroren. Die Bakterien konnten etwa ein halbes Jahr bei -70°C gelagert werden.

7.1.3 Transformation von Plasmid-DNA in Bakterien

Als Transformation bezeichnet man das Einbringen von Fremd-DNA in Bakterien. Um die Fremd-DNA
vor Degradation durch die Bakterien zu schiitzen, muss diese ringférmig vorliegen. AuBerdem muss
sie einen eigenen Replikationsursprung und eine Antibiotika-Resistenzkassette zur Selektion der
erfolgreich transformierten Bakterien aufweisen.

Ein bei -70°C gelagertes Aliqguot kompetenter Bakterien wurde auf Eis ca. 20 min aufgetaut. Zu
diesem wurde ca. 50-150 ng Plasmid-DNA oder ein Ligationsansatz (siehe 7.2.9.4) pipettiert, ohne die
Bakterien zu resuspendieren. Nach einer anschliefenden Inkubation von 30 min auf Eis erfolgte ein
Hitzeschock der Bakterien bei 42°C fiir 60-90 sek. Die Bakterien wurden danach sofort fiir 1 min auf
Eis gestellt. Um den Aufbau der Antibiotika-Resistenz zu gewahrleisten, wurden die Bakterien in 900
ul LB Medium aufgenommen und 1 h bei 37°C unter Schiitteln inkubiert. Im Anschluss konnten die
Bakterien auf Agarplatten in zwei unterschiedlichen Verdiinnungen (1/10 und 9/10) ausplattiert und
Uber Nacht bei 37°C inkubiert werden.

7.1.4 Testen der Transformationseffizienz

Um die Qualitat selbst hergestellter kompetenter Bakterien zu definieren, wurde die
Transformationseffizienz der Bakterien getestet. Die Transformationseffizienz definiert sich als
Anzahl der Transformanten pro ug DNA, bezogen auf den pUC-Vector. Die Transformationseffizienz
sollte zwischen 1x10’ - 1x10° Transformanten pro pg DNA liegen. Zur Bestimmung der
Transformationseffizienz wurden 10, 100 und 1000 pg pUC-Vektor-DNA in die Bakterien
transformiert und im Anschluss die Kolonien ausgezahlt.
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7.2 Molekularbiologische Methoden

7.2.1 Extraktion von RNA aus Gewebe

Die Extraktion von RNA aus Gewebe erfolgte mit peqGOLD Trifast™ der Firma PEQLAB, Erlangen,
nach Herstellerprotokoll. Die RNA wurde fiir die Gewinnung von spezifischer cDNA (siehe7.2.5.1)
mittels RT-PCR genutzt.

7.2.2 Extraktion von Plasmid-DNA

Plasmid-DNA wurde mit dem Nuc/eoSpin@ Plasmid Kit der Firma MACHEREY-NAGEL, Diiren, nach
Herstellerprotokoll aus einer Ubernachtkultur isoliert und in 50 pl H,O aufgenommen.

7.2.3 Gewinnung von genomischer DNA aus Gewebe und Zellen

. SDS-Mix (pH 7,5):
17 mM Tris/HCI
17 mM EDTA
170 mM NaCl
0,85% SDS

. Proteinase K (AppliChem) (20 mg/ml in 10 mM CaCl,)

. Gesattigte NaCl Losung (6M)

Genomische DNA (gDNA) wurde aus embryonalen Stammzellen der Maus (R1/E Zellen) oder aus
Mauseschwanzproben isoliert. Hierzu wurden die embryonalen Stammzellen oder die
Schwanzstlicken in 500 pl SDS-Mix aufgenommen und mit 50 ul Proteinase K Stammldsung versetzt.
Die Proteine wurden lber Nacht bei 56°C unter Drehen der Proben verdaut. Nach Zugabe von 250 pl
gesattigter NaCl Losung wurden die Proben 10 min auf Eis inkubiert. AnschlieRend wurden die nicht
|6slichen Bestandteile bei 10000g, 4°C pelletiert. Aus 500 ul des Uberstand wurde durch Zugabe von
1000 pl eiskaltem 100%igem Ethanol die genomische DNA geféllt. Nach 10mindtiger Zentrifugation
bei 13000g wurde das DNA Pellet zweimal mit 80% Ethanol gewaschen (5 min bei 13000g) und 1 h
bei RT getrocknet. Das DNA Pellet wurde tiber Nacht bei 4°C in 30-100 pl H,O (je nach PelletgroRe)
gelost und die gDNA wurde bei 4°C gelagert.

7.2.4 Konzentrationsbestimmung von Nukleinsiduren (DNA und RNA)

DNA und RNA wurden mit dem Infinite® M200 der Firma Tecan, Crailsheim und der Tecan i-control
Software gemessen. Dabei wurden die DNA oder RNA Proben auf die NanoQuantPlate pipettiert, fir
die vorher mit H,O der Nullwert bestimmt wurde. Die Absorption wurde dann bei einer Wellenlange
von 260 nm gemessen. Zusatzlich konnten aus dem Quotienten OD260/0D280 Aussagen Uber die
Verunreinigung der Probe mit Proteinen abgeleitet werden.
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7.2.5 Polymerase-Kettenreaktion (PCR)

7.2.5.1 Reverse Transkriptions-PCR (RT-PCR)

. RiboLock™ Ribonuclease Inhibitor (Fermentas)
. RT-Puffer (Promega)

. Oligo(dT) Primer (Fermentas)

. dNTPs (Fermentas)

. Reverse Transkriptase MMULV (Promega)

Zum Herstellen rekombinanter DNA, die beispielsweise zur Proteinexpression in prokaryotischen
oder eukaryotischen Zellen eingesetzt wird, kann man cDNA als Template verwenden. Dabei hat die
Verwendung von cDNA im eukaryotischen System den Vorteil, dass zu ihrer Synthese prozessierte
MRNA als Template verwendet wurde und die so entstehende cDNA dadurch nur codierende
Genbereiche (Exons) enthalt.

Die praktische Durchfiihrung der RT-PCR unterteilt sich in zwei Abschnitte: Im ersten Schritt wird mit
Hilfe des Enzyms Reverse Transkriptase aus Gesamt-mRNA Gesamt-cDNA hergestellt. Im zweiten
Abschnitt wird aus dieser cDNA mit spezifischen Primern bei einer konventionellen PCR (siehe
7.2.5.2) das gewlinschte DNA Fragment amplifiziert.

Standard RT-PCR-Ansatz:
1 pg RNA
1 pl RNase Inhibitor 40 U/ul
4 pl RT-Puffer 5x
1 pl dNTPs 10 mM
1 pl Oligo(dT) Primer 500 pg/ml
1 ul Reverse Transkriptase MMULV 200 U/pl
-> mit H,0 bidest. auf 20 ul auffillen

Der Ansatz wurde fiir 1 h bei 37°C inkubiert, 5 min bei 95°C hitzeinaktiviert und danach bei 4°C
gelagert. Fir die anschlieBende PCR wurden 1-2 ul des Reaktionsansatzes verwendet.

7.2.5.2 Konventionelle PCR

Mit Hilfe der PCR ist es moglich bestimmte DNA Abschnitte in vitro zu amplifizieren. Fiir eine PCR
Reaktion benétigt man Oligonukleotide (Primer), welche den zu amplifizierenden Bereich eingrenzen,
Desoxyribonucleosid-Triphosphate, die Grundbausteine eines DNA Molekdls, und eine thermostabile
DNA Polymerase, die die Einzelstrang-DNA-Synthese katalysiert.

Die PCR ist ein zyklischer Prozess, der in drei Abschnitte gegliedert wird:

1. Denaturierung: Zunachst wird die doppelstrangige DNA auf 94-96°C erhitzt, um die Strange
zu trennen. Dabei werden die Wasserstoffbriickenbindungen, die die beiden DNA-Stringe
zusammenhalten, aufgebrochen.
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2. Annealing: Nach der Trennung der Strange wird die Temperatur gesenkt, so dass die Primer
die homologen Sequenzen auf den einzelstrangigen DNA Molekilen binden kénnen. Die
Temperatur wahrend dieser Phase ist von den eingesetzten Primern abhdngig und liegt
normalerweise zwischen 50°C und 65°C.

3. Elongation: SchlieBlich fiillt die DNA-Polymerase die fehlenden Strange mit freien
Nukleotiden auf. Sie beginnt am 3'-Ende des angelagerten Primers und folgt dann dem DNA-
Strang. Die DNA-Polymerase bendtigt hierflr eine Temperatur von 72°C. Die Zeit, die fur
diesen Schritt benétigt wird, hangt von der verwendeten DNA-Polymerase und der Lange des
DNA-Fragments ab, das vervielfaltigt werden soll.

Die PCR ist ein zyklischer Prozess, bei dem die wahrend der Elongation neu gebildeten DNA Strange
nach der Denaturierung ihrerseits Matrizen ausbilden. So kommt es nach jedem Zyklusschritt zu
einer Verdopplung der DNA Molekiile, was einem exponentiellen Anstieg entspricht (n* n= Anzahl
der Zyklen). StandartmaRig wird eine Zyklusanzahl von 25-35 verwendet.

Design der Oligonukleotide

Das Design der Oligonukleotide ist fiir eine erfolgreiche PCR-Reaktion malgeblich. Die
Schmelztemperatur der beiden Oligonukleotide sollte in etwa gleich sein und zwischen 50°C und
65°C liegen, um eine spezifische Bindung der Oligonukleotide an die DNA zu ermoéglichen. Zur
Abschatzung der Schmelztemperatur gilt folgende Regel:

Tm=2°C[Z(A, T)+2 (G, C)]-5°C
Amplifikationsreaktion

Far die Amplifikation wurde entweder die im Lehrstuhl fiar Zell- und Entwicklungsbiologie
hergestellte Tag-Polymerase oder Phusion ™-DNA-Polymerase von Biozym verwendet.

Pipettierschema fiir Tag-Polymerase: Pipettierschema fiir die Phusion™-DNA-Polymerase:
20-100 ng Template-DNA 1 pg-2 ng Template-DNA
1 ul 5’-Primer (10 pmol/ul) 1 ul 5’-Primer (10 pmol/ul)
1 ul 3’-Primer (10 pmol/ul) 1 pl 3’-Primer( 10 pmol/ul)
5 ul Tag-DNA-Polymerase 10x 10 pl HF bzw. GC Buffer 5x
3 ul MgCl; (25 mM) 1 ul dNTPs (10 mM)
1 pl dNTPs (10 mM) 1,5 pl DMSO 100%
1 pl Tag-DNA-Polymerase (5 U/ul) 0,5 pl Phusion™-DNA-Polymerase (0,02 U/pl)

-> mit H,0 bidest. auf 50 pl auffiillen - mit H,0 bidest. auf 50 pl auffillen
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Der Ansatz wurde je nach eingesetzter Polymerase im Thermocycler mit folgenden Programmen

inkubiert:

PCR-Programm fiir Taq-Polymerase
Initiale Denaturierung:
Denaturierung:
Primer-Annealing:
Elongation:
Finale Elongation:
Kiihlung:

2 min 96°C

30 sek 96°C

30 sek (Temperatur je nach Primer)
1 min pro 1000 Basen 72°C

10 min 72°C

0 4°C

} 25x

Initiale Denaturierung:
Denaturierung:
Primer-Annealing:

PCR-Programm fiir Phusion-DNA-Polymerase

2 min 98°C
20 sek 98°C
30 sek (Temperatur je nach Primer)

} 30-35x

Elongation: 15 sek pro 1000 Basen 72°C
Finale Elongation: 7 min 72°C
Kiihlung: oo 4°C

Die Auswertung der PCR-Produkte erfolgte in einem 1% Agarosegel (siehe 7.2.7).

7.2.5.3 PCR aus genomischer DNA

Die PCR aus gDNA wurde mit der Phusion-DNA-Polymerase unter Standardbedingungen (siehe
7.2.5.2) mit folgender Modifikationen durchgefiihrt: Im Vergleich zur konventionellen PCR muss fir
die PCR aus gDNA eine groRere Menge an DNA (500 ng) eingesetzt werden, da das zu amplifizierende
DNA Fragment in einer geringeren Kopienzahl pro pg DNA im Vergleich zu beispielsweise Plasmid-
DNA vorliegt.

7.2.5.4 Kolonie-PCR

Nach einer Klonierung wurden die selektierten Bakterienklone durch Kolonie-PCR auf eine
erfolgreiche Ligation des durch Transformation eingebrachten rekombinanten Vektors getestet. In
der PCR-Reaktion wurde Bakterienmaterial als Template eingesetzt und mit geeigneten Primern
Uberprift, ob das DNA-Fragment in den Vektor inseriert war (5’- und 3’- Primer spezifisch fir das
Insert) und welche Orientierung das DNA-Insert hatte (5’-Primer spezifisch fir die Zielvektorsequenz,
3’-Primer spezifisch fir das Insert, oder umgekehrt). Flr diese Ansdtze wurde im Allgemeinen die
Instituts-eigene Tag-Polymerase eingesetzt (Pipettierschema und Programm fir den Thermocycler:
siehe 7.2.5.2).

7.2.6 DNA-Sequenzierung

DNA-Sequenzierungen von rekombinanten Plasmiden wurden von der Firma GATC (Konstanz)
durchgefihrt.
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7.2.7 Auftrennung von DNA-Molekiilen durch Agarose-Gelelektrophorese

J 20x SB-Puffer (pH 8,0):
200 mM NaOH
add Borsaure bis pH 8,0

. 6x DNA-Beladungspuffer:
60% Glycerin
30% 0,2 M EDTA
Spatelspitze Orange G

Zum Auftrennen von DNA Molekiilen - beispielsweise nach einer PCR -
verwendet man die Agarose-Gelelektrophorese. Hierbei wandern die

. L A - Optimal
negativ geladenen DNA Molekiile in einem angelegten Stromfeld garose_ ptima e_r
. . . . . Konzentration | Trennbereich

durch ein Agarosegel zum positiven Pol und kdnnen so ihrer GroRe 03% 560 kb

nach aufgetrennt werden. Die Konzentration der Agarose im Gel 0,6 % 1-20 kb
bestimmt hierbei das Laufverhalten der DNA Molekiile (siehe Tabelle 0,7% 0,8-10 kb

7-1) und wird abhingig von der GréRe des aufzutrennenden DNA- 0,9% 0,5-7 kb

Fragments gewahlt. 12% 0,4-6 kb

1,5% 0,2-3 kb

Die Agarose (peqGOLD Universal-Agarose, PEQLAB, Erlangen) wurde je

Tabelle 7-1: Abhdngigkeit des
Trennbereichs von der
und nach Zugabe von 1 pg/ml Ethidiumbromid in einen Gelschlitten Agarosekonzentration

nach gewinschter Konzentration in SB Puffer eingewogen, aufgekocht

gegossen. Als GroRenreferenz wurde der HyperLadder | (Bioline) oder
der Lambda DNA/EcoRI+Hindlll Marker (Fermentas) verwendet. Das
Gel wurde bei 250 V gefahren.

7.2.8 Prdparative DNA-Gelelektrophorese

Die Extraktion von DNA-Fragmenten aus einem Agarose Gel wurde mit dem Wizard® SV Gel and PCR
Clean-Up System (Promega, Mannheim) nach Herstellerprotokoll durchgefiihrt. Die DNA wurde in 25
pl Wasser eluiert und, falls nétig, bei -20°C gelagert.

7.2.9 Klonierung

Die DNA-Klonierung ist eine gezielte DNA-Rekombination, bei der spezifische cDNAs oder Fragmente
genomischer DNA in einen Klonierungsvektor eingebracht werden, der in kultivierbare Wirtszellen
(z.B. E. coli XL1-Blue) eingeschleust und in diesen vermehrt wird. In der praktischen Durchfiihrung
wurden zwei Moglichkeiten genutzt ein DNA-Fragment in einen Zielvektor zu klonieren: (1)
Umklonierung eines ,,Insert” aus einem bereits vorhandenen Quellvektor (beispielsweise StrataClone
Vektor mit Insert) durch Restriktionsverdau oder (2) direkte Klonierung eines PCR Produkts mit
angefiigten Restriktionsschnittstellen in den Zielvektor.
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7.2.9.1 StrataClone-Klonierungsreaktion

Um PCR Produkte schnell und effizient in einen Zwischenvektor zu klonieren, wurde das StrataClone
PCR Cloning Kit (Agilent Technologies, Waldbronn) nach Herstellerprotokoll verwendet. Die DNA von
positiv getesteten Klonen konnte im Anschluss sequenziert und fiir weitere Klonierungen in
verschiedene Zielvektoren verwendet werden.

7.2.9.2 Restriktionsverdau von DNA

Zur Insertion von DNA-Fragmenten in einen Vektor, wurde dieser in seiner MCS mit
Restriktionsenzymen geoffnet und die gewlinschte DNA-Sequenz mit entsprechenden
komplementaren Schnittstellen eingefiigt.

Restriktionsenzyme und DNA-modifizierende Enzyme wurden von MBI Fermentas (St. Leon-Rot) und
New England Biolabs (Frankfurt am Main) bezogen. Wahrend der Klonierungen wurden die Enzyme
laut Herstellerprotokoll verwendet.

Standardansatz fiir einen Restriktionsverdau (10 ul)
1-2 pg Plasmid-DNA
1 ul 10x Puffer (MBI, passend zum verwendeten Enzym)
1 pl Restriktionsenzym  (MBI)
- mit H,0 bidest. auf 10 pl auffillen

Der Ansatz wurde gemischt und ein bis zwei Stunden bei der fir das Enzym entsprechenden
Temperatur (meist 37°C) inkubiert. Wurde die verdaute DNA fiir Folgeversuche bendtigt, erfolgte vor
der Gelelektrophorese je nach Enzym ein Inaktivierungsschritt bei 65-85°C fir 15 min.

7.2.9.3 Dephosphorylierung des Vektors

Verdaut man den Zielvektor mit nur einem Restriktionsenzym (ungerichtete Klonierung) oder aber
einem Restriktionsenzym, das glatte Enden produziert, ist es notwendig, den Zielvektor zu
dephosphorylieren, um die Autoligationsrate zu vermindern. Durch das Entfernen der 5°
Phosphatgruppe nach dem Liniearisieren kann der Vektor nicht mehr religieren, wodurch die
Autoligation verhindert wird.

Fir die Dephosphorylierung wurde Shrimp alkalische Phosphatase von (MBI, Fermentas) verwendet.

Standard Dephosphorylierungs-Ansatz:

150 ng linearisierter Vektor

0,5 ul SAP-Puffer (10x)

1 ul Shrimp alkalische Phosphatase (2 u/ul)
-> mit H,0 bidest. auf 5 pl auffillen

Der Ansatz wurde 1-2 h bei 37°C inkubiert und danach 15 min bei 70°C hitzeinaktiviert.
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7.2.9.4 Ligation von DNA-Fragmenten

Durch die Ligation konnen DNA-Fragmente kovalent miteinander verbunden werden. Die DNA-
Fragmente miissen hierzu entweder (berlappende Enden mit jeweils komplementdaren Sequenzen
besitzen oder glatte phosphorylierte 5’-Enden. Die Ligation zweier DNA-Fragmente wird durch die
T4-DNA-Ligase katalysiert und bewirkt die dauerhafte Integration eines bestimmten DNA-Abschnitts
in einen Zielvektor. Bei der Ligation sollte das molekulare Verhaltnis zwischen Insert und
linearisiertem Zielvektor wenigstens 3:1 betragen.

Standard-Ligationsansatz (20 ul):

x ng Insert

150 ng linearisierter Vektor

2 ul T4-DNA Ligase Puffer (10x, MBI Fermentas GmbH)

1 ul T4-DNA Ligase (5 U/ul, MBI Fermentas GmbH)

- mit H,0 bidest. auf 20 pl auffillen

Ligationsansatz nach Dephosphorylierung (20 ul):

X ng Insert

1 Dephosphorylierungs-Ansatz (5 pl, 100-150 ng Vektor)

1,5 ul T4-DNA Ligase Puffer (10x, MBI Fermentas GmbH)

1 ul T4-DNA Ligase (5 U/ul, MBI Fermentas GmbH)

- mit H,0 bidest. auf 20 pl auffillen

Die Ligation erfolgte fir eine Stunde bei RT. Bei der Ligation von glatten DNA-Enden wurde die
Inkubationszeit auf 90 Minuten erhoht, wobei nach 45 Minuten erneut 1 pl T4-DNA-Ligase
zugegeben wurde. Der Ligationsansatz wurde anschlieBend fiir die Transformation in E.coli-Bakterien
eingesetzt (siehe 7.1.3).

7.2.10 Southern Blot

Mit Hilfe des Southern Blots kénnen spezifische DNA-Fragmente in einem DNA Gemisch mit DNA-
Sonden identifiziert werden. Diese Methode kann z.B. fiir die Genotypisierung von Knockout Mausen
verwendet werden. Hierfiir wird genomische DNA des zu untersuchenden Organismus mit einem
oder mehreren Restriktionsenzymen verdaut. AnschlieBend wird das komplexe DNA-Fragment-
Gemisch denaturiert, auf einem Agarosegel aufgetrennt und durch Kapillarkrafte auf eine
Nylonmembran transferierte. Auf der Nylonmembran erfolgt dann die Hybridisierung mit der
spezifischen Sonde. In dieser Arbeit wurde der Southern Blot fiir die Genotypisierung der Syce3
Knockout Maus verwendet. Hierfir ist eine eindeutige Strategie notwendig, bei der nach Verdau mit
einem bestimmten Restriktionsenzym Banden unterschiedlicher GréRe bei dem wildtypischen und
genetisch verdnderten Organismus entstehen (Details zur Southern Blot Strategie im Falle des Syce3
Knockouts: siehe 2.2.1.1).

7.2.10.1 Digoxigenin-Markierung der DNA-Sonde
o PCR DIG Probe Synthesis Mix (Roche)

o Wizard® SV Gel and PCR Clean-Up System (Promega)
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Im Rahmen dieser Doktorarbeit wurde mit Digoxigenin markierten Southern Blot-Sonden gearbeitet.
Dabei ist ein Digoxigeninmolekiil an ein dUTP gekoppelt. Die Markierung erfolgte tiber PCR.

Pipettierschema fiir die Sondenmarkierung:
100 pg Template-DNA

1 pl 5’-Primer (10 pmol/ul)

1 pl 3’-Primer (10 pmol/ul)

5 pl Tag-DNA-Polymerase 10x

3 ul MgCl, (25 mM)

5 ul PCR DIG Probe Synthesis Mix (200uM je dNTP)
1 pl Tag-DNA-Polymerase (5U/ul)

- mit H,0 bidest. auf 20 pl auffillen

Als Thermocycler-Programm wurde das Standard Tag-Polymerase Protokoll verwendet. Die
Oligonukleotide, die fiir die Syce3-spezifische Sonde verwendet wurden, sind in Tabelle 5-2
aufgelistet. Nach der PCR wurde die Sonde Uber ein praparatives Gel aufgereinigt (siehe 7.2.8). Um
die Reinheit der Sonde zu erhéhen, wurde sie nochmals tiber das Wizard® SV Gel and PCR Clean-Up
System (Promega, Mannheim) nach Herstellerprotokoll fiir PCR-Produkte aufgereinigt.

7.2.10.2 Verdau der genomischen DNA

Fir den Restriktionsverdau der genomischen DNA wurden 10 pg gDNA mit dem jeweiligen
Restriktionsenzym (iber Nacht bei der fir das Restriktionsenzym angegebene Temperatur inkubiert.
Fir die Genotypisierung der Syce3'/' Mause wurde das Restriktionsenzym BstEll (New England
Biolabs, Frankfurt am Main) Gber Nacht bei 30°C verwendet.

Pipettierschema fiir den Verdau genomischer DNA:

10 pg gDNA
8 u Puffer 3 (supplementiert mit BSA)
8 ul BstEll (10 u/ul)

- mit H,0 bidest. auf 80 pl auffillen

7.2.10.3 Gelelektrophorese genomischer DNA

Vor dem Auftragen der Proben auf das Gel wurde die gDNA 10 min bei 70°C denaturiert und danach
sofort auf Eis gestellt, um eine Rehybridisierung der DNA-Fragment Enden und somit ein
Steckenbleiben der DNA-Molekiile in der Tasche zu verhindern. Nach der Denaturierung wurden die
Proben auf einem 0,6%igem Agarosegel ohne Ethidiumbromid bei 200 V ca. 4 h aufgetrennt. Im
Anschluss wurde das Gel fiir 15 min in einer Ethidiumbromid-Losung gefarbt und danach unter dem
UV-Transilluminator dokumentiert.

7.2.10.4 Transfer der DNA auf eine Nylonmembran

¢ Denaturierungslosung: 0,5 M NaOH
1,5 M NaCl

¢ Neutralisationslosung (pH 7,5): 1,5 M NaCl
0,5 M Tris/HCI

« 20x SSC (pH 7,0): 3 M Nacl
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300 mM Natriumcitrat

® 2x SSC (pH 7,0): 0,3 M NacCl
30 mM Natriumcitrat

e Whatman-Filter

¢ Nylonmembran, positive geladen (Roche Applied Science)

Die bei der Gelelektrophorese aufgetrennten DNA-Fragmente wurden durch zweimalige Inkubation
in Denaturierungslosung fir 15 min unter leichtem Schwenken im Agarosegel denaturiert. Darauf
folgte eine zweimalige Neutralisation der DNA-Fragmente fiir je 15 min in Neutralisationslésung. Vor
dem Aufbau des Southern Blots wurde das Gel schlieflich 15 min in 20x SSC Puffer inkubiert. Der Blot
wurde, wie in Abbildung 7-1 dargestellt, aufgebaut. Die Whatman-Filter waren dabei in 2x SSC
getrankt, wahrend die Nylonmembran trocken aufgelegt wurde. Transferiert wurde 24 h.

Gewicht

Glasplatte

Papierticher

2 x Whatman Filter (2x55C)
Nylonmembran
I — Agarosegel

Glasplatte 3 Whatman Filter
I 20x SSC I

Nach Beendigung des Transfers wurde der Blot abgebaut und die Nylonmembran auf einen mit 2x
SSC getrankten Whatman-Filter gelegt. Die DNA wurde mit UV-Licht auf die Nylonmembran fixiert.
Anschliefend wurde die Membran zweimal fir 5 min in ddH,O gewaschen. Die transferierte DNA

wurde durch Backen fiir 30 min bei 80°C endgiiltig auf der Membran fixiert. Der Blot konnte in
Alufolie eingewickelt mehrere Wochen bei 4°C gelagert werden.

7.2.10.5 Berechnung der optimalen Hybridisierungstemperatur fiir die DNA-Sonde

Flr die optimale Hybridisierungstemperatur der DNA-Sonde, unter Verwendung von DIG Easy Hyb
(Roche), wurde folgende vom Hersteller empfohlene Formel verwendet.

Thyo=[49.82 +0.41 (% G + C) — 600/L] — (20°C bis 25°C) wobei: L = Ldnge der Sonde
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7.2.10.6 Hybridisierung des Blots mit der Digoxigenin markierten Sonde

¢ Prahybridisierungslésung : DIG Easy Hyb Granules + 64 ml steriles Wasser
(10 ml Aliquots bei -20°C lagerbar)

¢ Hybridisierungslosung: 10 ml DIG Easy Hyb + 25 ng Sonde/ml
e Waschpuffer 1 (pH 7,0): 2x SSC
0,1% (w/v) SDS
e Waschpuffer 2 (pH 7,0): 0,1x SSC
0,1% (w/v) SDS
¢ DIG-Puffer(pH 7,5): 100 mM Maleinsaure
150 mM NaCl

Der Blot wurde zunachst in 10 ml Prahybridisierungslosung bei der fir die Sonde spezifischen
Hybridisierungstemperatur (Berechnung: siehe 7.2.10.5) fiir 30 min in einem Hybridisierungsofen
unter Rollen inkubiert. Fir die Hybridisierung wurde die Sonde fiir 10 min bei 96°C denaturiert und
direkt im Anschluss in der entsprechenden Konzentration zu der Prahybridisierungslosung
hinzupipettiert. Der Blot wurde (Uber Nacht in der Prahybridisierungslosung bei
Hybridisierungstemperatur inkubiert.

Am nachsten Tag wurde der Blot zweimal 5 min bei RT mit Waschpuffer 1 gewaschen. Die nachsten
beiden Waschschritte folgten mit Waschpuffer 2 bei Hybridisierungstemperatur fir je 15 min.
Danach wurde der Blot fiir 1 min in DIG-Puffer equilibriert.

7.2.10.7 Detektion der Sonde iiber ECL (Enhanced Chemi-luminescence)

¢ DIG Waschpuffer (pH 7,5): 100 mM Maleinsaure
150 mM NaCl
0,3% Tween 20

¢ Blockinglosung (Roche): in DIG-Puffer 1:10 verdiinnt

e Antikorperlésung: Anti-DIG-AP (Roche)
1:10000 verdiinnt in Blockinglésung

e Detektionspuffer (pH 9,5): 100 mM Tris/HCI
100 mM NaCl

e CSPD Ready to use (Roche)

Der Blot wurde vor der 30minitigen Antikorperinkubation 30 min bei RT in Blockinglosung
abgesattigt. Um unspezifische Bindungen zu entfernen, wurde der Blot nach der
Antikorperinkubation zweimal 15 min in DIG Waschpuffer gewaschen. AnschlieRend wurde er flr 5
min in Detektionspuffer equilibriert und danach die CSPD Reaktion nach Herstellerprotokoll
durchgefihrt.
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7.3 Proteinbiochemische Methoden

7.3.1 Expression und Aufreinigung rekombinanter Proteine

7.3.1.1 Aufreinigung von N-Terminalen  Hexa-Histidin-Fusionsproteinen  unter
denaturierenden Bedingungen

e 8 M Harnstoffpuffer (pH 8,0): 100 mM NaH,PO,
10 mM Tris-HCl
8 M Harnstoff

e 8 M Harnstoffpuffer (pH 6,3)
e 8 M Harnstoffpuffer (pH 5,9)
e 8 M Harnstoffpuffer (pH 4,5)

e Neutralisierungspuffer (pH 9,5): 1 M Tris-HCl

Zur Aufreinigung von HIS-Fusionsproteinen wurden die entsprechenden DNA-Abschnitte unter
Bericksichtigung des Leserasters in den pQE31 Vektor (QIAGEN, Hilden) kloniert und in E. coli
RosettaBlue™ Bakterienzellen exprimiert. Das rekombinante Protein konnte nun tber das HIS-Tag
mit Hilfe von Nickel-Chelat-Affinitdtschromatographie aufgereinigt werden.

Expression:
e LB-Medium (siehe 7.1.1.1)

e IPTG (Isopropyl-B-D-Thiogalactopyranosid; SL: 1 M in H,0 bidest.)

Es wurde, wie unter 7.1.1.1 beschrieben, eine Fllssigkultur hergestellt (zwischen 200-600 ml), die bei
Erreichen einer OD600 von 0,4-0,9 durch Zugabe von IPTG in einer Endkonzentration von 1 mM
induziert wurde. Zur Kontrolle der Expression wurden vor und nach der Induktion gleiche Mengen an
Kultur abgenommen, die Bakterien pelletiert und auf einem Laemmli-SDS-Gel (siehe 7.3.4.2)
analysiert.

Nach einer vierstiindigen Inkubation der induzierten Bakterien bei 37°C unter Schiitteln wurden
diese bei 3000g 4°C fur 10 min pelletiert. Die Bakterienpellets konnten entweder direkt fir die
Aufreinigung eingesetzt oder bei -20°C gelagert werden.

Aufschluss der Bakterien

Die Bakterienpellets wurden in 1/20 Ausgangsvolumen 8 M Harnstoffpuffer (pH 8,0) resuspendiert,
durch dreimaliges Sonifizieren (je 15 Sekunden auf Eis) lysiert und im Anschluss fir 1 h bei RT unter
Rollen im Harnstoffpuffer inkubiert. Die unl6slichen Proteine und Bakterienbestandteile wurden im
Anschluss in einer 15miniitigen Zentrifugation (10000g) pelletiert, der Uberstand konnte fiir eine
Aufreinigung auf einer Ni-NTA Sdule verwendet werden.
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Sdulenvorbereitung

Fiir die Aufreinigung eines Proteins aus einer 600-ml-Kultur wurden 2 ml Ni-NTA-Agarose-Suspension
(QIAGEN, Hilden) auf eine entsprechende Saule (BD Biosciences, Heidelberg) pipettiert, was einem
Saulenvolumen von 1 ml entsprach. Die Gberschissige Lagerungsflissigkeit wurde entfernt und die
Agarosematrix konnte mit 20 ml Harnstoffpuffer (pH 8,0) equilibriert werden. Nach diesem Vorgang
war die Sadule gebrauchsfertig und konnte beladen werden.

Aufreinigung des HIS-Fusionsproteins

Die equilibrierte Sdule wurde mit dem Uberstand des zentrifugierten Sonifikats vorsichtig beladen,
ohne Saulenmaterial aufzuwirbeln. Ein Teil des Durchlaufs wurde gesammelt, um die Bindung des
Proteins an die Sdule zu Uberpriifen. Anschliefend folgte die Reinigung des Proteins Uber einen
diskontinuierlichen pH-Gradienten nach folgendem Protokoll:

10-30 ml Uberstand Lysat -> einen Teil auffangen, den Rest verwerfen
20 ml Harnstoffpuffer (pH 8,0) - Waschfraktionen auffangen

15 ml Harnstoffpuffer (pH 6,3) - Waschfraktionen auffangen

10 ml Harnstoffpuffer (pH 5,9) -> Eluat in Aliquots zu 1 ml auffangen

10 ml Harnstoffpuffer (pH 4,5) -> Eluat in Aliquots zu 1 ml auffangen

Zu den eluierten Fraktionen wurde jeweils 50 pl Neutralisationspuffer gegeben. Der Proteingehalt
und die Reinheit der einzelnen Fraktionen wurden auf einem SDS-Gel bestimmt. Hierfiir wurden 7,5
ul Probe und die gleiche Menge Proteinprobenpuffer aufgekocht, auf einem Laemmli-SDS-Gel (siehe
7.3.4.2) aufgetrennt und der Proteingehalt mit einem BSA Standard abgeschatzt.

7.3.1.2 Aufreinigung von GST-Fusionsproteinen

e Glutathion Sepharose® 4B (GE Healthcare, 75%ige Suspension in 20 % Ethanol)
e PBS(pH7,4): 140 mM NacCl
2,6 mM KCI

6,4 mM Na,HPO,
1,4 mM KH,PO,
pH 7,4

Aufschlusspuffer: PBS (pH 7,4)
1% (v/v) Triton™ X-100

Elutionspuffer (pH 8,0): 50 mM Tris/HCl pH 8,0
10 mM reduziertes Glutathion (GE Healthcare)

Fir die Herstellung eines GST-Fusionsproteins, wurde das entsprechende DNA Fragment unter
Bericksichtigung des richtigen Leserasters in den pGEX-5x-1 Vektor (GE Healthcare, Miinchen)
kloniert. Nach Expression dieses Konstrukts in Bakterien des Stammes E.coli Rosetta'™ erhalt man ein
Fusionsprotein, das aus der Glutathion-S-Transferase, einem Enzym mit einer molekularen Masse
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von ca. 26 kDa und dem spezifischen Protein besteht. Uber den GST-Anteil ist dann eine Aufreinigung
des Proteins moglich.

Expression des GST-Fusionsproteins

Die Expression des GST-Fusionsproteins erfolgte wie fiir das HIS-Fusionsprotein beschrieben (siehe
7.3.1.1).

Aufschluss der Bakterien

Der Aufschluss der Bakterien wurde, wie flr die Aufreinigung des HIS-Fusionsproteins beschrieben,
durchgefiihrt (siehe 7.3.1.1) mit der Abwandlung, dass die Lyse des Bakterienpellets in
Aufschlusspuffer (1/20 des Kulturausgangsvolumens) durchgefiihrt wurde.

Aufreinigung des GST-Fusionsproteins

Herstellung Glutathion Sepharose Matrix

Fir 400 ml Ausgangsvolumen der Bakterienkultur wurden 200 pl der Glutathion Sepharose® 4B
Suspension verwendet. Die Matrix wurde bei 500g fiir 5 min und 4°C pelletiert, der Uberstand
verworfen und die Matrix zweimal in kaltem PBS gewaschen.

Aufreinigung des GST-Fusionsproteins

Der Uberstand der sonifizierten Bakterien wurde zu der Glutathion Sepharose Matrix gegeben und
30 min unter Rollen bei RT inkubiert. Nach dreimaligem Waschen mit PBS wurde das GST-
Fusionsprotein durch Zugabe von 200 ul Elutionspuffer unter Rollen fiir 10 min eluiert. Die Matrix
wurde 5 min bei 500g und 4°C zentrifugiert und der Uberstand, der das Fusionsprotein enthilt,
konnte abgenommen werden. Es folgten finf weiter Elutionsschritte. Die Proteinmenge und Reinheit
der Elutionsfraktionen wurde im Anschluss auf einem Laemmli-SDS-Gel (siehe 7.3.4.2) analysiert. Die
Proben konnte kurzfristig bei 4°C, langerfristig bei -20°C gelagert werden.

7.3.2 Methanol/Chloroformfillung von Proteinen

Einer zu fillenden Proteinlosung wurde das vierfache Volumen eisgekiihlten Methanols, das einfache
Volumen Chloroform sowie das dreifache Volumen eisgekiihlten H,0 zugegeben und auf einem
Vortexer gemischt. Der Ansatz wurde fir 10 min auf Eis inkubiert und danach bei 13000g
zentrifugiert. Es bildeten sich zwei Phasen, an deren Grenze (Interphase) sich das denaturierte
Protein befand. Die obere Phase wurde vorsichtig abgenommen und verworfen. Dem verbliebenen
Ansatz, der sich aus der chloroformhaltigen unteren Phase und der proteinhaltigen Interphase
zusammensetzt, wurde das vierfache Volumen Methanol, bezogen auf das Ausgangsvolumen,
zusetzt. Das Gemisch wurde fiir 2 min bei 13000g zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen, das
Pellet luftgetrocknet und je nach weiterer Verfahrensweise (z.B.: Laemmli-SDS-PAGE (7.3.4.2) oder
Immunisierung (siehe 7.3.3.1)) bearbeitet.
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7.3.3 Produktion von Antikérpern

7.3.3.1 Immunisierung

Da fiur SYCE3 keine kauflich zu erwerbenden Antikorper zur Verfligung standen, wurden im Rahmen
dieser Arbeit zwei SYCE3-spezifische Antikdrper hergestellt. Fir die Immunisierung wurde fir beide
Antikorper ein GST-SYCE3 Fusionsprotein als Antigen verwendet, um die Immunreaktion durch die
VergrofRerung des Molekils (SYCE3 alleine: ca. 10 kDa, GST-SYCE3: ca. 36 kDa) zu verstarken. Es
wurde ein Kaninchen und ein Meerschweinchen immunisiert (SEQLAB, Goéttingen).

7.3.3.2 Aufreinigung polyklonaler Antiseren

e Bindepuffer (pH 8,3): 200 mM M NaHCO,
500 mM NacCl

e  Waschpuffer 1 (4°C): 1 mM HCI

e Puffer A (pH 8,3): 500 mM C,H,NO (Ethanolamin)
500 mM NacCl

e Puffer B (pH 4,0): 100 mM Essigsaure
500 mM NacCl

e Waschpuffer 2: 3,5 M MgCl,

e PBS(pH 7,4): (siehe 7.3.1.2)

e PBS + 350 mM NaCl (pH 7,4): (insg. 490 mM NaCl)
e Elutionspuffer (pH 2,5): 100 mM Glycin
e Neutralisierungspuffer (pH 9,5): 1 M Tris/HCI

e Lagerungspuffer (pH 7,0): 50 mM Na,HPO,
0,1% (w/v) NaN;

Alle Puffer wurden vor Gebrauch frisch angesetzt und steril filtriert.

Kopplung des Antigens an die NHS aktivierte Sepharose

Fir die Aufreinigung wurde eine 1 ml NHS aktivierte HiTrap™ Saule (GE Healthcare, Miinchen)
verwendet. Fir alle Waschschritte wurde die Sdule iber ein Schlauchsystem an eine Laborpumpe
angeschlossen. Hierbei musste darauf geachtet werden, dass die Sdule nicht trocken lief oder
Luftblasen durch die Schlduche in die Saule gelangten. Die Waschpuffer wurden in einer
FlieRgeschwindigkeit von ca. 1-2 ml pro Minute auf die Saule geladen.

Vor dem Beladen der Sdule mit der Antigenlosung, wurde sie mit 6 ml eiskaltem Waschpuffer 1
gewaschen. Im Anschluss wurde das Antigen - in diesem Fall gereinigtes HIS-SYCE3 -
Methanol/Chloroform gefillt (siehe 7.3.2), in 1 ml Bindepuffer aufgenommen und mit Hilfe einer
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Spritze auf die Sadule gegeben und dort 1 h inkubiert. Vor dem Beladen der Saule wurde die
Proteinlésung fiir 5 min bei 3000g und 4°C zentrifugiert, damit keine ungeldsten Partikel in die Saule
gelangten. Nach dem Beladen der Saule wurde sie mit 6 ml Puffer A, 6 ml Puffer B und nochmals mit
6 ml Puffer A gewaschen. In Puffer A wurde die Saule 1 h bei RT inkubiert, um freie Bindungsstellen
mit Ethanolamin abzuséttigen. Die Saule wurde nochmals mit 6 ml Puffer B, 6 ml Puffer A und Puffer
B gewaschen und war nun bereit fiir die Affinitatsreinigung des Antiserums. Sie konnte fir kiirzere
Zeit bei 4°C und langerfristig in Lagerungspuffer bei 4°C gelagert werden.

Affinitatsreinigung des Serums

3-5 ml Meerschweinserum oder 10 ml Kaninchenserum wurden 10 min bei 3000g, 4°C zentrifugiert
und der Uberstand in 1:10 PBS verdiinnt. Die mit Antigen beladene Siule wurde mit 10 ml
Waschpuffer 2 gewaschen, um ungebundene Antigenbruchstilicke aus der Saule zu entfernen. Im
Anschluss wusch man die Saule mit 30 ml PBS und konnte dann das in PBS verdiinnte Antiserum auf
die Saule laden. Insgesamt wurde die Saule viermal mit dem Antiserum beladen. Danach wusch man
die Sdule mit 30 ml PBS (Meerschweinserum) bzw. 50 ml PBS (Kaninchenserum), 30 ml PBS + 350
mM NaCl (Meerschweinserum) bzw. 50 ml PBS + 350 mM NaCl (Kaninchenserum) und 10 ml PBS
(Angabe fur beide Seren).

Nach diesen Waschschritten konnte der Antikérper eluiert werden. Hierfir wurden 15 ml
Elutionspuffer mit einer FlieRgeschwindigkeit von 3 ml pro Minute auf die Sdule gegeben und der
Durchlauf in einem 15 ml Greiner Rohrchen aufgefangen. Nach jedem Milliliter wurden 50 ul
Neutralisationspuffer zu dem Eluat pipettiert. Die Sdule wurde mit 20 ml PBS gewaschen und
schlieBlich im Lagerungspuffer bei 4°C aufbewahrt.

Dialyse des Antikorpers

Um Antikérperbruchstiicke zu entfernen und die Pufferbedingungen zu &ndern, wurde die
Antikorperlosung (iber Nacht bei 4°C gegen 4 | gekihltes PBS dialysiert (Ausschlussgrenze des
Dialyseschlauchs: 50 kDa).

Einengen des Antikorpers

Zum Einengen des Antikorpers wurden Centriplus YM 50 (Millipore) Centricons nach
Herstellerprotokoll verwendet. Die Dichte der Antikorperlésung wurde mit einem Photometer
bestimmt, wobei solange weiter eingeengt wurde, bis eine OD,g, von 1,48 erreicht wurde, was einer
Antikorperkonzentration von 1mg/ml entsprach. Konnte diese Konzentration wegen der zu geringen
Gesamtmenge an aufgereinigtem Antikérper nicht erreicht werden, wurde die Losung mit BSA in
einer Endkonzentration von 1 mg/ml stabilisiert.

7.3.4 Auftrennung von Proteinen mittels Gelelektrophorese

Proteingemische koénnen durch SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE) aufgetrennt
werden. Im Allgemeinen hangt die Wanderungsgeschwindigkeit von Molekiilen in einem elektrischen
Feld von drei Faktoren ab: ihrer Masse, ihrer Form und ihrer elektrischen Ladung. Bei der SDS-PAGE
ist fur die Wanderungsgeschwindigkeit ausschlieRlich die Masse von Bedeutung. Dies wird durch die
Zugabe von Sodium-Dodecyl-Sulfat (SDS) und B-Mercaptoethanol erreicht: SDS ist ein starkes
anionisches Detergenz und besitzt die Fahigkeit, die Eigenladungen von Proteinen zu maskieren.
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Durch Zugabe von Thiolen (B-Mercaptoethanol) werden Disulfidbriicken der Proteine durch
Reduktion gespalten und liegen dadurch vollstandig gestreckt vor. In dieser Arbeit wurden zwei
unterschiedliche Arten der SDS-PAGE verwendet: Fir die Auftrennung von SYCE3 aus einer
Hodensuspension wurde die Tricin-SDS-PAGE angewandt, die sich besonders zur Auftrennung von
Proteinen eignet, deren relative Molekiilmasse kleiner als 30 kDa ist (Schagger, 2006). Flr groRere
Proteine wurde die SDS-PAGE nach Laemmli (Laemmli, 1970) verwendet.

7.3.4.1 Tricin-SDS-PAGE

e LOsungA: 29,22% (w/v) Acrylamid
0,8% (w/v) Bisacrylamid

o Gelpuffer (10x): 3 M Tris
1 M HCl
0,3% SDS
pH 8,45

e Anodenpuffer (10x) (pH 8,9): 1 M Tris
0,225 M HCL

e Kathodenpuffer (10x): 1 M Tris
1 M Tricin
1% SDS
(pH nicht einstellen, liegt bei 8,25)

e 10% (w/v) APS in ddH,0
e TEMED (Roth)

e 2x Probenpuffer (pH 6,8): 120 mM Tris/HCI
10% (w/v) SDS
20% (v/v) Glycerin
20% B-Mercaptoethanol

Vorbereitung der Proben:

Die Proteinproben wurden in 2x Probenpuffer aufgenommen und 5 min bei 95°C aufgekocht, um die
Proteine zu denaturieren. Nach einer kurzen Zentrifugation konnten sie fiir die SDS-PAGE eingesetzt
werden.

Tricin-SDS-PAGE:

Das Gel wurde zwischen zwei mit Spacern getrennte Glasplatten gegossen. Die Unterseite wurde mit
Gewebeband und 0,5%iger Agarose abgedichtet und die Glasplatten wurden bis 2/3 mit Trenngel-
Losung befiillt, die - wie im Pipettierschema beschrieben - vorher zusammengemischt wurde. Das
Trenngel wurde mit 1 ml H,O Uberschichtet. Nachdem das Trenngel polymerisiert war, wurde das
Wasser abgegossen, das Sammelgel (Zusammensetzung siehe Pipettierschema) liber das Trenngel
geschichtet und der Kamm in das noch flissige Sammelgel gesteckt. Nach der Aushartung des
Sammelgels, wurde der Kamm vorsichtig gezogen, das Gewebeband entfernt und das Gel in die
Elektrophoresekammer eingesetzt. Die Anodenkammer (unten) wurde mit 1x Anodenpuffer
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aufgefillt, die Kathodenkammer (oben) mit 1x Kathodenpuffer. Nun konnten die in Probenpuffer
aufgenommenen Proben in die Geltaschen geladen werden. Das Gel wurde bei 30 V gefahren, bis die
Proteine das Trenngel erreicht hatten, dann wurde die Spannung auf 200 V erhoht. Nach Abschluss
der Gelelektrophorese wurde das Gel aus den Glasplatten herausgenommen, das Sammelgel sowie
die Agarose entfernt und das Trenngel entweder im Coomassie-Farber gefarbt (siehe 7.3.5) oder fir
einen Immun-Blot (siehe 7.3.6) verwendet.

Pipettierschema:

Trenngel (16% mit Harnstoff) Sammelgel
Lésung A 5,3 ml Lésung A 1,6ml
Gelpuffer 3,3ml Gelpuffer 4 ml
Harnstoff 3,6g Harnstoff -

APS 100 pl APS 150 pl
TEMED 20 pl TEMED 20 pl
H,0 Auf 10 ml auffillen H,0 6,3 ml

7.3.4.2 Laemmli-SDS-PAGE
e LosungA: 29,22% (w/v) Acrylamid
0,8% (w/v) Bisacrylamid
e Losung B (Trenngelpuffer): 1 M Tris/HCI, pH 8,7
e 20% (w/v) SDS

e Losung C (Sammelgelpuffer): 1 M Tris/HCI, pH 6,8

e Laufpuffer (pH 8,5): 25 mM Tris/HCI
112 mM Glycin
0,1% SDS

e 10% (w/v) APS in ddH,0
e TEMED (Roth)

e 2x Probenpuffer (pH 6,8): 120 mM Tris/HCl
10% (w/v) SDS
20% (v/v) Glycerin
20% B-Mercaptoethanol

Vorbereitung der Proben:

Die Proteinproben wurden in einer geeigneten Menge an 2x Probenpuffer aufgenommen und zum
Denaturieren 5 min bei 95°C aufgekocht. Im Anschluss wurden die Proben kurz zentrifugiert und auf
das Gel geladen.
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Laemmli-SDS-PAGE

Das Gel wurde in gleicher Weise - wie fiir die Tricin-SDS-PAGE (siehe 7.3.4.1) beschrieben - gegossen,
auBer, dass Trenngel-Lésung und Sammelgel-Losung andere Zusammensetzungen aufwiesen. Die
Zusammensetzung der beiden Losungen fir die Laemmli-SDS-PAGE ist folgendem Pipettierschema zu
entnehmen:

Trenngel Sammelgel
8% 9% 10% 12% 15% 5%

Losung A | 4 ml 4,5 ml 5ml 6 ml 7,5 ml Losung A 1,67 ml
Losung B | 5,6 ml 5,6 ml 5,6 ml 5,6 ml 5,6 ml Losung B 1,25 ml
20% SDS | 75 ul 75 ul 75 ul 75 ul 75 ul 20% SDS 50 pl
ddH,0 5,215ml | 4,715ml | 4,215 ml | 3,125 ml 1,715 ml ddH,0 6,925 ml
TEMED | 10 pl 10 pl 10 pl 10 pl 10 pl TEMED 10 pl
APS 100 pl 100 pl 100 pl 100 pl 100 pl APS 150 pl

Nachdem das Gel auspolymerisiert war, wurde es in die Elektrophoresekammer eingesetzt und mit
Laufpuffer gefillt. Vor dem Beladen der Proben in 2xProteinprobenpuffer wurden diese kurz
zentrifugiert. Das Gel wurde mit einer anfanglichen Spannung von 60 V gefahren, bis die Lauffront
das Trenngel erreicht hatte und die Spannung konstant auf 120-150 V erhoht wurde. Nach
Beendigung der Gelelektrophorese konnte das Gel in Coomassie Blau (siehe 7.3.5) gefarbt oder in
einem Immun-Blot (siehe 7.3.6) weiter verarbeitet werden.

7.3.5 Coomassie-Firbung von SDS-Gelen

e Coomassie Blau-Farbeldsung: 0,25% (w/v) Brillant Blau R250 (Roth)
40% (v/v) Methanol
8% (v/v) Essigsdure

e Entfarbelésung: 25% (v/v) Methanol
10% (v/v) Essigsdure

Das Trenngel wurde 1 h in der Coomassie Blau-Farbeldsung gefarbt und im Anschluss solange in der
Entfarbeldsung entfarbt, bis die Proteinbanden gut sichtbar waren.
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7.3.6 Immun-Blot

Der Immun-Blot (Western Blot) ermoglicht es spezifische Proteine in einem Proteingemisch zu
identifizieren. Hierzu wird das Proteingemisch mittels der Laemmli-SDS-PAGE (siehe 7.3.4.2) oder der
Tricin-SDS-PAGE (siehe 7.3.4.1) aufgetrennt und auf eine Nitrocellulose-Membran transferiert, auf
der das jeweilige Protein mit einem spezifischen Primarantikérper inkubiert wird. Dieser wird mit
einem Sekundéarantikérper, an den das Enzym Peroxidase gekoppelt ist, durch ECL (enhanced
chemiluminescens) visualisiert.

CAPS-Puffer (pH 10): 50 mM CAPS
10 % (v/v) Methanol
1 mM Mercaptopropionsaure

TBST (pH 7,4): 150 mM NacCl
10 mM Tris/HCI
0,1 % (v/v) Tween

5 % (w/v) Milch in TBST (pH 7,4)

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

7.3.6.1 Transfer der Proteine auf Nitrocellulose

Nach der SDS-PAGE (siehe 7.3.4) wurde das Gel fir 10 min in CAPS Puffer equilibriert. Die
Nitrocellulose-Membran und die Whatman Papiere wurden auf die GroBe des Gels
zurechtgeschnitten und ebenfalls in CAPS Puffer equilibriert. AnschlieBend wurde der Blot in einer
Graphitkammer, wie in Abbildung 7-2 beschrieben, aufgebaut. Um eventuelle Luftblasen aus dem
System zu entfernen, wurde vorsichtig mit einem Greiner Rohrchen Uber die einzelnen Schichten
gerollt. Es wurde bei Proteinen unter 30 kDa 30 min bei 1 mA/cm?, bei gréReren Proteinen fir 1 h bei
gleicher Stromstarke geblottet.

Andriicken
[ © Kathode O]
3 x 3 Lagen Whatman
e etiose Alles in CAPS-Puffer
} 3 x 3 Lagen Whatman
L® Anode @ |

Abbildung 7-2: Aufbauschema fiir Inmun-Blot
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7.3.6.2 Anfirben der transferierten Proteine

Die Proteine wurden auf der Membran durch eine Farbung mit Ponceau S sichtbar gemacht. Hierzu
wurde der Blot vorsichtig abgebaut, und die Membran fir 3 min bei RT in Ponceau S LOsung
inkubiert. Danach wurde der Blot mit H,0 gewaschen bis die Proteinbanden (bei erfolgreichem
Transfer) sichtbar wurden. Die Markerbanden und Spuren auf dem Gel konnten mit einem
Graphitstift markiert werden.

7.3.6.3 Antikérperinkubation der Nitrocellulose und ECL-Reaktion

Nach dem Anfarben der markierten Proteine wurde die Membran in 5% Milch in TBST iber Nacht bei
4°C abgesattigt. Am folgenden Tag wurde der Blot weitere 2 h bei RT in 5%iger Milchlésung inkubiert.
Danach erfolgte die Inkubation mit dem Priméarantikdrper fir 1 h bei RT. Dieser wurde, je nach
erforderter Konzentration des jeweiligen Antikorpers, in 5%iger Milchlosung verdinnt. Vor der
Inkubation mit dem Sekundarantikérper wurde der Blot dreimal 10 min bei RT in TBST gewaschen.
Der Sekundarantikdrper wurde 1:10000 in 5%iger Milchldsung verdiinnt und fiir 45 min inkubiert.
Der Blot wurde dreimal fiir 10 min in TBST gewaschen. Die Detektion des Peroxidase-gekoppelten
Sekundarantikorpers erfolgte mit dem Western Lightning®— Plus-ECL Kit (PerkinElmer, Rodgau) nach
Herstellerprotokoll.

7.3.7 Koimmunprazipitation im heterologen System

Ziel einer Koimmunprazipitation (IP) ist es, eine Interaktion zwischen Proteinen nachzuweisen. Um
die Bindungspartner von SYCE3 zu untersuchen, wurde die IP in dieser Arbeit im heterologen System
nach (Stewart-Hutchinson et al.,, 2008) durchgefiihrt. Hierzu wurden COS-7 Zellen mit myc- und
EGFP-Fusions-Konstrukten transfiziert. Nach Expression der rekombinanten Proteine wurden die
Zellen lysiert und die Proteinkomplexe konnten mit einem anti-EGFP oder anti-myc Antikorper
gefischt werden. Die Protein/Antikérper Komplexe wurden dann mit Proteine G Dynabeads
(Invitrogen, Darmstadt) prazipitiert und konnten mittels SDS-PAGE und Immun-Blot untersucht
werden.

e PBS(pH 7,4): (siehe 7.3.1.2)

e RIPA Puffer (pH 7,4): 1x PBS (siehe 7.3.1.2)
1%Triton x-100
0,5% Deoxycholate
0,1% SDS
1 mM B-Glycerophosphate
1 mM NazVo,
1 mM EGTA
1 mM EDTA
Protease und Phosphatase Inhibitor Mix (Roche)

Transfektion der Kulturzellen

Fir jede IP wurden zwei konfluente 60mm Petrischalen COS-7 Zellen mit Effectene (QUIAGEN,
Hilden) nach Herstellerprotokoll transfiziert. Pro 60mm Schale wurde 1 pg des jeweiligen DNA
Konstrukts verwendet.
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Lyse der Zellen

24 h nach der Transfektion wurden die Zellen geerntet. Hierzu wurde das Kulturmedium aus der
Petrischale entfernt und die Zellen mit 1 ml kaltem PBS gewaschen. Die Zellen wurden in 1 ml PBS
mit einem Zellschaber geerntet und durch eine 10 miniitige Zentrifugation bei 4°C und 500g
pelletiert. Das Pellet wurde in 250 pl RIPA Puffer resuspendiert und 10 min auf Eis inkubiert. Um
unlésliche Zellbestandteile zu entfernen, folgte eine 15 minttige Zentrifugation bei 13000 rpm, 4°C.
Vom Uberstand wurden 12,5 ul abgenommen und mit der gleichen Menge an 2x
Proteinprobenpuffer (siehe7.3.4.2) versetzt (Input).

Prazipitation der Proteinkomplexe

Zu den restlichen 225 pl Uberstand wurde 1 pg anti-myc oder anti-EGFP Antikdrper hinzugegeben
und Uber Nacht bei 4°C unter Rollen inkubiert. Am nadchsten Tag wurde der
Antikorper/Antigenkomplex mit 10 pl Protein G Dynabeads (Invitrogen, Darmstadt) fir 2 h inkubiert.
Nach der Inkubation konnten die Dynabeads mit gebundenem Antikérper/Antigenkomplex durch
eine 1 minitige Zentrifugation bei 500g, 4°C prazipitiert, fir 1 min auf einen Magneten gestellt und
der Uberstand abgenommen werden. Die Dynabeads wurden dreimal mit 500 pl PBS gewaschen.
Zwischen jedem Waschschritt wurden die Dynabeads jeweils 1 min bei 500g, 4°C zentrifugiert und
fiir 1 min auf einen Magneten gestellt, um den Uberstand abzunehmen. Das Dynabeads-Pellet wurde
in 25 pl Proteinprobenpuffer aufgenommen und konnte mit einem Immun-Blot analysiert werden
(siehe 7.3.6).

7.4 Zellkultur

7.4.1 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 fiir die Transfektion verwendeten
Zellen wurden in mit Medium gefillten Petrischdlchen (60 mm, Sarstedt, Nirmbrecht), in die ein
Deckglaschen gelegt wurde, ausgesat und konnten am Folgetag mit der gewiinschten Plasmid-DNA
transfiziert werden.

7.4.2 Transfektion der Kulturzellen

Die Einfiihrung von Plasmid-DNA in eukaryotische Zellen wird als Transfektion bezeichnet. Ahnlich
wie bei der Transformation von Bakterien muss die DNA dabei die Zellmembran passieren, um in den
Zellkern zu gelangen. Fiir die Transfektion wurde das Effectene™ Transfection Reagent der Firma
Qiagen nach Angaben des Herstellerprotokolls verwendet. Fir die Transfektionen wurde jeweils 1 ug
Plasmid-DNA eingesetzt. Die Inkubation erfolgte fiir 24 Stunden bei 37°C und 5% CO,-Gehalt im
Brutschrank. Danach konnten die transfizierten Zellen fiir die IP (siehe 7.3.7) oder Immunfluoreszenz
(siehe 7.5.4) weiterverarbeitet werden.
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7.5 Licht- und elektronenmikroskopische Methoden

7.5.1 Gewebepriparation

7.5.1.1 Herstellung und Verarbeitung von gefrorenem Gewebe

7.5.1.1.1 Einfrieren von Geweben

Mause wurden mit CO, eingeschlafert und die Hoden wurden entnommen, halbiert und fiir 3 min in
-140°C gekihltes Methylbutan (berfiihrt. Die Hoden konnten in Methylbutan bei -70°C gelagert
werden.

7.5.1.1.2 Gefrierschnitte

Gefrierschnitte (Dicke: 5-12 um) wurden mit dem Gefriermikrotom 2800 FRIGOCUT E von Reichert-
Jung (Heidelberg) hergestellt. Diese wurden auf SuperFrost Plus Objekttrager Gberfiihrt und konnten
flr Immunfluoreszenz-Analysen (siehe 7.5.5 und 7.5.6) und Immungold-Lokalisation (siehe 7.5.9.3)
eingesetzt werden.

7.5.1.2 Spreitungen von Hodengewebe

Spreitungen von Spermatocyten wurden nach dem ,dry down” Verfahren von de Boer und Kollegen
(2009) aus frischem bzw. eingefrorenem Hodengewebe hergestellt. Bei einer Spreitung werden die
Zellkerne der Spermatocyten flach auf einer groRen Flache verteilt, was den Vorteil hat, dass
Strukturen wie der Synaptonemalkomplex flir eine Immunfluoreszenz besser zuganglich sind.

e PBS(pH 7,4): (siehe 7.3.1.2)

e Hypotonischer Puffer (pH 8,2): 30 mM Tris/HCI
17 mM Natriumcitrat
5mM EDTA
50 mM Sucrose
-> pH einstellen
5 mM DTT (aus 1 M DTT-Stammldsung in ddH,0)

e Sucrose 100 mM

e Paraformaldehyd (pH 9,2): 1 g PFA in 80 ml ddH,0 + ca. 15 pl 1 M NaOH auf
60°C erhitzen und l6sen
-> auf Eis auf 20°C abkiihlen
- pH einstellen
- +20 ml ddH,0, steril filtrieren
- +0,15 % Triton X-100

Herstellung von Spreitungen aus frischem Gewebe

Aus mannlichen, mit CO, eingeschlaferten Mausen wurden die Hoden entnommen und einzelne
Samenkanalchen in eine Petrischale mit hypotonischem Puffer (berfihrt, in dem sie ca. 30 min
qguellen mussten. Pro Objekttrager wurde ein aufgequollenes Samenkanalchen in 20 pl Sucrose
resuspendiert, indem dieser zunachst mit zwei Uhrmacherpinzetten in kleine Stiicke gerissen und
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dann mit einer 10 pl Pipette in der Sucrose weitestgehend geldst wurde. Nicht geloste Gewebestlicke
wurden dabei aus der Losung entfernt. Fiir das Spreiten der Zellen wurde ein Objekttrager in die
1%ige Paraformaldehyd/0,15% Triton Losung getaucht. Man lieR so viel Flissigkeit abtropfen, bis nur
ein Tropfen in einer Ecke des Objekttragers librig war. In diesen Tropfen wurden die Sucroselésung
pipettiert und durch Schwenken lber den gesamten Objekttrdager verteilt. Die Fixierung (durch
Paraformaldehyd) und Permeabilisierung (durch Triton) der Zellen auf dem Objekttrager erfolgt in
einer geschlossenen Feuchtekammer fiir 2 h bei RT. Danach wurden die Objekttrager weitere 30 min
bei halb offener und im Anschluss bei vollstandig gedffneter Feuchtekammer getrocknet. Die
Objekttrager konnten fir die langere Aufbewahrung in Alufolie verpackt und bei -70°C gelagert
werden.

Herstellung von Spreitungen aus gefrorenem Gewebe

Die Spreitung von gefrorenem Hodengewebe erfolgte dhnlich wie die aus frischem Gewebe. In
diesem Fall wurde ein kleines Stiick Hodengewebe in PBS gelost und die dadurch entstandene
Suspension groRflachig auf einem SuperFrost Plus Objekttrager verteilt. Dort lieR man die Zellen 10
min absetzen. Der Uberstand wurde vorsichtig abgenommen und 500 pl Hypotonischer Puffer auf
den Objekttrager pipettiert. Nach einer erneuten Wartezeit von 10 min wurde auch dieser Uberstand
vorsichtig abgenommen und der Objekttrager konnte in die 1%ige Paraformaldehyd/0,15% Triton
Losung getaucht werden. Auch hier lieB man den GroRteil der Lésung abtropfen und pipettierte 20 pl
Sucroseldsung in den verbleibenden Tropfen, der sich an einer Seite des Objekttragers gebildet hatte.
Unter Schwenken wurde die Sucrose auf dem Objekttrager verteilt und 2h in einer geschlossenen
und 30 min in einer halb ged&ffneten Feuchtekammer inkubiert. AbschlieBend wurden die
Objekttrager bei vollstindig gedtffneter Feuchtekammer getrocknet und konnten zur langeren
Lagerung in Alufolie verpackt bei -70°C gelagert werden.

7.5.1.3 Spreitungen von embryonalem Ovar

PBS (pH 7,4): (siehe 7.3.1.2)

Sucrose 100 mM

1% Paraformaldehyd (pH 9,0): 1 g PFA in 80 ml ddH,0 + ca. 15 pul 1 M NaOH auf
60°C erhitzen und l6sen
-> auf Eis auf 20°C abkiihlen
- pH einstellen
—> +20 ml ddH,0, steril filtrieren
- 40,15 % Triton X-100

Hypotonischer Puffer (pH 8,2): 30 mM Tris/HCl
17 mM Natriumcitrat
5mM EDTA
50 mM Sucrose
-> pH einstellen
5 mM DTT (aus 1 M DTT-Stammldsung in ddH,0)
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Die trachtige Maus wurde mit CO2 eingeschlafert und die Embryonen herausprapariert und sofort in
gekiihltes PBS Uberfiihrt. Die Embryonen wurden dekapitiert, die Ovarien entnommen und sofort in
PBS (RT) uberfuhrt. Im Anschluss wurden die Ovarien fiir 15 min in Hypotonischem Puffer inkubiert.
Um das Ovar von dem Epithelium superficiale zu befreien, wurde es in einen Tropfen (ca. 25ul) 100
mM Sucrose Losung Uberfihrt, der zuvor auf einen Objekttrager pipettiert wurde. Unter dem
Mikroskop wurde das Epithel entfernt, das Ovar mit einer Prdpariernadel punktiert und 5 min
vorsichtig geschiittelt. Nachdem soviel ungeloste Gewebestlicke wie moglich aus dem Sucrose
Tropfen entfernt wurden, wurde der Objekttrager fir 5 min in einer Feuchtekammer inkubiert. Im
Anschluss wurde das gleiche Volumen 1%ige Paraformaldehyd/0,15% Triton Losung zu dem Sucrose-
Tropfen pipettiert und fir 1 Stunde bei geschlossenem und fiir 30 min bei gedéffnetem Deckel
inkubiert. Die Objekttrager wurden nun in der gedffneten Feuchtekammer bei 37°C getrocknet, bis
sie die Konsistenz von Toffee hatten (ca. 1-2h). Die Objekttrager konnten in Alufolie verpackt bei
-70°C gelagert werden. Bevor die Objekttrager fiir eine Immunfluoreszenz eingesetzt werden
konnten, wurden sie dreimal 5 min in PBS gewaschen.

7.5.1.4 Herstellung und Verarbeitung von in Paraffin eingebettetem Gewebe

7.5.1.4.1 Paraffineinbettung von Geweben

Fir die histologische Untersuchung von Gewebe durch Hamatoxylin-Eosin Farbung (siehe 7.5.3) oder
fir den TUNEL Assay (siehe 7.5.2) wurden Hoden und Ovar in 4% Paraformaldehyd fixiert und in
Paraffin eingebettet.

e PBS: (siehe 7.3.1.2)
e 4% Paraformaldehyd in PBS

e Ethanolreihe (50%, 60%, 70%, 80%, 90%, 100%)

Aus mit CO, eingeschlaferten Mausen wurden entweder Hoden oder das Ovar enthommen und
anschlieRend direkt in PBS Uiberflhrt. Das Gewebe wurden {iber Nacht bei RT in 4% Paraformaldehyd
in einem 50 ml Greiner Rohrchen fixiert und am nachsten Tag einmal in PBS gewaschen. Im Anschluss
erfolgt eine Entwasserung des Gewebes Uber eine aufsteigende Ethanolreihe von 50%, 60%, 70%,
80%, 90% bis 100% fir je 1 h. Danach wurde das Gewebe in 10 ml tertidarem Butanol fiir genau eine
Stunde inkubiert, direkt danach in ein Schalchen mit fllissigem Paraffin Gberflihrt und tiber Nacht bei
60°C inkubiert. Am folgenden Tag wurde es in ein Schilchen mit frischem, fllissigem Paraffin
Uberfiihrt und in dem Schalchen ausgerichtet. Danach lieB man das Gewebe in Paraffin bei RT fir ca.
2 h ausharten.

7.5.1.4.2 Anfertigen von Paraffinschnitten

Eine Heizplatte wurde auf 58°C erhitzt, das in Paraffin eingebettete Gewebe mit Hilfe eines erhitzten
Spatels auf einen kleinen Holzblock geklebt und in das Paraffinmikrotom eingespannt. Nun wurden
Schnitte der gewtinschten Dicke angefertigt. Die Schnitte wurden mit einem feinen Pinsel auf einen
Wassertropfen, der zuvor auf einen SuperFrost Plus Objekttrager pipettiert wurde, tUberfihrt und
solange auf die Heizplatte gelegt, bis sich die Schnitte streckten. Das Wasser wurde danach mit
einem Tuch vorsichtig entfernt und das restliche Wasser durch kraftiges Schleudern des
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Objekttragers abgeschittelt. Die Qualitat der Schnitte wurde unter dem Mikroskop geprift. Vor der
weiteren Verwendung der Schnitte wurden diese bei RT 1 h getrocknet.

7.5.1.4.3 Entparaffinierung der Schnitte

e Roti®-Histol (Roth)
e Ethanolreihe (100%, 90%, 80%, 70%, 60%, 50%)

e PBS (siehe 7.3.1.2)

Die Schnitte wurden zunachst zweimal 5 min in Roti®-Histol entparaffiniert und danach in einer
absteigenden Ethanolreihe fiir je 1 min rehydriert. Die Objekttrager wurden fir 5 min in 50%igem
Ethanol inkubiert und danach 5 min in ddH,0 gewaschen. Danach standen sie flir weitere Versuche
zur Verfligung.

7.5.2 TUNEL-Assay

Der TUNEL-Assay wurde auf Paraffinschnitten nach Herstellerprotokoll (ApopTag® Peroxidase In Situ
Apoptosis, Chemicon) mit folgenden Abweichungen durchgefiihrt: Die Schnitte wurden wie unter
(siehe 7.5.1.4.3) entparaffiniert. AuBerdem wurde zur Detektion der apoptotischen Zellen kein DIG-
Peroxidase Antikérper, sondern ein monoklonaler DIG anti-Maus Antikérper der Firma Roche
(Mannheim) in der Verdiinnung 1:100 verwendet.
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7.5.3 Hamatoxylin-Eosin Farbung

e Ethanolreihe (100%, 90%, 80%, 70%, 60%, 50%)
e Hamatoxylin Losung nach Meyer (Fluka, Miinchen)
e 1%ige Eosin Losung

e Roti®-Histokitt (Roth, Karlsruhe)

Paraffinschnitte wurden wie unter 7.5.1.4.2 beschrieben hergestellt und Gber Nacht getrocknet. Am
folgenden Tag erfolgt die Entparaffinierung der Schnitte wie unter 7.5.1.4.3 beschrieben. Zum
Anfarben der sauren Bestandteile der Zelle (hauptsachlich Zellkerne) wurden die Praparate 10 min
mit 150 pl Hamatoxylin Lésung nach Meyer in der Feuchtekammer inkubiert. Die Praparate wurden
kurz in Leitungswasser gewaschen und danach fiir 3-10 min in Leitungswasser gebldut. Die Intensitat
der Farbung wurde unter dem Mikroskop kontrolliert. Zum Stoppen der Reaktion wurden die
Praparate kurz mit ddH,0 gespilt und fiir 5 min in ddH,0 gewaschen. AnschlieRend erfolgte das
Anfarben der cytoplasmatischen Bestandteile der Zellen durch Eosin Farbung der Praparate mit 150
pl 1%iger Eosin Losung fir 20 min in der Feuchtekammer. Vor dem Eindeckeln der Praparate mit
Roti®-Histokitt wurden die Prdparate fiir je eine Minute in 50%igem, 70%igem und 100%igem EtOH
dehydriert und kurz in Rotihistol getaucht.

7.5.4 Immunfluoreszenz auf Zellen

e PBS(pH 7,4): (siehe 7.3.1.2)
e 1% Formaldehyd in PBS (pH 7,4)

e 0,1% Triton in PBS (pH 7,4)

e 100 mM Glycin in PBS (pH 7,4)

e Hoechst 33258: Arbeitskonzentration 1:333 in PBS (Roche)

Die auf Deckglaschen gewachsenen Zellen (siehe 7.4.1) wurden in einem Deckgldaschen-Stander in
PBS gesammelt und im Anschluss fiir 3 min in 1%igem Formaldehyd in PBS fixiert. Danach erfolgte die
Permeabilisierung der Zellen fiir 10 min in 0,1% Triton in PBS. Nach zweimaligem Waschen der Zellen
flr 7 min in PBS wurden die freien Antikorperbindungsstellen fiir 30 min in der Feuchtekammer mit
der 100 mM Glycin Losung abgesattigt. Die Deckgldaschen wurden kurzzeitig in frisches PBS (iberfihrt.
Nach dem Transfer in eine Feuchtekammer wurde sofort der Priméarantikérper fiir 30 min auf die
Deckglaschen geschichtet. Nach zweimaligem Waschen fir 7 min wurde der entsprechende
Sekundarantikorper fiir 20 min auf die Deckgldschen pipettiert. Nach 10 min wurde pro Deckglaschen
ein Tropfen Hoechst 33258 in seiner Arbeitskonzentration hinzugegeben. Die Zellen wurden zweimal
in PBS gewaschen und konnten in einem 1:1 Gemisch aus PBS und Glycerin eingebettet werden.
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7.5.5 Immunfluoreszenz auf Gefrierschnitten

PBS (pH 7,4): (siehe 7.3.1.2)

1% Formaldehyd in PBS (pH 7,4)

0,1% Triton in PBS (pH 7,4)

PBT (pH 7,4): PBS
1,5% BSA
0,1% Tween 20

Hoechst 33258: Arbeitskonzentration 1:333 in PBS (Roche)

Die Gefrierschnitte (siehe 7.5.1.1.2) wurden nach dem Trocknen 3 min in 1% Formaldehydl6sung
fixiert und danach fiir 10 min in 0,1%igem Triton in PBS permeabilisiert. Anschlieend wusch man die
Praparate zweimal 7 min in PBS und blockte die Schnitte flir 1 h in PBT in der Feuchtekammer. Darauf
folgt die Antikorperinkubation mit dem Primarantikorper in der entsprechenden Konzentration fiir
30 min bei RT. Nach zweimaligem Waschen fiir 7 min in PBS wurde der entsprechende
Sekundarantikorper auf den Schnitt pipettiert und 20 min inkubiert. Zehn Minuten vor Ende der
Inkubationszeit wurde der Fluoreszenzfarbstoff Hoechst in seiner Arbeitskonzentration in PBS
zugefiigt. Vor dem Eindeckeln der Schnitte in einem 1:1 Gemisch aus Glycerin und PBS wurden die
Praparate zweimal 7 min in PBS gewaschen.

7.5.6 Immunfluoreszenz auf Spreitungen

PBS (pH 7,4): (siehe 7.3.1.2)

Blockinglésung (pH 7,4): 5 % Milch
5 % Kalberserum (FCS) in PBS
- bei -20°C lagern
-> vor Gebrauch 1 mM PMSF in DMSO hinzufligen

Hoechst 33258: Arbeitskonzentration 1:333 in PBS (Roche)

Die Spreitungen wurden wie unter 7.5.1.2 beschrieben hergestellt. Um eine Fluoreszenz
durchzufiihren, wurden die weggefrorenen Prdparate in Alufolie auf Raumtemperatur gebracht und
zweimal 7 min in PBS gewaschen. Es erfolgte eine halbstlindige Inkubation mit Blockinglésung, deren
unl6sliche Bestandteile vorher bei einer Zentrifugation bei 16000g fiir 30 min, 4°C pelletiert wurden.
Die Blockinglosung wurde entfernt und der Primarantikorper, der zuvor in Blockinglosung verdiinnt
und ebenfalls 30 min bei 16000g und 4°C zentrifugiert wurde, konnte auf die Objekttrager pipettiert
werden. Auf den Objekttrager wurde vorsichtig ein Deckglas gelegt, damit sich die Antikérperlosung
auf der gesamte Flache verteilt. Nach 30 min wurde das Deckglas vorsichtig entfernt und es folgten
zwei Waschschritte fiir je 7 min in PBS. Nach einer erneuten Absattigung fiir 30 min in zuvor
zentrifugierter Blockinglosung konnte der Sekundarantikorper verdinnt in Blockinglésung (zuvor bei
16000g, 30 min, 4°C zentrifugiert) fir 30 min auf dem Praparat inkubiert werden. Auch bei dieser
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Inkubation wurde der Objekttrager mit einem Deckglas abgedeckt, um den Antikorper besser zu
verteilen. 10 min vor Ende der Inkubationszeit wurde der Fluoreszenzfarbstoff Hoechst in seiner
Arbeitskonzentration zugegeben. SchlieRlich wurden die Préparate zweimal 7 min in PBS gewaschen
und mit einem 1:1 Gemisch aus Glycerin und PBS eingedeckelt.

Um ein unspezifisches Binden von zwei unterschiedlichen Antikérpern bei einer Doppellokalisation zu
vermeiden, erfolgte die Inkubation jedes einzelnen Antikérpers nacheinander (1. Primarantikorper, 1.
Sekundarantikorper, 2. Primédrantikorper, 2. Sekundarantikérper), wobei vor jedem Schritt fir 30 min
mit Blockinglosung abgesattigt wurde.

7.5.7 Analyse am Konfokalen Laser Scanning Mikroskop (CLSM)

Immunfluoreszenz-Praparate wurden mit einem Leica TCS SP2/AOBS Konfokalen Laser Scanning
Mikroskop analysiert. Hierbei wurden folgende Einstellungen in der Software verwendet:

e Objektiv: HCX PI APO Ibd.BI. 63x 1.4 Olimmersionsobjektiv
e Scangeschwindigkeit: 400 mW

e Pinhole: 1AE

e Zoom: 4-6x fiir einzelne Zellen

e Anzahl der Scans pro Bild: 3-4

Um einen Epifluoreszenz-Eindruck zu erhalten, wurde der Zellkern in der Z-Achse mit mehreren,
aufeinanderfolgenden Scans (ca. 8-15) aufgenommen. Die einzelnen Scans wurden mit dem
Algorithmus ,,maximum projektion” der Leica Software verrechnet. Wurden im selben Praparat
mehrere Fluorchrome aufgenommen, erfolgten die einzelnen Aufnahmen sequentiell. Die digitalen
Bilder wurden mit Adobe Photoshop (Adobe Systems, San Jose, CA) bearbeitet.

7.5.8 Analyse am Zeiss Axiophot Stereo Fluoreszenzmikroskop

Fir Aufnahmen am Fluoreszenzmikroskop wurde das Zeiss Axiophot Fluoreszenz Mikroskop (Zeiss,
Minchen, Deutschland) verwendet. Die Aufnahmen wurden entweder mit dem Plan-NEOFLUAR
40x/0,75 oder dem Plan-NEOFLUAR 20x/0,5 Objektiv und der AxioCam MRm (Zeiss) Kamera
aufgenommen. Die digitalen Aufnahmen wurden in Photoshop (Adobe Systems) bearbeitet.

7.5.9 Herstellung und Analyse der Praparate fiir die Elektronenmikroskopie

7.5.9.1 Epon Einbettung

e 2,5% Glutaraldehydlésung (pH 7,2):  2,5% Glutaraldehyd
50 mM KClI
2,5 mM MgCl,
50 mM Cacodylat

e Cacodylatpuffer (pH 7,2): 50 mM Cacodylat
e (0s0,4-Losung: 2% 0s0, in 0,05 M Cacodylatpuffer

e Uranylacetatlosung: 0,5% Uranylacetat in ddH,0
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e Ethanolreihe: 50%, 70%, 90%, 96%, 100% Ethanol p.a.
e Propylenoxid

e Epon: Dodecanylsuccinateanhydride
Methylnodicanhydride
Epon 812 (Glycidether 100)
DMP-30 (2,4,6 Triphenol)

Alle Fixierungs- und Waschschritte wurden bei 4° durchgefiihrt. Fir die Einbettung von
Hodengewebe in Epon wurden wenige kleine Tubuli-Stlicke aus einem frisch praparierten Hoden
isoliert und fiir 45 min in 2,5% gepuffertem Glutaraldehyd fixiert. Nach fiinfmaligem Waschen in 50
mM Cacodylatpuffer fiir je 3 min folgte die Fixierung in 2% gepuffertem OsO, flir 2h. Die Proben
wurden im Anschluss fiinfmal 3 min in H,0 gewaschen und in 0,5% wassrigem Uranylacetat Uber
Nacht kontrastiert. Am nachsten Tag wusch man die Proben fiinfmal 3 min in H,0. Danach wurden
die Gewebsstlicken in einer aufsteigenden Ethanolreihe entwassert (50%, 70%, 90%, 96% 100%,
100%, 100%), wobei die Proben 30 min in der jeweiligen Ethanolmischung auf Eis inkubiert wurden.
Darauf folgten drei Inkubationsschritte in Propylenoxid flir 30 min bei RT. Die Gewebestiicke wurden
in ein 1:1 Gemisch aus Propylenoxid und Epon tberfiihrt und Gber Nacht inkubiert. Am folgenden Tag
Uberfiihrte man die Probe in Epon und inkubierte sie fiir 2 h. Das Epon wurde danach zweimal
ausgetauscht und jeweils fiir weitere 2 h inkubiert. Die Probe wurde in Epon bei 60°C ausgehartet.

7.5.9.2 Anfertigen von Semidiinnschnitten und Ultradiinnschnitten

Zur Vorbereitung der Schnittfliche wurde das Prdparat in einen Halter gespannt, der in einem
Untersatz unter der Stereolupe befestigt wurde. Wahrend des sog. Trimmens wurde das Epon um
das Praparat mit einer Rasierklinge entfernt, so dass eine pyramidenformige Schnittflache mit einer
Kantenlange von ca. 0,5 mm entstand. Der Eponblock wurde dann in das Ultramikrotom eingespannt.
Mit einem Glasmesser wurden einige Semidiinnschnitte angefertigt, die nach dem Ubertragen auf
einen Objekttrager und Toluidinblaufarbung unter dem Lichtmikroskop betrachtet werden konnten.
Wurde die richtige Schnittebene erreicht, wurde das Glasmesser gegen ein Diamantmesser
ausgetauscht. Die Dicke der Schnitte betrug zwischen 60 und 80 nm. Die Schnitte wurden auf
Kupfernetzchen (ibertragen und getrocknet. Kontrastiert wurden die Netze mit wassrigen 2%
Uranylacetat (5 min). Danach wurden sie zweimal fir 10 sek in ddH,O gewaschen. Im Anschluss
wurden die Netzchen 5 min mit Bleicitrat inkubiert und kurz in ddH,O gewaschen. Uberschiissige
Flussigkeit wurde mit einem Filterpapier abgesaugt und die Netze getrocknet in einer Grid-Box
aufbewahrt.

7.5.9.3 Preembedding Immungold-Lokalisation

PBS (pH 7,4): (siehe 7.3.1.2)
2% Paraformaldehyd in PBS
Ammoniumchlorid Losung: 50 mM in PBS

2,5% Glutaraldehydlosung: (siehe 7.5.9.1)
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Cacodylatpuffer: (siehe 7.5.9.1)
Os0,-Losung: (siehe 7.5.9.1)
Uranylacetatlésung: (siehe 7.5.9.1)
Ethanolreihe: 50%, 70%, 90%, 96%, 100% Ethanol p.a.

Propylenoxid

Epon: (siehe 7.5.9.1)

Es wurden Gefrierschnitte (Dicke 10 um) (Herstellung siehe 7.5.1.1.2) von Rattenhoden angefertigt
und getrocknet. Die Schnitte wurden 10 min in -20°C kaltem Aceton fixiert und getrocknet. Danach
folgte die Antikdrperinkubation fiir 4h in der Feuchtekammer (Verdiinnungen: anti- SYCE3 (1:500)
und anti-SYCP1 VIIID3 (1:150)). Die Praparate wurden zweimal 5 min in PBS gewaschen und nochmals
in 2% Paraformaldehyd nachfixiert. Danach wurden die Proben zweimal 8 min mit Ammoniumchlorid
Losung abgesattigt und zweimal 5 min in PBS gewaschen. Der an 6 nm Goldpartikel gekoppelte
Sekundarantikdrper wurde in der Verdiinnung 1:10 (iber Nacht in einer Feuchtekammer inkubiert.
Am folgenden Tag wurden die Praparate 6 mal 5 min in PBS gewaschen und es folgte die Einbettung
in Epon. Hierzu wurden die Praparate in 2,5% Glutaraldehyd in Cacodylatpuffer fiir 30 min fixiert,
kurz in Cacodylatpuffer gewaschen und in 2% Os0O4 gepuffert in 0,05M Cacodylatpuffer fiir 1 h fixiert.
Im Anschluss folgte die Entwasserung der Proben, wie unter 7.5.9.1 beschrieben. Zur Aushartung der
Proben bei 60°C, wurde den Praparaten eine mit Epon gefiillte Gelatinekapsel aufgesetzt. Das
Deckglas bzw. der Objekttrager wurde nach der Aushartung mit flissigem Stickstoff abgesprengt.
Danach konnten, wie in 7.5.9.2 beschrieben, Ultradiinnschnitte der Praparate angefertigt werden.

7.5.9.4 Aufnahmen am Zeiss EM 10 und Entwicklung der Negative

Die transmissionselektronischen Aufnahmen wurden mit dem Zeiss EM 10 aufgenommen. Zur
Aufnahme von SCs wurde meist eine VergrofRerung von 24000 gewahlt. Die Aufnahmen erfolgten mit
der im Mikroskop eingebauten Kamera mit automatischer Belichtungssteuerung. Die Planfilme
(Kodak) wurden mit dem EM-Negativentwickler Kodak-D19 (Kodak) entwickelt. Danach wurden die
Filme im Fixierbad fixiert. Die Negative wurden mit 1200 dpi eingescannt und abschliefend mit
Adobe Photoshop (Adobe Systems) bearbeitet.
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8 Zusammenfassung

Der Synaptonemalkomplex ist eine evolutiondr hoch konservierte Struktur. Er wird spezifisch
wahrend der Prophase | der Meiose ausgebildet und ist essentiell flir die Segregation der homologen
Chromosomen wiahrend der Meiose und auch fiir die Entstehung genetischer Vielfalt. Der
Synaptonemalkomplex ist eine proteindse Struktur, deren Aufbau dem einer Leiter dhnelt. Dabei
werden die Leiterholme als Lateralelemente bezeichnet. Sie bestehen unter anderem aus den
Proteinen SYCP2 und SYCP3 und assoziieren mit dem Chromatin der homologen Chromosomen. Die
Stufen der Leiter bestehen hingegen aus Transversalfilamenten, deren Hauptkomponente parallele
Homodimere des meiosespezifische Proteins SYCP1 sind. Dabei wird ein SYCP1 Dimer mit seinem C-
Terminus in den Lateralelementen verankert und kann Uber seine N-terminale Domane eine
schwache Interaktion mit der N-terminalen Domane eines gegeniberliegenden SYCP1 Dimers
eingehen. Um diese Bindung zu stabilisieren werden Proteine des Zentralelements des
Synaptonemalkomplexes benotigt: Wahrend SYCE1 durch seine Interaktion mit SYCP1 die N-
terminale Assoziation zweier gegeniiberliegender SYCP1 Dimere stabilisiert, verknlpfen die zwei
anderen zentralelementspezifischen Proteine SYCE2 und Tex12 lateral benachbarte SYCP1 Filamente
und breiten so das SYCP1 Netzwerk entlang der chromosomalen Achsen aus. Dieser Prozess wird als
Synapse bezeichnet und stellt eines der Schliisselereignisse der Meiose dar. Fehler wahrend dieses
Prozesses fiihren meist zu Aneuploidie der entstehenden Gameten oder zum Abbruch der Meiose
und somit zu Infertilitdt des betroffenen Organismus.

In dieser Arbeit wurde mit SYCE3 ein neues Protein des murinen Synaptonemalkomplexes
charakterisiert. Es konnte gezeigt werden, dass SYCE3 meiosespezifisch in Mdannchen und Weibchen
exprimiert wird und Bestandteil des Zentralelements des Synaptonemalkomplexes ist. Hierbei zeigt
es dasselbe Verteilungsmuster wie SYCP1 und SYCE1 und kann mit beiden Proteinen interagieren.
Eine zusatzliche Interaktion konnte zwischen SYCE3 und SYCE2 nachgewiesen werden. Durch
Untersuchungen an entsprechenden Knockout Mausmodellen konnte in dieser Arbeit auBerdem
gezeigt werden, dass SYCE3 in Abwesenheit von SYCP1 nicht an die chromosomalen Achsen
rekrutiert werden kann. Die Ausbildung der Lateralelemente und auch die Anwesenheit der anderen
zentralelementspezifischen Proteine SYCE1 und SYCE2 sind hingegen fiir die Anlagerung von SYCE3
an die chromosomalen Achsen nicht essentiell. Somit steht SYCE3 hinsichtlich seiner Bedeutung fir
die Paarung und die Synapse der homologen Chromosomen hierarchisch offenbar tber den bisher
beschriebenen Zentralelementproteinen SYCE1, SYCE2 und Tex12.

Die funktionelle Bedeutung von SYCE3 fiir die Synapse der homologen Chromosomen und fiir den
korrekten Ablauf der homologen Rekombination wurde im Rahmen dieser Arbeit durch die
Herstellung und die Charakterisierung einer Syce3”" Maus detailliert untersucht: Dabei filhrte der
Knockout von SYCE3 zur Infertilitdt in beiden Geschlechtern, die gleichzeitig mit einer signifikanten
Reduktion der GroRe der entsprechenden Hoden und Ovarien im Vergleich zum Wildtyp einherging.
Weitere Untersuchungen ergaben zudem, dass es in Syce3 defizienten Tieren zu einem Abbruch der
Meiose kommt. Dabei hatte das Fehlen von SYCE3 keinen Einfluss auf die Ausbildung der
Axialelemente. Die Initiation der Synapse hingegen war sowohl in Oocyten als auch in Spermatocyten
in Abwesenheit von SYCE3 stark gestort. Darliber hinaus konnte in der vorliegenden Arbeit
nachgewiesen werden, dass das Fehlen von SYCE3 Einfluss auf die homologe Rekombination nimmt:
Zwar koénnen sich frilhe (DNA Doppelstrangbriiche) und intermedidre (Transitionsknoten)
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Rekombinationsereignisse in der Abwesenheit von SYCE3 ausbilden, die Prozessierung zu spaten
Rekombinationsstrukturen (Rekombinationsknoten) und die damit einhergehende Ausbildung von
Crossing-over Strukturen fand jedoch nicht statt.

Zusammengefasst wurde in dieser Arbeit gezeigt, dass das neue Synaptonemalkomplexprotein SYCE3
essentiell fiir die Fertilitdt von Mausen ist. Durch den Knockout von Syce3 kann die Synapse zwischen
den Homoligen nicht initiiert werden und es findet kein Crossing-over statt. Im Assembly Prozess des
Synaptonemalkomplexes agiert SYCE3 oberhalb der anderen zentralelementspezifischen Proteine
und unterhalb von SYCP1.
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9 Summary

The synaptonemal complex is an evolutionary highly conserved structure. It assembles specifically
during prophase | of meiosis and is essential for the segregation of homologous chromosomes and
thus represents a major determinant of the genetic diversity of sexually reproducing organisms. The
synaptonemal complex is a proteinacious, ladder-like structure. The ladder beams are termed lateral
elements and are composed of the meiosis-specific proteins SYCP2 and SYCP3 which are associated
with the chromatin of the homologs. The rungs are made up of transverse filaments mainly
consisting of the meiosis-specific protein SYCP1. SYCP1 forms parallel homodimers that are anchored
via their C-termini to the lateral elements and interact in a head-to-head fashion with an opposing
SYCP1 homodimer. For stabilizing this interaction additional proteins are essential. These are
components of the so-called central element of the synaptonemal complex: while SYCE1 stabilizes
the N-terminal association of opposing SYCP1 homodimers, the two other central element specific
proteins SYCE2 and Tex12 connect adjoined SYCP1 filaments and thus elongate the SYCP1 network
along the homologs. This process is termed synapsis and is a key feature of meiosis. Errors occurring
during this process frequently lead to aneuploidy of the resulting gametes or cause meiotic arrest
and infertility.

Within the scope of this study a novel protein of the murine synaptonemal complex, we named
SYCE3, was characterized. SYCE3 is exclusively expressed during male and female meiosis and is a
component of the central element. Its expression pattern resembles that of SYCP1 and SYCE1 and it
is able to interact with both of these proteins. Additionally, an interaction between SYCE3 and SYCE2
could be verified. In the context of this dissertation it was found that loading of SYCE3 to the
chromosomal axis requires SYCP1. In contrast, chromosome loading of SYCE3 was independent of
lateral element assembly and of the presence of the other central element specific proteins, SYCE1,
SYCE2 and Tex12.

The second thematic complex addressed in this thesis was the relevance of SYCE3 for synapsis and
homologous recombination. To this end a Syce3” mouse was generated. Syce3”" mice are infertile
and both testes and ovaries are characterized by a significant reduction in size compared to wild-type
littermates. Furthermore, depletion of SYCE3 had no influence on the assembly of axial elements and
in males alignment of homologs was not affected. However, Syce3” oocytes and spermatocytes were
unable to initiate synapsis between homologous chromosomes. In addition, homologous
recombination was analyzed in the scope of this study and the obtained data strongly points to a
central role of SYCE3 during this process: while early (DNA double-strand breaks) and intermediate
(transition nodules) recombination events could take place in the absence of SYCE3, structures
indicating late recombination events (recombination nodules) and sites of homologous
recombination (crossovers) failed to develop.

Taken together, this thesis clearly demonstrates that the novel synaptonemal complex protein SYCE3
is essential for fertility in mice. Deletion of Syce3 blocks initiation of synapsis and formation of
crossovers. During synaptonemal complex assembly, SYCE3 acts downstream of SYCP1, but upstream
of other central element proteins (SYCE1, SYCE2 and Tex12).
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