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Einleitung

1 Einleitung

1.1 Entstehung, Wirkung und Mechanismus des

t-Komplexes in der Maus

1.1.1 Der t-Komplex: Ein egoistisches Chromosom fiihrt zur

Verschiebung der Vererbungsrate in der Maus

Die von Gregor Mendel im 19. Jahrhundert beschriebenen und scheinbar universell
geltenden Regeln der Vererbungslehre wurden bereits im 20. Jahrhundert in ihrer
Absolutheit erschiittert. Der Grund hierfiir war das Auftreten von Abweichungen

von der 2. mendelschen Regel wéihrend der Keimzellbildung (Spaltungsgesetz).

Auf Grund der Tatsache, dass Gene in Saugetierzellen in doppelter Form, lokalisiert
auf homologen Chromosomen, zur Verfiigung stehen (Diploidie), wird sichergestellt,
dass wahrend der Entstehung der haploiden Gameten keine Erbinformation verloren
geht. Durch die Befruchtung der haploiden Eizelle mit einer haploiden Samenzelle
wird die Diploiditat des Organismus wieder hergestellt. Im Detail werden bei der Bil-
dung der Gameten in einer ersten meiotischen Teilung die homologen Chromosomen
voneinander getrennt (1. Reifeteilung) und in einer zweiten meiotischen Teilung die
Chromatiden eines Chromosoms in zwei Keimzellen verpackt (2. Reifeteilung). Fiir
die Weitergabe an die nachste Generation bedeutet dies, dass jedes Allel mit glei-
cher Wahrscheinlichkeit vererbt wird. Welches Allel dabei an die néchste Generation
weiter gegeben wird, entscheidet dabei der Zufall. Eine erste Abweichung von dieser
zufalligen Vererbung der Allele an die néchste Generation wurde im Jahre 1942 von
Marcus M. Rhoades durch seine Forschungen am Mais publiziert (Rhoades et al.,
1942). Nur 15 Jahre spéter kamen erstmals die Bezeichnungen Meiotic Drive und

Segregation Distortion fiir diese Anomalien auf (Sandler & Novitski, 1957).

Eine ebenfalls sehr bekannte Abweichung von der Regel der zufalligen Vererbung
eines Allels zeigt sich bei der nicht-mendelschen Vererbung in der Maus. Die hier
beobachtete Schwankung bei der Vererbung von Merkmalen wird durch eine grofe
chromosomale Region auf dem proximalen Teil von Chromosom 17 hervorgerufen
(Lyon, 1984).

Diese Anomalie wurde 1932 in Mauspopulationen entdeckt, in der es zu Abweichun-

gen bei der Vererbung eines Merkmals kam, welches die Schwanzlange beeinflusst
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(Dobrovolskaia-Zavadskaia & Kobozieff, 1932; Chesley & Dunn, 1936). Die dama-
ligen Beobachtungen lielen die Vermutung zu, dass das Merkmal Schwanzlange in
der Maus durch die Verkniipfung eines chromosomalen Bereiches (¢) mit dem Gen
Brachyury (T') zustande kommt.

Phéanotypisch besitzen heterozygote t/+-Méause einen normal langen Schwanz, in
T/+-Tieren ist der Schwanz verkiirzt. Dieser Phanotyp wird in 7/t-Méusen durch
die Anwesenheit des chromosomalen Bereiches ¢ verstarkt, sodass diese ohne Schwanz
zur Welt kommen. Nach Kreuzungen von ménnlichen 7/t-M&usen mit +/+-Weibchen
kamen nach Beobachtung mehr als 85 % der Nachkommen mit einem normal langen
Schwanz zur Welt (Chesley & Dunn, 1936). Nach Mendel miissten erwartungsgeméf
50 % der Nachkommen mit einem normal langen Schwanz (¢/+) und 50 % der mit
einem verkiirzten Schwanz (7/+) geboren werden. Die Verteilung dieses Merkmals
folgte allem Anschein nach nicht den mendelschen Regeln. Wurden dagegen T/t-
Weibchen mit +/+-Ménnchen gekreuzt, zeigten 50 % der Nachkommen eine nor-
male (t/+) und 50 % eine verkiirzte (7/+) Schwanzlédnge (Chesley & Dunn, 1936).
In diesem Fall der Kreuzung kam es zu keiner Abweichung von den Vererbungsre-
geln.

Falschlicher Weise wurde ¢ anfanglich als Allel von Brachyury (T') beschrieben und
das Phanomen der Storung der mendelschen Vererbung somit einem Gen zugeord-
net. Erst spater wurde klar, dass ¢ eine chromosomale Region von 30 bis 40 Mb ist,
die die nicht-mendelsche Vererbung in der Maus verursacht und die Nomenklatur
wurde von t-Allel in ¢-Komplex gedndert (Silver, 1985; Lyon et al., 1988; Hammer
et al., 1989).

In wild lebenden Mauspopulationen existiert der ¢-Komplex in zwei Varianten, der
wt-Form und als mutierter ¢-Haplotyp (Silver, 1985). Ist ein ménnliches Tier he-
terozygot fiir den gesamten ¢-Komplex und tragt beide, sowohl die wt-Form (+) als
auch den ¢-Haplotyp (¢), dann produziert dieses Mausménnchen zwar in gleichem
Mafle t- und +-tragende Spermien, der ¢t-Haplotyp wird jedoch mit einer erhohten
Wahrscheinlichkeit von bis zu 98 % an die Nachkommen weiter gegeben (Lyon, 1984;
Olds-Clarke, 1986; Schimenti, 2000; Lyon, 2005). Die nicht-mendelsche Vererbung in
der Maus (Transmission Ratio Distortion) beschreibt demnach den Umstand, dass
die Merkmale ¢ und + eines heterozygoten Mausménnchens (¢/+) bei der Befruch-
tung einer Zygote ungleich weitergegeben werden. Das Merkmal ¢ (hier ¢-Komplex),
wird in diesem Fall von Méannchen bevorzugt an die nachste vererbt. Man spricht in
diesem Zusammenhang auch vom egoistischen ¢-Komplex des Chromosoms 17 der

Maus.
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1.1.2 Genetische Grundlagen des Maus t-Komplexes

wt @
t Tedl Tcd4 Ter Tcd3 Ted2 ~98 %
In(17)1 In(17)2 In(17)3 In(17)4
-+ -
B
t @ Tcr ~80%
t Tedl Tcd4 Ted3 Tcd2
In(17)1 In(17)2 In(17)3 In(17)4
-+ -+
C
t @ Ter ~20%
wt @

Schimenti et al. 2000, Lyon et al. 2003 (modifiziert)

Abbildung 1: Genetische Organisation verschiedener ¢-Haplotypen. Ted1l-4 (blau): ¢-
Komplexes Distorter, Tcr (rot): t-Komplexes Responder. In(17)1-4: Inver-
sionen genomischer Regionen im ¢-Komplex. A: Genetischer Vergleich des
wt-Chromosoms und des vollstédndigen ¢-Komplexes, bestehend aus Tcds
und Ter, von Chromosom 17 der Maus fiihrt in einem Mausméannchen
zur bevorzugten Vererbung des t-Allels (98 %). B: Genetischer Vergleich
zweier partieller ¢-Haplotypen. Der Responder ( Ter-tragender ¢t-Haplotyp)
und die Distorter (Tcd-tragender t-Haplotyp) liegen auf unterschiedli-
chen Chromosomen. Die Kombination dieser partieller ¢-Haplotypen in
einem Mausménnchen fiihrt zur erhthten Vererbung (ca. 80 %) des Ter-
tragenden Chromosoms. Ter wirkt dabei in cis, Teds dagegen in trans.
C: Genetischer Vergleich eines partiellen Ter-tragenden t-Haplotyps und
eines wt-Chromosomen. Die Kombination dieser Chromosomen in einem
Mausménnchen fiihrt zur verminderten Vererbung (ca. 20 %) des Tecr-
tragenden Chromosoms (Schimenti et al.,2000, Lyon et al.,2003).

Wie bereits beschrieben kann der ¢-Komplex auf Chromosom 17 der Maus in zwei
Varianten auftreten, als wt-Form und als ¢-Haplotyp (Silver, 1985). Trotz seiner
Grofle von fast einem Drittel des proximalen Teils von Chromosom 17 kommen Re-
kombinationen zwischen dem mutierten ¢-Haplotyp und der wt-Form sehr selten vor
wihrend der Meiose (Hammer et al., 1989). Die geringe Rekombinationsrate lasst
sich auf genetischer Ebene durch vier grofie Inversionen chromosomaler Bereiche in-
nerhalb des t-Komplexes (In(17)1 bis In(17)4, Abbildung 1, A) begriinden (Silver
& Artzt, 1981). Durch diese geringe Rekombinationsrate wird der ¢-Komplex in der

Regel als genetische Einheit an die nachste Generation weiter gegeben, wodurch die
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Kombination der fiir Transmission Ratio Distortion relevanten funktionellen Ein-
heiten erhalten bleibt.

In seltenen Fallen kam es jedoch zu Rekombinationen zwischen dem mutierten ¢-
Haplotyp und der wt-Form, wodurch sogenannte partielle t-Haplotypen entstanden
sind. So wird ein vollstandiger ¢-Haplotyp zum Beispiel an bis zu 98 % der Nachkom-
men weiter gegeben und besitzt die hochste erreichbare Vererbungsrate (Abbildung
1, A). Andere partielle t-Haplotypen weisen, je nachdem welche chromosomalen Be-
reiche des t-Haplotyps deletiert sind, verringerte Vererbungsraten auf. Dies fiihrt
zwangslaufig zu der Annahme, dass die hohe Vererbungsrate des t-Komplexes durch
eine Kombination verschiedener funktioneller Einheiten verursacht wird (Lyon, 1984;
Lyon, 1987, Lyon 1990; Silver & Buck, 1993).

Basierend auf genetischen Studien wurden die funktionellen Einheiten des ¢-Haplo-
typs charakterisiert und schlieflich in zwei Arten von Genen eingeteilt (Lyon, 1984).
Mary Lyon beschreibt nach ihren genetischen Analysen, dass mehrere mutierte Dis-
torter Gene (Tcds fiir t-complex distorters) additiv auf einen sogenannten Respon-
der (Ter fir t-complex responder) wirken (Lyon, 1984). Die Ergebnisse der Ana-
lysen machten deutlich, dass der Responder dabei ausschlielich in cis wirkt und
somit nur die Weitergabe der Spermienzellen beeinflusst, die auch den Responder-
Genlocus tragen (Abbildung 1, B). Diese t-Form des Responders nimmt in Lyons
Modell eine entscheidende Rolle ein und muss in heterozygoter Form anwesend sein,
um Transmission Ratio Distortion bewirken zu konnen (Lyon, M. F. 1984). Doch der
Responder allein fiihrt nicht zu der stark erhohten Vererbungsrate des t-Komplexes
von bis zu 98 %. Im Gegenteil, der Responder ohne die Distorter Gene fithrt zu einer
verringerten Vererbung des Responder tragenden Chromosoms von nur 20 %. Dieser
Effekt wird auch als t-low Effekt (Abbildung 1, C) bezeichnet (Lyon, M. F. 1984).
Daraus kann man schlieffen, dass erst durch die Distorter-Gene in Kombination mit
Ter, die selektiven Eigenschaften des Responder ans Tageslicht kommen und somit

die Kombination der zwei Arten von Genen zu Transmission Ratio Distortion fihrt.

Die Distorter Gene wirken im Gegensatz zum Responder in cis und in trans. Dies
hat zur Folge, dass die Distorter nicht zwangslaufig auf demselben Chromosom wie
der Responder lokalisert sein miissen, um die Wirkung des Responders zu entfalten
(Abbildung 1, B).

Ein interessanter Aspekt ist, dass Homozygotie einiger Distorter Sterilitdt mit sich
bringt (Lyon, 1986; Lyon, 1987). Die einzeln wirkenden Distorter scheinen zusam-

mengenommen eine so negative Wirkung zu besitzen, dass selbst der Responder
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nicht mehr in der Lage ist, diese auszugleichen. Mannliche Tiere, homozygot fiir den
gesamten t-Haplotyp, sind nicht lebensfahig. Homozygotie fiir alle Distorter scheint
mit Lethalitatsfaktoren verbunden zu sein, die sterile Mannchen aus der Populati-
on eliminieren (Lyon, 1986). Eine Spekulation ist, dass eben die Distorter, die fiir
Transmission Ratio Distortion verantwortlich sind, auch Sterilitdt bewirken kénnen
— ein Grund warum sich der ¢-Haplotyp evolutionar nicht in der gesamten Mauspo-

pulation ausbreiten konnte (Lyon, 1986).

Diese Beobachtungen fiihrten zur Entwicklung eines Modells, welches basierend auf
genetischen Daten das Phanomen der nicht-mendelschen Vererbung des t-Haplotyps
in ¢t/+-Ménnchen erkldrt (Lyon, 1984; Lyon, 1986). Die Distorter-Gene schidigen
auf unbekannte Weise die gesamte Spermienpopulation von wt- und t¢-Spermien
durch ihre Wirkung in trans und setzten die Befruchtungswahrscheinlichkeit herab.
Die Spermien die den in cis wirkenden Responder-Locus tragen, werden jedoch se-
lektiv vor dieser nachteiligen Wirkung geschiitzt. Dies hat zur Folge, dass in dem
Teil der Spermienpopulation, die unter Distorter- und Responder-Einfluss steht, die
Befruchtungswahrscheinlichkeit positiv beeinflusst wird und erhalten bleibt (Lyon,
1984; Lyon, 1986).

1.1.3 Die Verschiebung der Vererbungsrate ausgelost durch einen

veranderten Signalmechanismus

Der néchste Schritt zur Aufklarung des Phanomens Transmission Ratio Distortion
erfolgte durch die Klonierung und Charakterisierung des Responders (Ter) im Jahr
1999 durch Bernhard G. Herrmann.

Der Responder ist die mutierte Form einer Spermien-Motilitats-Kinase (SMOK1), ei-
ner neuen Klasse von Serin/Threonin-Proteinkinasen, und wird auch als SMOKT%
oder kurz als TCR bezeichnet. Genauer kodiert der Responder fiir ein Fusionstran-
skript, welches durch genetische Rekombination der Loci des Rsk3- und des Smok1-
Gens entstanden ist (Kispert et al.,1999; Herrmann et al., 1999). Im Vergleich zu
der wt-SMOK1 besitzt diese mutierte Responder-Kinase eine stark verringerte Ak-
tivitat, aufgrund von Mutationen in der Kinase-Doméne (Herrmann et al., 1999).

Protein-Kinasen sind global gesehen Signaliibertréager. Dies hatte zur Folge, dass der
molekularer Mechanismus einer veranderten Signaltransduktion dieser Kinase erst-
mals als Grundlage fiir die hohe Vererbungsrate des t-Haplotypsb postuliert wurde

(Herrmann et al., 1999).
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Abbildung 2: Molekulares Zusammenspiel der t-Komplex Faktoren. Oben: Genetischer
Vergleich des wi-Chromosoms und des ¢-Haplotyps, bestehend aus T'cd?
bis Tcd und dem Responder (Tcr). Der t-Komplex fithrt in einem he-
terozygoten Mausménnchen (¢/+) zur bevorzugten Vererbung des ¢-Allels.
Unten: Hypothese der TRD-Signalkaskade. Die TCDs stehen oberhalb von
SMOKT1 und fiihren, sowohl in wt-Spermien, als auch in ¢-Spermien zur
verstirkten Aktivierung der SMOKI1-Kinase (Hyperaktivierung). Hype-
raktiviertes SMOK1 wirkt in unbekannter Art auf das Axonem und fiihrt
zu einer gestorten Flagellenbewegung. In ¢-Spermien, nicht aber in wt-
Spermien, kann das Responder-Protein (TCR) die gesteigerte SMOK1-
Kinaseaktivitdt ausgleichen. Dies fiihrt lediglich in den ¢-Spermien zu einer
normal regulierten Flagellenfunktion (Herrmann et al., 1999).

Dieses erweiterte Modell (Abbildung 2) besagt, dass die Spermien-Motilitats-Kinase
(SMOK1) das zentrale Molekiil des TRD-Signalwegs darstellt. Die Distorter-Proteine
stehen im Signalweg oberhalb der Kinase und regulieren diese auf unbekannte Weise,
was zu einer verstiarkten Aktivitdt von SMOKI1 fithrt. Das Responder-Protein wirkt
hingegen als dominant-negatives Molekiil und ist in der Lage diese verstiarkte Akti-

vierung in Zellen, die den Responder-Lokus tragen, auszugleichen. Wenn TCR nicht
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anwesend ist, kann die verstarkte Aktivitat von SMOKI1 jedoch nicht normalisiert
werden. Die in erhohtem Mafle aktivierte Kinase wirkt dann direkt oder indirekt auf
Strukturen im Axonem, wodurch es zu Anderungen in der Flagellenfunktion und zu
einer negativen Verschiebung der Befruchtungswahrscheinlichkeit in diesen Spermi-
en kommt (Herrmann et al., 1999). Durch dieses molekular Modell von Bernhard G.
Herrmann konnte auch der ¢-low-effect (Abbildung 1, C), welcher bereits von Mary

Lyon beobachtet wurde, erstmals molekular erklart werden.

Die Besonderheit in diesem veranderten Signalmechanismus bildet demnach das Re-
sponder-Protein (TCR), welches spezifisch nur in den Zellen wirkt, die auch das
Responder-Gen tragen. Wie ist es jedoch moglich, dass die Genprodukte des Re-
sponders und somit deren positiver Einfluss fiir einen Teil der Spermienpopulation

exklusiv ist?

Spermienvorlauferzellen sind wahrend der Bildung von Spermatozoen durch zyto-
plasmatische Briicken in einem Synzytium miteinander verbunden (Huckins, 1978).
Durch diese Briicken konnen Genprodukte wie Proteine und mRNA zwischen be-
nachbarten Zellen ausgetauscht werden (Venteld et al., 2003). Genetisch verschie-
dene Zellen sind somit den selben Faktoren unterlegen und folglich phanotypisch
identisch (Venteld et al., 2003). Zelluldr miissen die Responder-Genprodukte von
diesem Austausch zwischen benachbarten Zellen ausgeschlossen sein, um selektiv
auf die Spermien wirken zu konnen, die den Responder-Locus tragen.

Tatsachlich konnte gezeigt werden, dass Genprodukte des Responders nur in 50
% der Keimzellpopulation nachweisbar sind (Véron et al., 2009). Das Responder-
Transkript ist in runden Spermatiden in der Halfte dieser Zellen lokalisiert und das
Responder-Protein wurde in reifen Spermatozoen ebenfalls in 50 % der Zellpopu-
lation nachgewiesen (Véron et al., 2009). Zudem konnte die Expression des Reson-
der-Transkripts erst vergleichsweise spat in haploiden runden Spermatiden gezeigt
werden. Das Responder-Protein wurde in Flagellen bereits elongierter Spermatiden
im Lumen eines Hodenkanélchens beobachtet (Véron et al., 2009). Scheinbar un-
terliegt die Synthese des Responder-Proteins zusatzlich einer noch nicht geklarten
translationellen Kontrolle. Wahrscheinlich spielt bei der Restriktion des Proteins das
ungewohnlich lange 5’'UTR des Responder eine entscheidende Rolle (Véron et al.,
2009).
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Abbildung 3:
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Zellulare Expression und Organisation der t-Komplex Faktoren. A: Dis-
torter Genprodukte (blau), Responder-Genprodukte (rot), SG: Sperma-
togonium, SC: Spermatocyte, RS: runde Spermatiden, ES: elongierte
Spermatiden, SZ: Spermatozoen. Distorter Genprodukte werden frith in
der Spermatogenese exprimiert und konnen iiber zelluldare Briicken zwi-
schen benachbarten Zellen ausgetauscht werden (Huckins, 1978). Die Ted-
Genprodukte wirken folglich in trans. Responder-Genprodukte werden
spater in der Spermatogenese exprimiert und nicht zwischen benachbarten
Zellen ausgetauscht, sie wirken in cis (Véron et al., 2009). B: In diesem
Fall der Spermatogenese entwickeln sich demzufolge zwei Populationen von
Spermien (Olds-Clarke, 1989). Blaues wt-Spermium: Einfluss von Teds,
gestorte Flagellenfunktion und folglich geringe Befruchtungswahrschein-
lichkeit. Rotes t-Spermium: Einfluss von Teds und Tcr, normale Flagel-
lenfunktion und folglich hohe Befruchtungswahrscheinlichkeit. C: Schema-
tische Darstellung eines Eileiters mit ¢-Spermien (rot) und wi-Spermien
(blau). Durch die normale Flagellenbewegung der ¢-Spermien, haben diese
einen Vorteil gegeniiber den wt-Spermien und konnen die Eizelle mit einer
erh6hten Wahrscheinlichkeit befruchten (Olds-Clark et al., 1997).
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Die Responder-tragenden Spermien besitzen somit einen Vorteil gegentiber den Sper-
mien, die lediglich unter Distorter-Einfluss stehen und konnen somit die Eizelle mit
einer hohen Wahrscheinlichkeit befruchten. Dies deutet zwangslaufig auf die Bildung
von zwei genetisch und phénotypisch unterschiedlichen Spermienpopulationen.

Die Prasens von zwei Populationen mit unterschiedlichen Merkmalen beziiglich der
Schwimmeigenschaften in einem heterozygoten ¢/+-Méannchen, wurde bereits im
Jahr 1993 von Patricia Olds-Clarke beobachtet. Dabei konnte Olds-Clarke qualita-
tive Unterschiede hinsichtlich der Geschwindigkeit und Linearitat der Schwimmbe-
wegung zwischen diesen zwei Spermienpopulationen zeigen (Olds-Clarke & Johnson,
1993). Eine detaillierte Zuordnung dieser Spermienpopulationen mit ihren Phéno-
typen zu den entsprechenden Genotypen konnte experimentell jedoch nicht gezeigt
werden. Dennoch liegt die Vermutung nahe, dass ¢-Spermien unter Responder- und
Distorter—Einfluss eine normale Beweglichkeit aufweisen. Wildtyp-Spermien, welche
allein unter dem Einfluss der Distorter stehen, zeigen eine gestorte Motilitat. Die
t-Spermien besitzen somit eine bessere Beweglichkeit und folglich eine erhohte Fer-

tilisationswahrscheinlichkeit gegentiber den wt-Spermien (Abbildung 3).

Das Phéanomen der Verschiebung der Vererbungsrate durch den ¢-Haplotyp wurde
weiterhin durch die Klonierung und Charakterisierung des ersten Distorters, welcher
innerhalb des genomischen Bereiches fiir Ted! lokalisiert ist, vorangetrieben (Bauer
et al., 2005).

Es konnte gezeigt werden, dass Tagapl (T-cell activation Rho GTPase-activating
protein) als Distorter funktionell ist und die Vererbungsrate beeinflussen kann.
Maéannchen, die wildtyp Tagap! tuiberexprimierten, waren verglichen zu nicht Tagap1
iiberexprimierenden Mannchen in der Lage, einen Responder-tragenden partiellen
t-Haplotyp stéarker zu vererben (Bauer et al., 2005). Die Expression von wildtyp
TAGAP1 phénokopiert demnach die Funktion eines Distorters im ¢-Haplotyp (Bau-
er et al., 2005). Durch die genetischen Daten der Transgen-Analysen konnte ge-
schlussfolgert werden, dass Tagap! im t-Haplotyp als Hypermorph vorliegt (Bauer
et al., 2005). Tatséchlich ist der Locus fiir Tagap!-Varianten im ¢-Haplotyp viermal
vorhanden, was auf eine gesteigerte Aktivitat von Tagapl-Genprodukten schlieen
lasst.

Tagap1 kodiert fiir ein G-Protein aktivierendes Molekiil ( GTPase activating protein
oder GAP), welches als Komponente des RHO-Signalweges ebenfalls Teil einer Si-
gnaliibertragung ist. Biochemische Experimente zeigten, dass TAGAP1 als GTPase
aktivierendes Protein die Hydrolyse von RHOA-GTP zu RHOA-GDP verstarkt und
somit RHOA inhibiert (Bauer et al., 2005). Neben der Auflésung des Rétsels des
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ersten Distorters konnte somit die Wichtigkeit von kleinen G-Proteinen im TRD-
Signalweg erstmals gezeigt werden. Ein Zusammenhang zwischen RHOA und der
nicht-mendelschen Vererbung in der Maus wurde genetisch jedoch nicht gezeigt.
Der zweite Distorter, Fgd2 (Rho guanine nucleotide exchange factor 2) ist inner-
halb der genomischen Region von Tecd2 lokalisiert (Bauer et al., 2007) und auch
eine Komponente von RHO-Signalwegen (Huber et al., 2008). FGD2 ist als GTP-
Austauschfaktor (guanine nucleotide exchange factor oder GEF') in der Lage das
kleine G-Protein CDC42 zu aktivieren (Huber et al., 2008). Der Funktionsverlust,
das heifit der Knock-out von Fgd2 fiihrt zu einer Reduktion der Vererbung des ¢-
Haplotyps, was direkt den Zusammenhang mit dem Signalweg von TRD verdeutlicht
(Bauer et al., 2007).

Ein weiterer Distorter, Nme3 (Nucleoside diphosphate kinase 3) ist genetisch im
Locus Ted1 des t-Haplotyps lokalisiert und wurde kiirzlich publiziert (Bauer et al.,
2012). Dieser Distorter kodiert fiir eine Nukleosid-Diphosphat-Kinase, die durch
Phosphorylierung in der Lage ist, GDP in GTP umzuwandeln und somit direkt
den Aktivator kleiner G-Proteine zu bilden. Der Knock-out des Nme3-Gens fiihrt
zu einer Reduktion der Vererbungsrate und phanokopiert somit die Funktion eines

Distorters im t-Haplotyp (Bauer et al., 2012).

Die Genprodukte der Distorter verhalten sich im Vergleich zu den Genprodukten
des Responders erwartungsgemafl wiahrend der Spermatogenese. Fiir die Distorter
kommt es zu einer in der Spermatogenese frithen Expression der mRNA (Bauer et
al., 2005; Bauer et al., 2007; Bauer et al., 2012). Die genetischen Daten zeigen, dass
diese Genprodukte zwischen benachbarten Zellen ausgetauscht werden (Lyon, 1984;
Lyon, 1990; Bauer et al., 2005; Bauer et al., 2007; Bauer et al., 2012).

Durch die Klonierung und Charakterisierung des Responders (Herrmann et al., 1999;
Véron et al., 2009) und der Distorter (Bauer et al., 2005; Bauer et al., 2007; Bauer
et al., 2012) konnte das molekulares Modell, welches die Verschiebung der Verer-
bungsrate im ¢-Haplotyp in groflen Teilen erklart, schlieSlich um die kleinen RHO-
GTPasen erweitert werden (Abbildung 4).
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Abbildung 4: Molekulares Zusammenspiel der ¢-Komplex Faktoren. Oben: Genetischer
Vergleich des wt-Chromosoms und des vollstdndigen t-Komplexes, be-
stehend aus den publizierten Teds (Tagapl, Nme3 und Fgd2) und
SMOKTer | fiihrt in einem Mausménnchen zur bevorzugten Vererbung
des t-Allels. Unten: Hypothese der TRD-Signalkaskade, basierend auf ge-
netischen Daten (Bauer et al., 2005; Bauer et al., 2007, Bauer et al.,
2012). TAGAP1, FGD2 und NMES3 fiihren, sowohl in w¢-Spermien, als
auch in ¢-Spermien, tiber kleine RHO-Proteine auf separaten Signalwe-
gen, zur verstirkten Aktivierung der SMOKI1-Kinase (Hyperaktivierung).
Hyperaktiviertes SMOK1 wirkt in unbekannter Art auf das Axonem und
fithrt zu einer gestorten Flagellenbewegung (Herrmann et al., 1999). In
t-Spermien, nicht aber in wt-Spermien, kann der Responder SMOKT" die
gesteigerte SMOK1-Kinaseaktivitat ausgleichen (Véron et al., 2009; Herr-
mann et al., 1999). Dies fithrt lediglich in den ¢-Spermien zu einer normal
regulierten Flagellenfunktion.

Im Mittelpunkt dieses Modells steht, wie im Modell von Bernhard G. Herrmann die
Spermien-Motilitats-Kinase, die ihrerseits auf nicht bekannte Weise die Spermien-
beweglichkeit beeinflusst (Herrmann et al., 1999).

TAGAP1 inhibiert ein RHO-Protein, welches wiederum direkt oder indirekt iiber
weitere molekulare Schalter hemmend auf SMOK1 wirkt. Durch die Inhibition eines
Inhibitors kommt es zu einer verstarkten Aktivierung von SMOKI.

FGD2 dagegen aktiviert eine GTPase, die ihrerseits ebenfalls als Aktivator wirkt.
Auch mit dieser zweiten Signalkaskade wird eine Aktivierung von SMOKI1 erreicht.
Folglich wird SMOK1 von den zwei bekannten Distorter-Proteinen, die oberhalb des

11
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Signalweges stehen, in hohem Mafle aktiviert (Bauer et al., 2007).

Die Zuordnung des dritten Distorter-Proteins NME3, zu dem aktivierenden bzw.
dem inhibierenden Zweig der Signalkaskade, ist nicht eindeutig geklart (Bauer et
al., 2012). Dennoch lésst sich vermuten, dass durch die gezielte Bildung von GTP
eventuell der aktivierende Signalweg verstéirkt beeinflusst wird (Bauer et al., 2012).
Das Responder-Protein ist jetzt in der Lage in dem Teil der Spermien, die den
Ter-Locus tragen, ein normales Niveau an SMOK1-Aktivitat herzustellen. Spermi-
en, die den Ter-Locus nicht tragen, profitieren von diesem Effekt jedoch nicht. In
Ter-tragenden Spermien ist nach Einfluss des Responders ein normales Niveau an
SMOK1-Kinaseaktivitat, eine normale Flagellenbewegung und somit eine hohere Be-
fruchtungswahrscheinlichkeit dieses Spermientyps vorhanden. Die anderen Spermien
besitzen dagegen noch immer eine stark erh6hte SMOK1-Aktivitat, was zu einer Be-
eintrachtigung der Motilitat und zu einer geringen Befruchtungswahrscheinlichkeit
fiihrt.

Wie SMOKI1 die Beweglichkeit eines Spermatozoon beeinflusst bzw. auf welche Fak-
toren die Kinase wirkt, ist bis zum heutigen Zeitpunkt unklar. Spekulationen deuten
auf eine Wirkung der SMOK1-Kinase am Axonem bzw. an axonemalen Strukturen
des Spermienschwanzes (Herrmann et al., 1999, Véron et al., 2009). Die Identi-
fikation und anschlieSfende Analyse von moglichen SMOK1-Interaktionspartnern in
Spermatozoen der Maus kénnte weitere Einblicke in die Regulation der Spermienmo-
tilitat liefern und wiirde letztlich zum verbesserten Verstandnis des TRD-Signalwegs

fihren.

1.2 Das Hodengewebe der Maus
1.2.1 Der strukturelle Aufbau vom Hodengewebe

Die Spermatogenese — die Entstehung von méannlichen Keimzellen — ist ein kom-
plexer Prozess im Hodengewebe, der in der Maus postnatal nach einem Zeitraum
von etwa 35 Tagen abgeschlossen ist. In diesem Intervall werden aus undifferenzier-
ten und diploiden Spermatogonien, die an der Basalmembran des Hodenkanalchens
liegen, diploide Spermatocyten gebildet, welche sich durch Meiotische Teilung (Re-
duktionsteilung) zu haploiden, runden Spermatiden entwickeln. Im weiteren Prozess
differenzieren runde zu elongierte Spermatide und bilden schliellich durch Reifung
des Spermienkopfes und des Flagellums reife Spermoatozoen (Abbildung 5 und Ab-
bildung 6) mit einem haploiden Chromosomensatz (Oakberg, 1956; Moens & Hu-
genholtz, 1075; Russell et al., 1990). Die reifen Spermienzellen wandern durch das
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Lumen in den Rete Testis und schlielich weiter in den Nebenhoden (Epididymis),

wo sie weitere Reifungsprozesse durchlaufen und gespeichert werden.

Spermatogonien

Spermatocyten

runde Spermatiden

Spermatozoen

Zellkern Sertolizelle

Sertolizelle

Abbildung 5: Schematische Darstellung eines Querschnittes durch ein Hodenkanélchen.
Die Reifung der undifferenzierten Spermatogonien, zu Spermatocyten und
runden Spermatiden bis hin zu reifen Spermatozoen erfolgt beginnend am
Rand der Sertolizelle (Aufien) nach Innen des Hodenkanélchens (Lumen).

Der Hoden selbst kann in zwei Hauptkompartimente unterteilt werden, dem Stroma
(Interstitium) und den Samenkanélchen (Tubuli seminiferi). Das Interstitium, das
Gewebe zwischen den gewundenen Samenkanéalchen besteht vornehmlich aus Binde-
gewebe, Blut- und Lymphgefafien, Leydigzellen und Macrophagen (Fawcett et al.,
1973; Mori & Christiensen, 1980; Hutson, 1994). Die Samenkanélchen, die Orte der
Spermatogenese sind umgeben von einer Bindegewebshiille mit Myofibroblasten und
einer Basalmembran (Fawcett et al., 1973; Dym & Fawcett, 1970). Sertoli-Zellen er-
strecken sich von der Peripherie des Samenkanalchens bis zum Lumen und bilden
die Epithelumgebung fiir die Reifung der verschiedenen Keimzellstadien. Mit ihren
Zellauslaufern umfassen Sertoli-Zellen die einzelnen Keimzelltypen mehr oder weni-
ger vollstandig. Sie sind etwas oberhalb der Basalmembran miteinander iiber tight
jJunctions verbunden, sodass sich innerhalb der Sertoli-Zelle eine basale Zone (enthélt
Spermoatogonien) und eine luminale Zone (enthélt alle iibrigen Stadien der Sperma-
togenese) ergeben. Spermatogonien, Spermatocyten und Spermatide sind im Verlauf
der Spermatogenese iiber zytoplasmatische Briicken in einem Synzytium miteinan-
der verbunden, da sich die Zellteilungen unvollstdndig vollzichen (Abbildung 6).

Genprodukte wie mRNA oder Proteine konnen somit zwischen benachbarten Keim-
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zellen ausgetauscht werden (Moens & Hugenholtz, 1075; Huckins, 1978; Ventela et

al., 2003).
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Abbildung 6: Darstellung der Spermatogenese in einem kleinen Ausschnitt eines Hoden-
kanélchens (A) und schematisch mit Differenzierung der Keimzellen von
Spermatogonien bis Spermatozoen (B).

1.2.2 Die Entstehung von Spermatozoen

Die Spermatogenese wird grundlegend in drei Phasen unterteilt. Einer proliferativen
Phase, in der durch Mitotische Teilung eine Vermehrung der undifferenzierten Sper-
matogonien innerhalb eines Synzytiums erreicht wird. Dieser Phase schliefit sich die
meiotische Phase an. Hier entstehen nach Reorganisation des genetischen Materials
homologer Chromosomen (crossing-over) aus priméren diploiden Spermatocyten,
sekundére haploide Spermatocyten (Meiose I), indem die homologen Chromosomen
voneinander getrennt werden. Diese Prophase der Meiose I dauert bei der Maus
ca. zwei Wochen. Im weiteren Verlauf der meiotische Phase werden die Chromati-
den eines Chromosoms voneinander getrennt und schliellich in Spermatide verpackt
(Meiose II). Die letzte der drei Phasen bildet die postmeiotische Phase (Spermioge-
nese), in der die haploiden Spermatide zu befruchtungsfiahigen Spermatozoen kom-
plettiert werden (Russel et al., 1990). In dieser Zeit bilden sich das Flagellum und
das Akrosom aus. Auflerdem wird der haploide Zellkern von seiner runden Form in

eine deutlich kleinere, kondensierte, hakenférmige Struktur gebracht.
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1.3 Entstehung der Flagellenbewegung und

Spermienmotilitat
1.3.1 Spermienmotilitit

Die Bildung der Spermatozoen erfolgt im Hoden wahrend der Spermatogenese und
Spermiogenese. Durch Modifikationen und Aktivierung der Beweglichkeit reifen die
noch unbeweglichen Spermienzellen erst im Verlauf der Befruchtung vollstandig, um

schliefllich nach erfolgreicher Akrosomenreaktion mit der Eizelle zu verschmelzen.

kapazitierungs-
inhibierende
/ Wy, =————————___ Faktoren
Prostata Motilitat T —

\._ inhibierende Y \ Kapazitation

Faktoren Y H ktivi
eraknovierun
® YP g

Ejakulation /1/‘
Aktivierung

Hoden
Bildung

l

Nebenhoden
Reifung und
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Akrosomalreaktion

fordernde Faktoren
Kapazitierungsfaktoren -

chemischer Lackstoffe .
Akrosomalreaktion

Motilitat
aktivierende
Faktoren

Yoshida et al., 2008 (modifiziert)

Abbildung 7: Schematische Darstellung der Spermienmotilitdt vom Hoden bis zur Be-
fruchtung der Eizelle. von links nach rechts: Bildung der Spermienzellen in
den Hoden, Lagerung und Reifung im Nebenhoden, mit Ejakulation erfolgt
die normale Aktivierung der Flagellenbewegung und weitere Reifungspro-
zesse, mit Kapazitation erfolgt die Hyperaktivierung, nach Akrosomal-
reaktion endet die Befruchtung mit der Verschmelzung von Samen- und
Eizelle. Die Beweglichkeit der Spermienzellen wird durch chemische Lock-
stoffe, Kapazitierungsfaktoren und Motilitatsfaktoren beeinflusst (Yoshida
et al., 2008).

Im Nebenhoden, der mit dem jeweiligen Hoden iiber den Ductuli efferentes verbun-
den ist, werden die noch nicht vollstandig gereiften und unbeweglichen Spermien-
zellen gelagert und iiber den Samenleiter als Ejakulat abgegeben. In den meisten
Saugetieren, wie zum Beispiel der Maus oder dem Mensch lassen sich zwei Arten
von Spermienmotilitdten unterscheiden — eine normal gerichtete Beweglichkeit von

Spermatozoen nach Ejakulation und eine Hyperaktivierung der Spermienzellen im
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Inneren des weiblichen Genitaltrakts.

Die normale Motilitdt von Spermien zeichnet sich durch eine gleichméflig symmetri-
sche Wellenbewegung des Flagellums mit geringer Amplitude aus, wodurch sich eine
relativ gerichtete Bewegung der Spermienzelle in leicht viskosen Medien ergibt (Ya-
nagimachi, 1994). Diese Form der Spermienbeweglichkeit ist mit hoher Wahrschein-
lichkeit die Antriebskraft fiir die kontinuierliche Bewegung der Spermien durch den
weiblichen Genitaltrakt (Turner, 2006). Die Kapazitation ist ein weiterer wichtiger
Schritt bei der Befruchtung der Oozyte durch die Samenzelle. Es handelt sich dabei
um einen Reifungsprozess bzw. einen biochemischen Umbauprozess der Samenzel-
len, bei dem auflere Glykoproteine des Spermiums entfernt und Proteine im Kopf

aktiviert werden.

Abbildung 8: Vergleich normal aktivierter und hyperaktivierter Bullen-Spermatozoen.
Mafistab: 10 pm. In den mikroskopischen Aufnahmen, rechts unten: sche-
matische Darstellung der jeweils gezeigten Flagellenbewegung. (a) normal
aktivierte Spermatozoen mit gleichméBiger Flagellenbewegung. (b) hype-
raktivierte Spermatozoen mit asymetrischer Flagellenbewegung. (c¢) pro-
gressive Schwimmbewegung von hyperaktivierten Spermatozoen in visko-
sem Medium (Yanagimachi, 1994; Ho & Suarez, 2001).

Mit Erreichen des Eileiters und erfolgter Kapazitierung vollzieht sich die Anderung
von der normalen hin zu einer verstarkten Aktivierung der Flagellenbewegung. Diese
zeichnet sich, im Vergleich zur normalen Beweglichkeit, durch eine ungleichmafige
Wellenbewegung des Flagellums mit einer vergroferten Amplitude aus, wodurch
sich die Spermienzellen in wassrigen Medien kreisformig oder in acht-férmigen Bah-

nen bewegen (Yanagimachi, 1970; Yanagimachi, 1994; Ishijima et al., 2002). Diese
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verstarkte Aktivierung der Beweglichkeit — auch Hyperaktivierung genannt — ist
notig damit sich Spermien vom Epithel des Eileiters 16sen, die Eizelle erreichen und
diese schliefflich befruchten (Suarez & Katz, 1991; Strauss et al., 1995; Ho & Suarez,
2001). In Nagern konnte ein direkter Zusammenhang zwischen der Hyperaktivie-
rung und der in vitro Befruchtungsfahigkeit von Eizellen hergestellt werden (Fraser
& Quinn, 1981; Boatman & Robbins, 1991). Obwohl mit Beginn der Kapazitierung
auch die Hyperaktivierung der Spermienzellen verbunden ist, konnte gezeigt werden,
dass diese beiden Prozesse unabhéngig voneinander ablaufen kénnen (Olds-Clarke,
1989; Marquez & Suarez, 2004). Die Hyperaktivierung von Spermatozoen wurde
weiterfithrend auch als zweiphasige Aktivierung beschrieben. Die Spermien wechseln
entsprechend den Beobachtungen zwischen der normalen Aktivierung und der Hype-
raktivierung, wodurch sich eventuell ein on/off Mechanismus der Hyperaktivierung
ableiten ldsst (Johnson et al., 1981; Tessler & Olds-Clarke, 1985). Eine vollstindige

Klarung dieser Zweiphasen-Hyperaktivierungs-Theorie bleibt jedoch abzuwarten.

1.3.2 Flagellum - Ultrastruktur als Basis fiir Spermienmotilitat

Wesentlich fiir die Funktionsfahigkeit und Motilitdat von Spermatozoen ist der kor-
rekte Aufbau des Spermienschwanzes und dessen Ultrastrukturen (Abbildung 9).
Das Flagellum kann in vier Hauptstrukturen unterteilt werden - das Verbindungs-
stiick, das Mittelstiick, das Hauptstiick und das Endstiick (Fawcett et al., 1975).
Direkt mit dem Spermienkopf verbunden ist das Verbindungsstiick (Basalplatte),
welches die Basis des Axonems bildet. Das Axonem erstreckt sich beginnend am
Kopf iiber die gesamte Lange des Flagellums bis hin zum Endstiick. Es stellt dem-
nach die Struktur dar, die allen Hauptstrukturen des Flagellums gemeinsam ist.
Bestehend aus einem Ring von neun Mikrotubuli-Dubletts und einem zentralen Mi-
krotubulipaar bildet diese Zytoskelett-Struktur den Kern des Spermienschwanzes (9
X 2 + 2 Struktur), an dem Dyneinarme lokalisiert sind, die durch Spaltung von ATP
eine gegeneinander Verschiebung der Mikrotubulistrange bewirken und somit die
Flagellenbewegung auslosen. Weiterhin befinden sich T-formige Radial Spoke Pro-
teine, ausgehend von den &ufleren Mikrotubuli-Dubletts hin zum zentralen Paar,
innerhalb des Axonems (Fawcett, 1975). Die néchste proximale Einheit nach dem
Verbindungsstiick des Flagellums ist das Mittelstiick, welches ca. 1/4 bis 1/3 der

Lange des Spermienschwanzes ausmacht.
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Abbildung 9: Schematische Darstellung eines Sdugerspermatozoen. Links: schematische
Darstellung des gesamten Spermatozoen mit Benennung der Einzelstruk-
turen. Rechts: Elektronenmikroskopische Aufnahmen von Querschnitten
durch das Mittelstiick, Hauptstiick und Endstiick eines Spermienschwan-
zes mit Benennung der Einzelstrukturen.

18



Einleitung

Das Mittelstiick ist gekennzeichnet durch das Auftreten von neun Quter Dense Fi-
bers, die gleichméfiig um die auleren Mikrotubuli-Dubletts angeordnet sind. Den
duBeren Abschluss des Mittelstiicks bildet ein Mitochondrien-Paket (mitochondriale
Scheide), welches spezifisch fiir das Mittelstiick des Spermienschwanzes ist. Sieben
der Quter Dense Fibers erstrecken sich iiber das Mittelstiick bis in das Hauptstiick
des Flagellums. Der Ubergang zwischen Mittelstiick und Hauptstiick wird als Annu-
lus bezeichnet. Zwei der Outer Dense Fibers enden mit dem Mittelstiick und werden
im Hauptstiick von der Fibrous Sheath abgelost. Die Langsrohren der Fibrous Sheath
verlaufen bis zum Ende des Haupstiickes und werden stabilisiert von umlaufenden
Transversalrippen. Das Gertist der Fibrous Sheath, das grofitenteils aus Struktur-
proteinen besteht (Eddy et al., 2003), schiitzt so die innen liegenden QOuter Dense
Fibers und das Axonem und stabilisiert die Flagellenbewegung (Fawcett, 1975; Ed-
dy, 2007). Das Mitochondrien-Paket, die Quter Dense Fibers und die Fibrous Sheath
sind Strukturen, die ausschliellich im Flagellum von Saugerspermien zu finden sind.
Im Endstiick, dem letzten Abschnitt des Spermienschwanzes ist lediglich noch das
Axonem vorhanden, umgeben von der Plasmamembran. Strukturen wie Quter Dense
Fibers und Fibrous Sheath enden mit Abschluss des Hauptstiickes.

1.3.3 Der Motor der Spermienmotilitat - das Axonem

Die Beweglichkeit des Flagellums eines Spermatozoen ist ein komplexer Prozess und
mafigeblich entscheidend fiir die Motilitat der Samenzelle und somit fiir deren Fer-
tilitat.

Die Antriebskraft eines eukaryotischen Flagellums ist das Axonem, welches als Struk-
tur am Kopf des Spermatozoen beginnt und bis zum Endstiick des Spermienschwan-
zes reicht. Die Zusammensetzung des Axonems aus axonemalen Proteinen und dem
Axonem assoziierter Molekiile ist sehr komplex und bis heute am besten in der
Grinalge Chlamydomonas reinhardtii analysiert worden. In diesem Organismus konn-
te gezeigt werden, dass Mutationen in axonemalen Proteinen zum veranderten Auf-
bau dieser Zytoskelettstruktur oder zu einer gestorten Flagellenbewegung fiihren
kénnen (Luck et al., 1977; Dutcher, 1995; Yagi & Kamiya, 1995; Smith & Lefebvre,
1996). Die hervorstechendsten Proteine des Axonems sind a- und S-Tubulin. Die

Anzahl gut charakterisierter axonemaler Proteine in Sdugern ist jedoch gering.
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FEine weitere charakterisierte Familie axonemaler Proteine sind die Motorproteine
des Axonems — die Dyneine.

Innerhalb des Axonems sind sie an den dufleren Mikrotubuli-Dubletts (genauer am
A-Tubulus) lokalisiert und tragen maBgeblich zur Bewegung des Flagellums bei.
Durch Phosphorylierung der Dyneinarme werden diese aktiviert und wandeln nach
Hydrolyse von ATP die entstandene Energie in eine mechanische Kraft um (Tash,
1989). Dadurch kommt es zu einer kurzzeitigen Interaktion der aktivierten Dynein-
ATPase mit dem direkt benachbarten dufleren Mikrotubuli-Dublett, was zu einer
Verschiebung dieses angrenzenden Dubletts fithrt (Satir, 1968; Summers & Gibb-
ons, 1971; Brokaw, 1972; Brokaw, 1989).

Durch die Verschiebung der Mikrotubuli-Dubletts und durch die Tatsache, dass
Mikrotubuli-Dubletts untereinander iiber Nexinbriicken (nexin-DRC fiir nexin dyn-
ein regqulatory compler) miteinander verbunden sind (Heuser et al., 2009), sowie
durch die Begebenheit, dass das Axonem am Spermienkopf verankert ist, kommt es
zum Abknicken bzw. zur Beugung des Spermienschwanzes. Die Dephosphorylierung
der Dynein-Arme durch Phosphatasen kehrt diesen Prozess um, wodurch das Axo-
nem wieder in die Ausgangsposition gelangt.

Einzelne Dyneine generieren eine eindirektionale Bewegung (Sale & Satir, 1977).
Erst die gezielte und asynchrone Phosphorylierung und Dephosphorylierung, und
damit einhergehend die Aktivierung und Deaktivierung von Dynein-Armen ent-
lang der gesamten Lange und des Umfangs des Axonems, fiihrt zu der normalen
Flagellenbewegung (Wargo & Smith, 2003). Diese gezielte und streng koordinier-
te Aktivierung und Deaktivierung der Dynein-Komplexe iiber die gesamte Liange
des Spermienschwanzes ist hoch komplex und nicht bis ins letzte Detail verstanden.
Dennoch miissen diese Vorgange innerhalb des Falgellums gleichzeitig und lokali-
siert an vielen verschiedenen Dyneinen ablaufen, um die Bewegung des Flagellums

ZU generieren.

Eine stark vereinfachte und schematische Darstellung der Entstehung der Flagel-

lenbewegung ist in der Abbildung 10 gezeigt und beschrieben.
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Turner, 2003 (modifiziert)

Abbildung 10: Die Entstehung der Flagellenbewegung in einem S&ugerspermatozoen.
links: Saugerspermatozoen bestehend aus Kopf und Flagellum. A-E: sehr
stark vereinfachte und schematische Darstellung von zwei nebeneinan-
der liegenden Mikrotubuli-Dubletts (ein Dublett wurde aus Griinden der
Vereinfachung als schwarzer Balken dargestellt) und daran lokalisierte
Dynein-Arme (1-4). A: keine Bewegung des Flagellums. B: Dynein 1 des
rechten Mikrotubuli-Stranges wird aktiviert und bindet das benachbar-
te linke Mikrotubuli-Dublett. C: Die aktivierte Dynein-ATPase (Dyn-
ein 1) interagiert mit dem benachbarten Mikrotubuli-Strang und ver-
schiebt diesen relativ zum Dynein-tragenden Mikrotubuli-Dublett. Die
Verbindung dieser Mikrotubuli-Dubletts durch N-DRC bewirkt ein Ab-
knicken des Spermienschwanzes. Gleichzeitig wird auch Dynein 2 des
Dynein-tragenden Mikrotubuli-Dubletts aktiviert und es kommt zur Bin-
dung des benachbarten Mikrotubuli-Dubletts unterhalb von Dynein 1. D:
Dynein-ATPase (Dynein 1) wird deaktiviert, wodurch die Bindung zum
benachbarten Mikrotubuli-Strang aufgehoben und das Abknicken des
Flagellums riickgéngig gemacht wird. Zusatzlich interagiert die aktivier-
te Dynein-ATPase (Dynein 2) mit dem benachbarten Mikrotubuli-Strang
und verschiebt diesen relativ zum Dynein-tragenden Mikrotubuli-Dublett
was zum Abknicken des Spermienschwanzes an dieser Stelle fithrt. Gleich-
zeitig wird auch Dynein 3 des rechten Mikrotubuli-Dubletts aktiviert
und es kommt zur Bindung des benachbarten Mikrotubuli-Dubletts un-
terhalb von Dynein 2. E: Zwei Dynein-ATPasen (Dynein 1 & 2) sind
deaktiviert. Die Bindung zum benachbarten Mikrotubuli-Strang ist auf-
gehoben. Dennoch interagiert die aktivierte Dynein-ATPase (Dynein 3)
mit dem benachbarten Mikrotubuli-Strang und verschiebt diesen rela-
tiv zum Dynein-tragenden Mikrotubuli-Dublett was zu einem Absinken
des Mikrotubuli-Stranges und zum Abknicken des Spermienschwanzes an
dieser Stelle fiihrt. Gleichzeitig wird auch Dynein 4 des Dynein-tragenden
Mikrotubuli-Dubletts aktiviert und es kommt zur Bindung des benach-
barten Mikrotubuli-Dubletts unterhalb des Dynein-Arm 3 (modifiziert
nach Turner et al., 2003)
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1.3.4 Regulation der Spermienmotilitat

Der Calcium-Signalweg und der cAMP/PKA Signalweg sind die zwei Signalkaska-
den, die sich im Laufe von vielen Jahren Forschungsarbeit als zentrale Mechanismen
zur Kontrolle der Spermienmotilitdt herausgestellt haben (Suarez et al., 1987; Tash
& Means, 1987; Lindemann & Goltz, 1988; White & Aitken, 1989; Brokaw, 1991;
Yanagimachi, 1994; Ho et al., 2002).

Die Regulation der Flagellenbewegung eines Spermatozoon geht unabdingbar ein-
her mit der Lokalisation motilitats-relevanter Proteine am Ort der zu generierenden
Bewegung - dem Spermienschwanz.

Die Proteinklasse der AKAPs (A-kinase PKA anchoring proteins) sind Struktur-
proteine, die ein Geriist darstellen konnen fiir Molekiile von Signalkaskaden, um
diese an ihrem Wirkort, zum Beispiel einer Mikrostruktur, zu halten. Wie der Name
bereits andeutet sind AKAPs in der Lage die Kinase PKA zu binden. Im Flagellum
sind AKAPs vornehmlich am Hauptstiick des Spermienschwanzes, genauer an der
Fibrous Sheath, lokalisiert. Durch die Bindung von PKA an diese Spermiensubstruk-
tur sind sowohl PKA, als auch eventuelle weitere motilitats-relevante Proteine des
PKA Signalwegs nahe ihrem Wirkort, dem Axonem, gebunden (Carrera et al., 1994;
Mei et al., 1997; Miki & Eddy, 1998; Mandal et al., 1999; Vijayaraghavan et al.,
1999). AKAP4 zum Beispiel ist als Strukturprotein ein wesentlicher Bestandteil der
Fibrous Sheath und in der Lage ein zweites Protein dieser Klasse, AKAP3, zu binden
(Carrera et al., 1994; Brown et al., 2003). So konnte gezeigt werden, dass Spermi-
en ohne AKAP4-Protein eine stark verringerte Motilitat besitzen, eine Reduktion
weiterer AKAP bindender Proteine im Flagellum aufweisen und unfruchtbar sind
(Carrera et al., 1994). Neben einer strukturellen Funktion besitzt diese Proteinklas-
se scheinbar auch eine funktionelle Rolle bei der Entstehung der Flagellenbewegung
und somit bei der Regulation der Spermienmotilitit (Carrera et al., 1994; Brown et
al., 2003).

Der cAMP/PKA Signalweg: In Sidugerspermien ist die cAMP abhéngige Phos-
phorylierung von Proteinen des Flagellums ein bedeutender Aspekt fiir das Auslosen
der Flagellenbewegung und den Erhalt der Motilitit eines Spermatozoons (Tash &
Means, 1982, 1983; San Agustin & Witman, 1994).

Ein bedeutendes nachgeschaltetes Molekiil von cAMP ist die Serin/Threonin Kinase
PKA (Visconti et al., 1997), welche iiber AKAPs an der Fibrillenscheide des Flagel-
lums gebunden ist (Abschnitt oben). Die Bedeutung dieser Kinase wird klar, durch

eine Studie in der gezeigt werden konnte, dass die gezielte Deletion der katalyti-
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schen Untereinheit von PKA zur Unfruchtbarkeit fithrt und dass dies mit geringer
Motilitat des Spermiums verbunden ist (Skalhegg et al., 2002). Es ist jedoch nicht
eindeutig geklart, ob PKA auf unterschiedlichen Signalwegen auf die Spermienbe-
wegung wirkt. Ein Zielprotein der Protein Kinase A ist axonemales Dynein, welches
durch PKA phosphoryliert wird. Die Phosphorylierung von Dyneinen am Axonem
des Spermatozoons ist ein wesentlicher Punkt bei der Entstehung der Flagellenbewe-
gung und wurde bereits beschrieben (Tash, 1989). Weiterhin kénnten auch bis jetzt
unbekannte Zielmolekiile oder Kinasen, die am Axonem lokalisiert sind und dort
direkt die Spermienbewegung beeinflussen, durch PKA-Phosphorylierung aktiviert
werden (Leclerc et al., 1996; Si & Olds-Clarke, 2000; Turner, 2006).

Essentiell fiir die Regulation der Flagellenbewegung ist, neben der Phosphorylierung,
die Dephosphorylierungen von Dyneinen oder anderen axonemalen Komponenten
(Tash, 1989; Tash & Bracho, 1994). In somatischen Zellen sind auch hier AKAPs
die Gertistgeber, um neben Kinasen, auch Phosphatasen am Wirkort zu binden
(Coghlan et al., 1995; Klauck et al., 1996). Sofern dieser Regulationsmechanismus
in Spermatozoen dhnlich funktioniert, wiaren AKAPs ein Organisationszentrum fiir
Kinasen und Phosphatasen und somit fiir Phosphorylierung und Dephosphorylie-
rung von axonemalen Strukturen essentiell (Turner, 2006).

Eine PKA unabhéingige Regulation der Spermienbewegung durch cAMP ist ei-
ne weitere Moglichkeit der Motilitatskontrolle. Spekulationen, dass zum Beispiel
CNG-Kanéle (Cyclic nucleotide-gated ion channels) oder GTP-Austauschfaktoren
(guanine nucleotide exchange factors, GEFs) ebenfalls von cAMP aktiviert werden
konnen, umgehen eine PKA abhéngige Regulation der Flagellenbewegung (Burton et
al, 1999). Zusétzlich sind auch Tyrosin-Phosphorylierungen, neben Serin/Threonin
Phosphorylierungen, mit Spermienmotilitét assoziiert (Tash & Bracho, 1998).

Der Calcium-Signalweg: Der Calcium-Signalweg galt lange als der Signalme-
chanismus zur Regulation der Spermienmotilitat. Er reguliert sowohl die normale,
als auch hyperaktivierte Motilitdt von Spermatozoen (Suarez et al., 1987; Tash &
Means, 1987; Lindemann & Goltz, 1988; White & Aitken, 1989; Yanagimachi, 1994;
Ho et al., 2002).

Eine zytosolische Adenylatcyclasen (sAC), die sensitiv ist fiir Calcium, wird durch
das Kation reguliert und generiert cAMP, welches wiederum PKA aktiviert und so-
mit in den cAMP /PKA-Signalweg miindet (Buck et al., 1999; Wuttke et al., 2001).
Zusatzlich gibt es Hinweise auf eine PKA-unabhangige Regulation der Motilitat
durch Calcium. So sind wahrscheinlich intrazellulire Ca®*-Lager fiir die Hyperak-

tivierung wichtig (Ho & Suarez, 2003). Aber auch extrazellulire Ca?"-Signale, die
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durch Membrankanale in das Zellinnere des Flagellums gelangen, scheinen fiir die
Regulation der Motilitét eine Rolle zu spielen (Wiesner et al., 1998; Westenbroek
& Babcock, 1999). CNG-Kanile reagieren in erster Linie auf cGMP, aber auch auf
cAMP, wodurch cAMP als Signalmolekiil neben dem cAMP/PKA Signalweg auch
zum Calcium-Signalweg zugehorig ist (Wiesner et al., 1998).

Ca?" ist des Weiteren durch Bindung an den intrazelluliren Ca?*-Rezeptor Calm-
odulin (CaM) in der Lage die Asymmetrie der Wellenbewegung des Flagellums
zu verstirken und somit die Motilitdt zu verdindern (Tash & Means, 1982). Die
Calmodulin-Kinase (CaMK) ist ein direktes Zielmolekiil des Ca?"-Rezeptors Calm-
odulin (CaM). Nach Inhibition der Calmodulin-Kinase sinkt die Motilitdt von Sper-
mien (Ignotz & Suarez, 2005; Marin-Briggiler et al., 2005). Des Weiteren fiihrt die
direkte Inhibition von Calmodulin ebenfalls zu einer verringerten Spermienmotilitat
(White & Aitken, 1989; Ahmad et al., 1995; Si & Olds-Clarke, 2000). Mit der Ab-
nahme der Motilitat geht zusatzlich eine Abnahme von Protein-Phosphorylierungen
einher, welche vermittelt wird durch eine Calcium/Calmodulin-abhéngige Phospha-
tase Namens Calcineurin (Means et al., 1982; Tash & Means, 1987; Tash et al., 1988).
Dadurch stellt CaM/CaMK/Calcineurin die zweite wichtige Achse der Regulation

von Spermienmotilitat in Saugerspermien dar.

Regulation iiber kleine G-Proteine: Neben den Regulationsmechanismen iiber
cAMP/PKA und Ca*"/CaM spielen unter anderem auch die Regulation des pH-
Wertes (Yanagimachi, 1994) und die Kontrolle durch heterotrimere G-Proteine bzw.
durch G-Proteine gesteuerte Signalwege (Hinsch et al., 1993; Nakamura et al., 1999;
Fujita et al., 2000; Carr et al., 2001) bei der Spermienmotilitidt eine wichtige Rolle.
G-Proteine bezeichnet eine Gruppe Guaninnucleotid-bindender Proteine, welche als
molekulare Schalter eine Schliisselposition in der Signalweiterleitung zwischen einem
Rezeptor und einem second messenger einnehmen. Hier unterscheidet man zwischen
heterotrimeren G-Proteine, die aus den Untereinheiten a, 5 und 7 bestehen und
zwischen monomeren G-Proteinen, auch GTPasen genannt.

Die monomeren G-Proteine konnen in die Subfamilien RAS, RHO, RAB, SAR1/ARF
und RAN unterteilt werden. Sie sind durch alternierende Bindung von entweder GTP
(aktivierte-Form) oder GDP (inaktive Form) in der Lage Signale innerhalb der Zel-
le zu iibermitteln. Die Aktivierung und Deaktivierung dieser Molekiile erfolgt tiber
GTP-Austauschfaktoren (GEFs) beziehungsweise iiber GTPase aktivierende Prote-
ine (GAPs).
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Die RHO-Subfamilie der kleinen monomeren G-Proteine, zu denen unter anderem
die Proteine RHOA, RAC1 und CDC42 zédhlen, ist dabei besonders wichtig fiir die
Organisation des Zytoskeletts der Zelle, der Zellpolaritat und der Migration, also
der gerichteten Bewegung von somatischen Zellen wie zum Beispiel Fibroblasten
oder Tumorzellen (Wittmann & Waterman-Storer, 2001; Kaibuchi et al., 1999). Es
liegt demnach die Vermutung nahe, dass Signalwege, die in Korperzellen eine Bewe-
gung hervorrufen, auch in Spermatozoen die Bewegung des Flagellums und somit

die Spermienmotilitat beeinflussen konnen.

So konnte zum Beispiel gezeigt werden, dass die kleinen G-Proteine RHOA, CD(C42
und RACI und einige ihrer Effektoren wie zum Beispiel PI(4)P5K und ROCK-1 in
Saugerspermatozoen im Spermienkopf und im Flagellum lokalisiert sind, wodurch
deren mogliche Funktion in Signalwegen wie der Akrosomalreaktion oder der Sper-
mienmotilitdt widergespiegelt wird (Ducummon & Berger, 2006). Auch die Charak-
terisierung des RHOA bindenden Proteins Rhophilin und dessen direktem Interak-
tionspartner Ropporin, als flagellare Molekiile deuten in diese Richtung (Nakamura
et al., 1999; Fujita et al., 2000). Ein direkter Beweis fiir die Involvierung von RHO-
Proteinen liefert eine Studie aus dem Jahr 1993, welche direkt die Inhibition der
Spermienmotilitdat mit der ADP-Ribosylierung von RHOA, B und C in Verbindung
bringt (Hinsch et al., 1993).

Ein weiteres Argument fiir die Regulation der Flagellenbewegung tiber G-Proteine
bzw. G-Protein gesteuerte Signalwege liefert der Signalmechanismus, welcher zu
Transmission Ratio Distortion fiihrt. Bei den bislang publizierten Distorter-Proteinen
TAGAP1, FGD2 und NME3 handelt es sich ohne Ausnahme um G-Protein regulie-
rende Molekiile (Bauer et al., 2005, Bauer et al., 2007, Bauer et al., 2012). TAGAP1
(T cell activation GTPase activating protein 1) zum Beispiel ist ein GTPase akti-
vierendes Protein (GAP), welches iiber eine RHO-GAP-Domiéne die Hydrolyse von
GTP zu GDP fiir RHOA verstarkt und somit als Inhibitor wirkt (Bauer et al., 2005).
Ein weiterer Distorter, der mit RHO-Signalwegen verbunden ist, ist FGD2 (FYVE,
RhoGEF and PH domain containing 2). FGD2 bewirkt als GTP-Austauschfaktor
(GEF) die Aktivierung von CDC42 durch Austausch von GDP zu GTP (Bauer et
al., 2007; Huber et al. 2008).
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Eine Erganzung zu den bereits beschriebenen Distorter-Molekiillen TAGAP1 und
FGD2 bildet NME3 (Nucleoside diphosphate kinase 3) (Bauer et al., 2012). Als
Nukleosid-Diphosphat-Kinase bewirkt NME3 die Umwandlung von GDP zu GTP
durch Phosphorylierung, generiert somit den Aktivator fiir kleine G-Proteine und

stellt dadurch die Verbindung zu den zwei anderen Distortern her.

Durch die Kombination der im ¢-Haplotyp mutierten Distorter-Proteine wird die
Spermien-Motilitats-Kinase in erhohten Mafle aktiviert, was zu einer veranderten
Spermienbewegung fiihrt. Erst die mutierte Form dieser Kinase (SMOK1T“R bzw.
TCR) kann diese Hyperaktivierung in dem Teil der Spermienpopulation ausglei-
chen, der Trager des Responder-Gens ist (Olds-Clarke & Johnson, 1993; Véron et
al., 2009) (Abbildung 4).
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1.4 Zielsetzung der Arbeit

Der t-Haplotyp, eine veranderte Form des Chromosom 17, wird von heterozygoten
t/+-Ménnchen bevorzugt an die néchste Generation vererbt. Mehrere im ¢-Haplotyp
vorhandene Distorter-Loci schadigen in trans die gesamte Spermienpopulation (wt-
und ¢-Spermien). Die ¢-Spermien werden durch den Responder, der ausschliefllich in
cis wirkt, alleinig geschiitzt (Lyon, 1984). Erst durch das Zusammenwirken der Dis-
torter und des Responders kommt es zur bevorzugten Vererbung des t-Haplotyps.
Basierend auf der Klonierung und Charakterisierung der Spermien-Motilitats-Kinase
(SMOKT1) sowie des Responder-Proteins (SMOK1T“R bzw. TCR) (Herrmann et al.,
1999; Véron et al., 2009), durch die genetische Studien der Distorter (Bauer et
al., 2005; Bauer et al., 2007; Bauer et al., 2012) und durch die Beobachtung von
Spermienpopulationen mit unterschiedlichen Schwimmeigenschaften in heterozygo-
ten t/+-Mannchen (Olds-Clarke & Johnson, 1993) entstand im Laufe der letzten
Jahre ein molekulares Modell zur Klarung des Phanomens der nicht-mendelschen
Vererbung in der Maus (Herrmann et al., 1999; Bauer et al., 2012). Dieses Mo-
dell beschreibt die Wechselwirkung der Distorter-Proteine mit kleinen monomeren
G-Proteinen, die mogliche Wirkung dieser RHO-Proteine entweder indirekt oder di-
rekt auf SMOK1 und den regulierenden Einfluss von SMOK1 auf die Motilitat von
Spermatozoen. Dennoch ist bis zum heutigen Zeitpunkt nicht klar, wie SMOK1 die
Flagellenbewegung und die Motilitat, d.h. die gerichtete Bewegung eines Spermato-
zoons beeinflussen kann.

Ziel dieser Arbeit war es, das Modell des RHO-SMOK1-Signalnetzwerkes néher zu
untersuchen und neue Interaktionspartner in dem Prozess der Signalweiterleitung zu
identifizieren. Dafiir sollten mit Hilfe einer umfangreichen Hefe-Zwei-Hybrid Analy-
se bislang unbekannte flagellare Faktoren, die in dem Prozess der nicht-mendelschen
Vererbung in der mannlichen Maus eine Rolle spielen, identifiziert werden. Wei-
terfithrend sollten speziell SMOK1-Bindungspartner, die in der Analyse in Saccha-
romyces cerevisiae gefunden wurden, in vivo molekular untersucht werden. Zuséatz-
lich war es notwendig die identifizierten SMOK1-Interaktionen durch verschiede-
ne Protein-Protein-Interaktionsanalysen zu verifizieren. Abschlielend sollten Inter-
aktionsstudien zwischen den kleinen G-Proteinen RAC1, CDC42, RHOA und der
Spermien-Motilitats-Kinase durchgefiithrt werden. Durch die Ergebnisse dieser Ana-
lysen sollte schliellich der Signalweg von Transmission Ratio Distortion um neue

Proteine erweitert werden.
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2 Ergebnisse (A) Identifikation von
Bindungspartnern fiir t-Komplex Faktoren mit
dem Hefe-Zwei-Hybrid System

Das molekulare Modell, welches die Wirkungsweise von Transmission Ratio Distor-
tion erklart, basiert in erster Linie auf der Klonierung und Charakterisierung der
Spermien-Motilitats-Kinase und des Responders (Herrmann et al., 1999; Véron et
al., 2009), auf den gewonnenen genetischen und biochemischen Daten der Distorter-
Studien (Bauer et al., 2005; Bauer et al., 2007; Bauer et al., 2012) und auf der Beob-
achtung und Analyse von zwei Spermienpopulationen mit unterschiedlichen Schwim-
meigenschaften (Geschwindigkeit und Linearitét) in heterozygoten ¢/+-Mausménn-
chen (Olds-Clarke & Johnson, 1993). Die Kombination dieser Beobachtungen und
die Kombination der genetischen Daten fithrte zu dem Modell, in dem SMOKI1 iiber
die Distorter-Proteine in verstarktem Mafle aktiviert wird und auf bislang unbe-
kannte Faktoren wirkt, welche wiederum mit hoher Wahrscheinlichkeit die Motilitat
einer Samenzelle beeinflussen (Herrmann et al., 1999). Welche diese Faktoren sind
und ob diese Beeinflussung der Motilitat direkt oder indirekt erfolgt ist nicht geklart,
da bis heute keine Bindungspartner fiir SMOK1 bekannt sind.

Die Methode der Hefe-Zwei-Hybrid Analyse stellt eine Technik dar, mit der es
moglich ist, Protein-Protein-Interaktionen in groflerem Umfang und direkt in dem
Modellorganismus Saccharomyces cerevisiae zu analysieren. In Kollaboration mit
Dr. Ulrich Stelzl, Dr. Josephine Worseck und Dr. Mareike Weimann wurde eine
umfangreiche Hefe-Zwei-Hybrid Analyse fiir alle im Signalweg bekannten Faktoren,

welche Transmission Ratio Distortion beeinflussen, durchgefiihrt (Abbildung 11).

Im tiblichen Ablauf einer Hefe-Zwei-Hybrid Analyse werden die zu untersuchenden
Baits einzeln gegen einen oder verschiedene Preys getestet. Eine positive Protein-
Protein-Interaktion von Bait und Prey zeigt sich dann durch Wachstum der Hefe
auf einem Selektionsnidhrboden. Im Rahmen der hier durchgefiihrten Untersuchun-
gen kam eine weiterentwickelte Hefe-Zwei-Hybrid Analyse zum Einsatz. Es wurden
alle zu testenden Baits in einem gebiindelten Ansatz gegen alle vorhandenen Preys
getestet (Pooled Screen) und interagierende Preys im néchsten Schritt, mit Hilfe des
next generation sequencing identifiziert. Diese Weiterentwicklung stellt eine Verbes-
serung dar, weil ein hoherer Durchsatz an zu testenden Interaktionen mit weniger

zeitlichem Aufwand analysiert werden kann. Die umfangreiche Prey-Bibliothek, wel-
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che in dieser Hefe-Zwei-Hybrid Analyse zum Einsatz kam und von Dr. Ulrich Stelzl
zur Verfiigung gestellt wurde, beinhaltet ~ 17000 humane und sequenzverifizierte
Volle-Lange-ORFs (ORF, open reading frame). Demzufolge wurden in dieser Hefe-
Zwei-Hybrid Analyse mausspezifische Baits-Konstrukte gegen eine humane Prey-
Bibliothek getestet.

Hefe-Zwei-Hybrid Versuch Wiederholungsversuch
Bait Matrix
3
Baits Identifikation der N 5
Pt interagierenden Preys Interaglersnda Balts
vereinigt Preypool mit NGS kénnen durch ihre
(Pool) + Plattenposition
B:::::::A identifiziert werden
> (mating)
Prey
vereinigt
(Pool) Y

Prey Matrix

Identifizierte Preys

Abbildung 11: Ablauf der Hefe-Zwei-Hybrid Analyse. links: Transformation von Baits
und Preys in die jeweiligen Hefestamme MATa (Bait-Pool) und MAT«
(Prey-Pool) mit anschliefender Fusion dieser Stdmme (mating). Aus-
plattieren der verpaarten Hefen auf Selektionsnahrboden. Identifikation
von interagierenden Preys mittels next generation sequencing (NGS).
rechts: Wiederholungstest der identifizierten Preys (entnommen einer
Hefe-Bank) einzeln gegen die Buaits als Matrix. Die Identifikation der
Baits erfolgt hier durch die Plattenposition in der Matrix.

Vor Beginn der eigentlichen Hefe-Zwei-Hybrid Analyse wurden alle Baits auf ihre
Autoaktivierungseigenschaften in Selektionsmedium getestet. Die in dieser ersten
Analyse positiv getestete Bait-Hefen wurden aussortiert. Die im Autoaktivierungs-
test als negativ identifizierten Bait-Hefen wurden schliefllich mit der Prey-Bibliothek
in einem Pool verpaart. Nach der Paarung der Bait- und Prey-Hefen, wurde der ge-
samte Hefeansatz auf Selektionsnahrboden plattiert und positive Interaktion isoliert.

Im néchsten Schritt schloss sich eine Anreicherung der interagierenden Preys mit

29



Ergebnisse

Prey-spezifischen Oligonukleotiden (pACT-5p: CCAAAGCTTCTGAATAAGCC &
pACT-3p: AATTAATTCCCGAGCCTCCA) an. Die Identifikation der interagie-
renden Preys erfolgte schlieflich mit der Hochdurchsatzsequenzierung (NGS, next
generation sequencing) in Zusammenarbeit mit Dr. Bernd Timmermann. Auch in
diesem Schritt bietet die weiterentwickelte Analyse mittels next generation sequen-
cing den Vorteil, dass sehr viele Proben (Preys) gleichzeitig und mit zeitlich geringe-
rem Aufwand identifiziert werden konnen. Zum Abschluss der Analysen wurden die
gefundenen Paarungen erneut in einem Wiederholungstest gegeneinander getestet.
Jeder Bait wurde dann einzeln gegen die identifizierten Preys, welche als Matrix an-
geordnet waren, getestet und nur Interaktionen, die erneut in dieser Untersuchung
positiv getestet werden konnten, wurden als positive und moglicherweise biologische

relevante Interaktionen angesehen.

2.1 Konstrukte fiir die Hefe-Zwei-Hybrid Analyse

Um mogliche Interaktionspartner fiir die im TRD-Signalweg involvierten Molekiile
zu identifizieren, wurden alle Faktoren als Volle-Lénge-Konstrukte (abgekiirzt FL
fir Full Length) generiert. Zusétzlich wurden Konstrukte hergestellt, welche ein-
zelne Proteindoménen bzw. Proteindoménenkombinationen beinhalten (Abbildung
12). Dabei entstanden zum Teil auch tiberlappende Konstrukte, die in einer oder
in mehreren Doménen identisch sind. Alle generierten Konstrukte wurden durch
Sequenzierung verifiziert. Da eine grofle Anzahl von Konstrukten generiert wur-
de, kam fiir die Klonierungsstrategie das Gateway-System zur Anwendung. Durch
Subklonierung der Bait-Konstrukte in den pENTR/D-TOPO Vektor, konnten diese
anschliefend in Destinationsplasmide entsprechend der jeweiligen Anwendung um-
gesetzt werden. Langwierige enzymbasierte Klonierungsstrategien wurden so umgan-
gen. Die verwendeten Destinationsvektoren fiir die Hefe-Zwei-Hybrid Analyse sind
14-pACT4-DM (Goehler, et al., 2004) und pBTM 116 D9 (Goehler, et al., 2004)
und wurden von Dr. Ulrich Stelzl zur Verfiigung gestellt.
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SMOK1 Konstrukte TIAM2 Konstrukte
reg. Domine
% SMOK1 FL —_ Kat. Doméne B vea | B TAM2FL —{BHA} Tss —PDz.  DH JPHe—
% SMOK1katD == TIAMZ AN - — '
SMOK1AC-katD — —_—
o TIAMZ APHN/TSS .
SMOK1 AN-kaiD —
TIAM2 short . -~
SMOK1 RD Bl | e |
SMOK1 AC-regD+PKA 8l 11 TIAM2 DH I
SMOK1 UBA/regD Tl ' TIAM2 PHe [ =
SMOK1 AN-regD+PKA | I  TiAaMm2 aDHPHe — (L —
# SMOK1 AN-regD B TIAMZ PHRTSS [
SMOK1 regD-C-term =
% Tiamz PHn - ——
TIAM2 TSS
FGD2 Konstrukte TAGAP1 Konstrukte
! 21bp Del in t3
FGD2 FL _-_c- PH EXVERS: PH ~ TAGAP1 FL SH3" SH3|
341
Fooz Ly — e - — TRGAPIAN I
FGD2 AN {ERRRR | . - TAGAP1 short —— ¥ K+
134G .
Fepzant _——— = THGAP1 SH3 I
% FGD2 Iso2 s T L TAGAP1 21bp Del +
$234G
FGD2Is02 t 1 L % TAGAP1 N-term
FGD2 PHIFYVE/PH T T TAGAP1 RhoGAP |
FeDza0 —— wysssop
- moprt - ———
FGD2 NtermDHPH ~ ——— T
FGD2 Neterm TAGAP1 t1 RhoGAP D
# PO LYV e TAcAP 2tte) Lt —— -
FGD2 DHPH (DT
34G
FGD2 DHPH 1 ﬂ.
% FGD2 FYVE
NME3 Konstrukte

NME3 FL wt Nukleosid-D hat-Kinase Domane

Paas

NME3 FL t —

—

Legende

% positiv getestete Konstrukte im Autoactivierungsversuch
% keine Hefe-Expressionskonstrukte nach LR-Clonase Austauschreaktion

Abbildung 12: Schematische Darstellung der klonierten Konstrukte fiir Smokl, Fgd2,

Tagapl, Nme3 und Tiam2. Dargestellt sind jeweils die Strukturen der
Proteindoménen. Mit rotem Stern markierte Konstrukte wurden im
Autoaktivierungstest positiv getestet und fanden keine Verwendung in
der Hefe-Zwei-Hybrid Analyse. Fiir das mit griinem Stern markier-
te Konstrukt konnten keine ENTRY Klone und somit keine Hefe-
Expressionsklone erzeugt werden. Fiir dieses Konstrukt entfiel ebenfalls
die Hefe-Zwei-Hybrid Analyse
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Fiir eines der SMOK1-Konstrukte (SMOK1 AN-regD) war die Austauschreaktion in
den Hefe-Destinationsvektor nach zweimaligem Durchfithren nicht erfolgreich. Die-
ser Klon konnte demnach nicht im Autoaktivierungstest getestet werden. Folglich
entfiel die Analyse dieses Klons auch in der Hefe-Zwei-Hybrid Analyse. Der Autoak-
tivierungstest der verbliebenen Bait-Konstrukte auf Selektionsndhrboden zeigt fiir
die Konstrukte SMOK1 FL und SMOK1 CD ein Hefewachstum. Scheinbar besitzt
die vollstandige katalytische Doméne von SMOKT1 eine autoaktivierende Wirkung in
der Hefe. Die Konstrukte FGD2 Iso2, FGD2 DHPH/FYVE und FGD2 FYVE sind
in diesem ersten Autoaktivierungstest ebenfalls positiv getestet worden. Ein weite-
rer Distorter-Kandidat namens TTAM2 (personliche Mitteilung von Y. Charron, H.
Bauer & B. G. Herrmann) wurde in diese Hefe-Untersuchungen miteinbezogen. Fiir
Tiam2 ADH/PHc und TIAM2 PHn sowie fiir TAGAP1 N-term zeigte sich ebenfalls
ein positives Ergebnis durch Hefewachstum. Fiir diese positiv getesteten Konstrukte

entfiel die Analyse im Hefe-Zwei-Hybrid System.

Nach Analyse mit dem Hefe-Zwei-Hybrid System und nach Durchfiihrung des Wie-
derholungstests konnten neue Bindungspartner sowohl fiir die SMOK1 (Abbildung
13), als auch fiir die Distorter-Proteine TAGAP1, FGD2, NME3 und TIAM2 (Ab-
bildung 14), identifiziert werden.

2.2 Identifikation von SMOK1-Bindungspartnern

Eine tbersichtliche Darstellung aller identifizierten SMOK-Bindungspartner, mit
Auflistung der Interaktionsstarke, der eingesetzten Bait-Proteindoméane von SMOK1
und deren Proteinstruktur, sowie eine Auflistung der jeweiligen Prey-Interaktoren
findet sich in Abbildung 13. Da die Bait-Prey-Paarungen entweder als Vierfach-
oder Zweifachbestimmung im Wiederholungstest analysiert wurden, kann die Anga-
be der Interaktionsstarke als Maf fiir die Stringenz der Protein-Protein-Interaktion
herangezogen werden. Fiir eine Vierfachbestimmung bedeutet die Interaktionsstarke
1 zum Beispiel, dass der getesteten Bait mit dem jeweiligen Prey in jedem der vier
Replikate interagiert hat. Die Interaktionsstarke 0,5 hingegen bedeutet, das der ge-
testeten Bait mit dem jeweiligen Prey in zwei von vier Replikaten interagiert hat. Die
Bindungen von SMOK1-Interaktionspartnern erfolgt ausschlieSlich mit der regulato-
rischen Proteindoméne und deren Subdomaéanenstrukturen. Das Konstrukt SMOK1
AC-regD+PKA nimmt hier eine besondere Stellung ein, da ~ 82 % der gefunde-
nen Preys mit dieser Doméne interagieren. An die gesamte regulatorische Doméne
(SMOK1 RD) binden lediglich noch ~ 14 % der identifizierten Preys. Ein Prey (AM-
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MECR1) dagegen bindet gleich an zwei iiberlappende SMOK1-Konstrukte (SMOK1
AN-regD+PKA und SMOKI1 regD-C-term) und ist somit fiir die Bindung an den
C-Terminalen Bereich von SMOK1 spezifisch.

Interaktionsstarke™) Bait Bait Proteindomine Bait Proteinstruktur Prey
— SMOK1 SMOK1 FL — I | —
0,25 SMOK1 SMOK1 RD | | P | MAEL, PRMT2, CORO2A, NEK2,

RHPN1, TRIM&9

1 SMOK1 SMOK1 AC-regD+PKA o I SERTAD4, UTP6, GPN2, HMG20B,
PPP2RSE, RASSF1, TRIMGY, CBTB24,
C100RF137, C20RF27B, ZNF557,

CDCA4

0,75 SMOK1 SMOK1 AC-regD+PKA [} 1 CCDC151, CCNL1, MTF2, PLB1,
SPATA22, SPRY2, VWASA, WWOX,
ZNF483

0,5 SMOK1 SMOK1 AC-regD+PKA | 1 C50RF36, STX11, STYX, ZNF554,
KLHL20, DNAJA3, LCK, LHX8, SNF8,
EIF3F, FAM46B, MLST8, PKNOX1,
TH1L, AKAPS

0,5 SMOK1 SMOK1 AN-regD+PKA | B | AMMECR1

1 SMOK1 SMOK1 regD-C-term | AMMECR1

) Interaktionsstirke 1 bedeutet, dass das untersuchte Bait-Prey-Paar in jedem getesteten Replikat (Vierfach- und Zweifach-
bestimmung) ein positives Interaktionsergebnis, durch Hefewachstum, zeigt

Abbildung 13: Zusammenfassende Darstellung der Smok-Prey Interaktionen aus der
Hefe-Zwei-Hybrid Analyse, unter Angabe der Interaktionsstérke. Dar-
gestellt sind das Symbol des Bait Proteins, die Symbole der Bait Prote-
indoménen, die Bait Proteinstrukturen und die Symbole der interagie-
renden Preys.

2.3 Identifikation von Bindungspartnern fiir die

t-Komplex-Distorter Proteine

Eine iibersichtliche Darstellung aller identifizierten Distorter-Bindungspartner, mit
Auflistung der Interaktionsstéarke der eingesetzten Bait-Proteindoméne des jeweili-
gen Distorters und dessen Proteinstruktur, sowie eine Auflistung der identifizierten
Prey-Proteine findet sich in Abbildung 14. Die Auflistung der Preys, die zum Beispiel
an TAGAP1 binden, macht deutlich, dass die Interaktionspartner in erster Linie mit
dem C-Terminus des TAGAP1-Proteins wechselwirken. Fiir das FGD2-Protein zeigt
sich im Gegensatz zu TAGAP1, eine bevorzugte Bindung der Prey-Proteine an den
N-Terminus. Fiir TIAM2 und NME3 wurde, fiir die Volle-Lénge-Varianten, jeweils

ein Interaktionspartner gefunden.
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Interaktionsstérke’) Bait Bait Proteindoméne Bait Proteinstruktur Prey
— TAGAP1 TAGAP1 FL — —_
1 TAGAP1 TAGAP1 short | e e TN N N BAG3, IL16
0,75 TAGAP1 TAGAP1 short —— .- WWQOX
0,25 TAGAP1 TAGAP1 short T RHPN1
1 TAGAP1 TAGAP1 SH3 o BAG3, SIAH1, WWTR1, WWP2
0,5 TAGAP1 TAGAP1 SH3 e AKAP9, CLOORF137
1 NME3 NMES FL (86) — — AMMECR1
0,5 NME3 NME3 FL (129) = - AMMECR1
— FGD2 FGD2 FL —_ e - - —
1 FGD2 FGD2 N-term —_— DNALIL
$2346
0,5 FGD2 FGD2 DHPH t1 - SPATA22
0,5 TIAM2 TIAM2 FL — — | ZNFs57

*) Interaktionsstirke 1 bedeutet, dass das untersuchte Bait-Prey-Paar in jedem getesteten Replikat (Vierfach- und Zweifach-
bestimmung) ein positives Interaktionsergebnis, durch Hefewachstum, zeigt

Abbildung 14: Zusammenfassende Darstellung der Distorter-Prey Interaktionen aus der
Hefe-Zwei-Hybrid Analyse, unter Angabe der Interaktionsstarke. Darge-
stellt sind die Symbole der Bait Proteine, die Symbole der Bait Protein-
doménen, die Bait Proteinstrukturen und die Symbole der interagieren-
den Preys.

2.4 Netzwerk zwischen t-Komplex Faktoren und

identifizierten Bindungspartnern

Die identifizierten Proteine aus der Hefe-Zwei-Hybrid Analyse konnen zusammen-
fassend in einem Protein-Protein-Interaktionsnetzwerk dargestellt werden, wobei die
Spermien-Motilitéats-Kinase, SMOK1, als zentrales Molekiil dargestellt wird (Abbil-
dung 15). Zusétzlich sind die jeweiligen Interaktionsstdrken von Protein-Protein-
Interaktionen angegeben und alle Preys, die mit mehr als einem ¢-Komplex Faktor
interagieren, durch Unterstreichung hervorgehoben. In diesem Netzwerk wird deut-
lich, dass insbesonders fiir SMOK1 neue Bindungspartner gefunden wurden. Die
Distorter-Proteine FGD2, NME3 und TAGAP1 konnten mit dem SMOK-Netzwerk
verbunden werden, TIAM2 dagegen nicht.
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DNALI1

SPATA22 CCDC151

CONLL AMMECRL
SPR'\‘%LBl SERTAD4
ZNF483 Rp‘ﬁ?lﬁﬁg

CBTB24
HMG208B
PPP2RSE
C100RF137
C20RF278
NN 2 ZNF557
ZNF554 = DCA4
FAMA46B = CLIT(I:DG
IL16 CSORF36 =
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~— RHPN1 PRMT2 W INF557

Legende: Interaktionsstirken e 1,00

—— 0,75

0,50
TRD Protein (Bait) .

0,25
Preys die mit SMOK1
und einem Distorter
interagieren

Abbildung 15: Protein-Protein-Interaktionsnetzwerk zwischen ¢-Komplex Faktoren und
den identifizierten Bindeproteinen (Hefe-Zwei-Hybrid Analyse) unter
Beriicksichtigung der Interaktionsstérke.
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2.5 Interaktion von Bindungspartnern mit zwei ¢t-Komplex

Faktoren

Nach einem Vergleich der identifizierten SMOK1-Bindungspartner und den Interak-
tionspartnern, die mit den Distortern wechselwirken, zeigt sich, dass einige Proteine

mit jeweils zwei {-Komplex Faktoren interagieren (Abbildung 16).

SPATA22 (Spermato-genesis-associated protein 22) zum Beispiel bindet an SMOK1
AC-regD+PKA und im selben Hefe-Zwei-Hybrid Test auch an die DHPH Doméne
von FGD2.

Ahnliches gilt fiir den Prey-Interaktionspartner RHPN1 (Rhophilin, Rho GTPase
binding protein 1). RHPNI interagiert ebenfalls mit SMOK1 AC-regD+PKA und
zusatzlich mit dem Distorter TAGAP1, genauer mit der Proteindoméne TAGAP1
short. Die Interaktionsstarke liegt fiir beide RHPN1-Interaktionen bei jeweils nied-
rigen 0,25.

Ein weiterer Bindungspartner fiir SMOK1 AC-regD+PKA und TAGAP1 short ist
WWOX (WW domain containing oxidoreductase). Hier liegt die jeweilige Interakti-
onsstarke jedoch bei 0,75.

AKAP9 (A-kinase PKA anchoring protein 9) ist ein weiterer Interaktionspartner,
der sowohl mit SMOK1 AC-regD+PKA als auch mit TAGAP1, genauer TAGAP1
SH3, wechselwirkt.

Der letzte Bindungspartner, der sich aus der Hefe-Zwei-Hybrid Analyse ergibt und
mit zwei t-Komplex Faktoren interagiert ist AMMECRI1 (AMME syndrome candi-
date gene 1 protein). Wie bereits beschrieben bindet AMMECRI zwei {iberlappende
Domaénen (Abbildung 16) des C-Terminus von SMOKI. Zusétzlich tritt AMMECRI

aber auch mit der wt-Form von NME3 in Wechselwirkung.

Die Tatsache, dass einige der nachgewiesenen Interaktionspartner (Preys) der Hefe-
Zwei-Hybrid Analyse parallel mit zwei ¢t-Komplex Faktoren Protein-Protein-Interaktionen
eingehen, lasst vermuten, dass diese Bindungspartner eine groflere Rolle im TRD-

Signalweg spielen, als andere Interaktoren.
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Bait 1-Prey Bait 2-Prey
Bait 1 Bait Proteindomédne 1  Hefeplatte Bait 2 Bait Proteindomane 2 Hefeplatte Prey
SMOK1 SMOK1 AC-regD+PKA m FGD2 FGD2 DHPH t1 . SPATA22
SMOK1 SMOK1 AC-regD+PKA - TAGAP1 TAGAP1 short . RHPN1
SMOK1 SMOK1 AC-regD+PKA TAGAP1 TAGAP1 short WWQOX
SMOK1 SMOK1 AC-regD+PKA TAGAP1 TAGAP1 SH3 & AKAP9
SMOK1 SMOK1 AN-regD+PKA NME3 NME3 FL (B6) . AMMECR1
SMOK1 SMOK1 regD-C-term NME3 NME3 FL (129) [ AMMECR1
Legende:

Vierfachbestimmung

flir Bait-Prey-Interaktion

|

Abbildung 16: Zusammenfassende Darstellung der Preys, die neben SMOKI1 parallel
einen Distorter binden. Dargestellt sind die Symbole der Bait Proteine,
die Symbole der Bait Proteindomé&nen, die Interaktionen der Preys und

Zweifachbestimmung
fur Bait-Prey-Interaktion

Baits auf den Hefeplatten und die Symbole der interagierenden Preys.

2.6 Klassifizierung der identifizierten Bindungspartner

Um im Detail besonders relevante Interaktionsmolekiile zu identifizieren, wurden
die Prey-Proteine unter Zuhilfenahme der aktuellen Literatur auf ihre Expression
(Huttlin et al., 2010) in Testis und auf eine bekannte Funktion in Spermatozoen un-
tersucht und klassifiziert. Eine weitere Klassifizierungen ergibt sich durch die Preys,

die in der Hefe-Zwei-Hybrid Analyse mit zwei t-Komplex Faktoren interagiert haben

(Abbildung 17).
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MLST8
CCNL1

VWASA

EIF3F
BAG3

Interaktionspartner mit Expression in Testis (Huttlin et al., 2010)
. Interaktionspartner mit bekannter Funktion in Testis

O Interaktionspartner die zwei t-Komplex Faktoren binden

Abbildung 17: Klassifizierung der identifizierten Bindungspartner. Vergleich der im
Hefe-Zwei-Hybrid Ansatz identifizierten Preys, die mit zwei ¢-Komplex
Faktoren interagieren und derer, die eine Funktion in Spermien besitzen.
Proteine, welche in der Schnittmenge liegen sind RHPN1 und SPATA22.

Die Expression auf Proteinebene konnte zum Beispiel fiir die Proteine DNAJA3,
TRIM69, C100RF137, CCNL1, CCDC151, MLSTS8, VWA5A, BAG3, EIF3F und
THI1L gezeigt werden (Huttlin et al., 2010).

Eine weitere Untergruppe aus diesen in Testis exprimierten Proteinen bildet die
Gruppe derer, die auch fiir eine Funktion im Hoden oder Spermatozoen bekannt
sind.

Das Protein MAEL (Protein maelstrom homolog) zum Beispiel spielt eine Rolle bei
der Spermatogenese und bei dem Erhalt der Keimzellintegritat (Xiao et al., 2010).
Ein weiteres Protein DNALI1 (Dynein, azonemal, light intermediate chain 1) ist
Bestandteil eines inneren Dynein-Komplexes und iiber die Bindung an Mikrotubu-
lie ein essentieller Bestandteil des Axonems (LeDizet & Piperno, 1995a; LeDizet &

38



Ergebnisse

Piperno, 1995b; Hayashi et al., 2002; Rashid et al., 2006). Somit ist DNALI1 di-
rekt mit einer flagellaren Ultrastruktur assoziiert, die mafigeblich an der Bewegung
des Spermienschwanzes beteiligt ist und somit Motilitdt beeinflusst (Hayashi et al.,
2002).

Bei dem Protein PPP2RSE (Serine/threonine-protein phosphatase 2A regulatory
subunit epsilon isoform) handelt es sich um eine regulatorische Untereinheit der
Serin/Threonin Protein Phosphatase 2 A. PP2A steht mit der Regulation der Hy-
peraktivierung durch Dephosphorylierung von Dyneinen und somit mit Motilitat in
Verbindung (Tash & Bracho, 1994; Suzuki et al., 2010).

Die Funktion des Proteins CCDC151 ( Coiled-coil domain containing 151) ist bislang
nicht bekannt. Dennoch wurde in Proteomstudien von Mausspermien die Prasenz
dieses Proteins und anderer Proteine dieser Proteinklasse gezeigt (Dorus et al., 2010).
Zusatzlich ist bekannt, dass Proteine dieser Familie, die ebenfalls eine coiled coil
Domaéane besitzen, wie zum Beispiel CCDC40 und CCDC39, fiir die Motilitat von
Zilien bzw. fiir den Aufbau der inneren Dynein Arme und des Dynein regulatori-
schen Komplex essentiell notwendig sind (Becker-Heck et al., 2011; Merveille et al.,
2011).

Ein weiteres Protein PLB1 (Phospholipase B1) ist im Nebenhoden von Meerschwein-
chen exprimiert und besitzt moglicherweise eine Funktion bei der Reifung und Ak-
tivierung von Spermien (Delagebeaudeuf et al., 1998).

STYX (Serine/threonine/tyrosine interacting protein) ist ebenfalls ein Protein mit
einer Funktion in Spermien. Dieses Protein beeinflusst in der Spermatogenese die

Reifung von Spermatiden zu Spermatozoen (Wishart & Dixon, 2002).

Auch die Gruppe der Prey-Interaktoren, die mit zwei t-Komplex Faktoren wech-
selwirken, enthalt Proteine mit einer Funktion in Spermien.

Neuste Ergebnisse haben zeigt, dass SPATA22 ein wirbeltierspezifisches Gen ist und
eine Funktion bei der meiotischen Teilung in der Spermatogenese besitzt (La Salle
et al., 2012).

RHPNT1, ein RHO-bindendes Molekiil, ist im Hauptteil des Spermienflagellums ex-
primiert und lokalisiert an den Ultrastrukturen Quter Dense Fibers und an der
Fibrillenscheide (Nakamura et al., 1999; Fujita et al., 2000), weshalb es auch als
ODF5 bezeichnet wird.

Das AKAP9 Protein ist bis jetzt nur durch die Studie von Huttlin und Kollegen aus
dem Jahr 2012 als Testisprotein bekannt (Huttlin et al., 2010). Des Weiteren sind
andere Molekiile dieser Proteinfamilie wie AKAP4 und AKAP3 ein wesentlicher Be-

standteil der Fibrous Sheath im Spermienschwanz und als Strukturproteine, bekannt
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(Carrera et al., 1994; Brown et al., 2003). Zusétzlich scheint AKAP9 mit dem Prote-
in ODF2 eine Protein-Protein-Interaktion einzugehen, was die Rolle von AKAP9 in
Spermien unterstreicht (STRING Datenbank Known and Predicted Protein-Protein
Interactions).

Eine Uberlappung wird aus den beiden Gruppen, Preys die mit zwei ¢-Komplex
Faktoren wechselwirken und Preys, die eine bekannte Funktion in Spermien besit-
zen, gebildet. Diese Uberlappung beinhaltet die Proteine SPATA22 und RHPNI1.
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3 Ergebnisse (B) Molekulare Analyse von
identifizierten SMOK1-Interaktionspartnern

3.1 Auswahl von wichtigen SMOK1-Bindungspartnern

Aus der Vielzahl von identifizierten Bindungspartnern wurden im néchsten Schritt
interessante Interaktionspartnern ausgewahlt und fiir die nachfolgenden molekularen
Analysen in vivo herangezogen. Die Auswahl der zu untersuchenden Bindungspart-

ner erfolgt nach folgenden Gesichtspunkten.

Es wurden in erster Linie Preys untersucht, die in der Hefe-Analyse eine direkte
Interaktion mit SMOK1 gezeigt haben. Der Grund fiir diese Herangehensweise ist
die zentrale Stellung der hodenspezifischen Kinase SMOK1 als Signaliibertréager im
TRD-Signalweg (Herrmann et al., 1999) und die Tatsache, dass SMOK1 bis zum heu-
tigen Zeitpunkt einzig und allein mit dem TRD-Signalweg in Verbindung gebracht
werden kann (Herrmann et al., 1999). Des Weiteren wurden vornehmlich Preys un-
tersucht, die zusatzlich zur SMOK1-Interaktionen mit einer weiteren Komponen-
te des TRD-Signalwegs, zum Beispiel einem Distorter, in Wechselwirkung getreten
sind. Die Wahrscheinlichkeit dieser Kandidaten in dem TRD-Signalweg eine Rol-
le zu spielen, ist durch die Interaktion mit zwei TRD-relevanten Faktoren deutlich
erhoht. Neben diesen Kriterien wurden zusatzlich Informationen aus der Literatur
herangezogen, um die Auswahl der Kandidaten zu erleichtern. Ein Prey wurde in die
molekularen Analysen eingeschlossen, wenn er neben den oben genannten Kriterien
auch fiir eine biochemische Funktion bei der Signalweiterleitung oder sogar fiir eine
Expression im Hoden bekannt ist.

Nach Anwendung dieser Kriterien kommen fiinf Preys fiir weitere Analysen in Frage
(Tabelle 1).

Fir AMMECRI ist in der Literatur bislang keine Funktion in Spermien bekannt.
Dennoch wird dieses Protein als Interaktionspartner weiter untersucht, weil es sehr
spezifisch mit zwei tiberlappenden SMOK1-Domanen am C-Terminalen Bereich der
Kinase interagiert hat. Neben dieser Interaktion mit SMOK1 konnte zusétzlich eine
Wechselwirkung mit dem Distorter-Protein NME3 beobachtet werden.
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Tabelle 1: Ubersicht der wichtigsten identifizierten Preys

Prey Protein-ID Genname

AMMECR1 hAMMECRI-CCSB10837 AMME syndrome candidate gene 1 protein
AKAP9 hAKAP9-CCSB14138 A-kinase PKA anchoring protein (yotiao) 9
RHPN1 hRHPN1-CCSB8341 Rhophilin, Rho GTPase binding protein 1

SPATA22 hSPATA22-CCSB2101 Spermatogenesis-associated protein 22
DNALI1 hDNALI1-CCSB11636 Dynein, axonemal, light intermediate chain 1

Das zweite Protein, welches ndher untersucht werden soll und mit SMOK1 und einem
Distorter interagiert hat, ist AKAP9. Grinde fiir die Auswahl sind die Interakti-
on von AKAP9 mit SMOK1 und dem Distorter-Protein TAGAP1 und funktionelle
Daten tiber die Proteinfamilie der AKAPs aus der Literatur. Diese Gertistproteine
lokalisieren eine Vielzahl von relevanten Signalkomponenten am Wirkort innerhalb
der Spermienzelle. So sind bereits AKAP4 und AKAP3 wesentliche Bestandteiel der
Fibrous Sheath im Spermienschwanz und als Strukturproteine und Organisations-

zentren fiir Signalmolekiile, bekannt (Carrera et al., 1994; Brown et al., 2003).

Ein weiteres Molekiil, welches als Ergebnis der sinnvollen Auswahl bestimmt wurde,
ist RHPN1. In der Hefe-Zwei-Hybrid Analyse wurde eine Interaktion von RHPN1
mit SMOK1 und TAGAP1 identifiziert. Diese Wechselwirkungen besaflen zwar ei-
ne geringe Interaktionsstarke von 0,25, aber RHPN1 ist ein RHO-bindendes Mo-
lekiil und im Hauptteil des Spermienflagellums exprimiert (Nakamura et al., 1999).
RHPN1 lokalisiert an den Substrukturen Outer Dense Fibers und an der Fibrous
Sheath des Spermienschwanzes (Fujita et al., 2000), weshalb es auch als ODF5 be-

zeichnet wird. Es ist somit ein potentiell guter Kandidat fiir weitere Analysen.

SPATAZ22 hat in der Hefe-Analyse neben der Interaktion mit SMOK1 zusétzlich eine
Wechselwirkung mit FGD2 gezeigt. Zum Zeitpunkt der Hefe-Untersuchungen gab
es zwar liber die Funktion von SPATA22 im Hoden keine Angaben, dennoch wur-
de durch den Gennamen (Spermatogenesis associated 22 auch bekannt als Testes
development-related NYD-SP20) ein Zusammenhang mit Spermien und Hodenge-
webe impliziert. Neuste Untersuchungen haben gezeigt, dass Spata22 ein wirbeltier-
spezifisches Gen und in Spermienzellen exprimiert ist (La Salle et al., 2012). Das
Protein besitzt eine Funktion bei der meiotischen Teilung in der Spermatogenese
(La Salle et al., 2012) und wurde zudem als Phosphoprotein beschrieben (Buchold,
2012). Somit ist auch SPATA22 ein guter Kandidat fiir weitere molekulare Analysen.
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Das letzte Protein, welches fiir weitere Untersuchungen in Betracht kommt, ist DNA-
LI1. Dieses Protein hat in der vorangegangenen Hefe-Analyse, sehr spezifisch mit
dem Distorter-Protein FGD2 interagiert und ist somit nicht direkt mit der Spermien-
Motilitats-Kinase, SMOK1, verbunden. Dennoch kénnen aus der Literatur wichtig
Erkenntnisse tiber die Funktion dieses Preys gewonnen werden. DNALI1 ist ein
Bestandteil der inneren Dyneinarme. Uber die Bindung an Mikrotubuli ist dieses
Protein ein essentieller Bestandteil des Axonems (LeDizet & Piperno, 1995a; LeDi-
zet & Piperno, 1995b; Hayashi et al., 2002; Rashid et al., 2006). Somit ist DNALI1
direkt mit einer flagellaren Substruktur assoziiert, die mafigeblich an der Bewegung
des Spermienschwanzes beteiligt ist und Motilitat beeinflussen kann (Hayashi et al.,
2002).

Fiir WWOX konnte in der Hefe-Analyse zwar eine Interaktion mit sowohl SMOK1
als auch TAGAP1 gezeigt werden, dennoch ist fiir dieses Prey-Protein eine Funktion

bislang nur in Zusammenhang mit Krebs bekannt (Hezova et al., 2007).

3.2 mRNA Expressionsanalyse von
SMOK1-Interaktionspartnern in der Maus

Im folgenden Abschnitt werden die Transkripte (mRNA) der Gene Ammecr1, Akap9,
Rhpnl, Spata22 und Dnalil mittels RT-PCR und durch In Situ Hybridisierung auf

Expression im relevanten Gewebe, dem Hoden analysiert.

Die Analyse der Transkripte durch RT-PCR mit genspezifischen Oligonukleotiden
zeigt die Expression der mRNA fiir die Gene Ammecrl1, Akap9, Rhpnl, Spata22 und
Dnali1 im Hodengewebe von wildtyp und t-haplotyp Tieren (Abbildung 18). Als in-
terne Negativkontrolle dienten jeweils eine Wasserprobe und eine Reaktionen ohne
Reverse Transkriptase Enzym. Eine Positivkontrolle wurde durch das Haushaltsgen
Gapdh dargestellt. Eine weitere Positivkontrolle war Rhpnl. Fiir dieses Gen ist die
Expression von mRNA im Maushoden postnatal ab Tag 18 bekannt (Anhang, Ab-
bildung 58). Diese erste Analyse zeigt eine Expression der mRNA der untersuchten

Preys in dem Gewebe in dem auch Smokl-mRNA exprimiert ist.
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Abbildung 18: RT-PCR Analyse der Gene Ammecr!, Akap9, Rhpnl, Spata22 und Dna-
lil. mRNA wurde aus wt- und ¢-Testis isoliert; Gapdh fungierte als Po-
sitivkontrolle; Wasser (H20) fungierte als interne Negativkontrolle; + /-
RT-Enzym: mit/ohne reverse Transkriptase bei der cDNA Synthese der
RNA Probe.
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Des Weiteren wurden die mRNA-Transkripte fir Ammecr1, Akap9, Rhpnl, Spata22
und Dnalil mit In Situ Hybridisierung untersucht. Durch Verwendung von spezi-
fischen anti-sense-Sonden gegen die zu analysierenden mRNAs zeigen sich fiir die
unterschiedlichen Transkripte auch unterschiedliche Signale im Querschnitt eines wt
Hodenkanélchens (Abbildung 19). Ammecr!-Transkript konnte nur sehr schwach
detektiert werden. Hier zeigt sich eine leichte Farbung der frithen Keimzellstadi-
en (differenzierte Spermatogonien und Spermatocyten). Die Férbung des Akap9-
Transkripts konnte im Vergleich zum Ammecr!-Transkript besser dargestellt wer-
den. Hier zeigen sich Signale fir Akap9-mRNA bereits im frithsten Stadium der
Keimzelldifferenzierung, in undifferenzierten Spermatogonien (Typ A) und in diffe-
renzierten Spermatogonien (Typ B). Rhpni-Transkript ist in der frithen Keimzell-
population der Typ A Spermatogonien nicht zu finden. Hier ist die Expression in
differenzierten Typ B Spermatogonien, Spermatocyten und etwas schwécher auch
in runden Spermatiden zu erkennen. Eine ahnliche Expression lasst sich auch fiir
das Spata22-Transkript feststellen. Auch hier zeigt sich die Expression der mRNA
in differenzierten Spermatogonien, Spermatocyten und Spermatiden. Wobei sich die
Expression der Spata22-mRNA gleichmafiig stark in diesen Keimzellstadien dar-
stellt. Das Dnalil-Transkript lasst sich ebenfalls in differenzierten Spermatogonien
und Spermatocyten anfarben. Fiir alle analysierten mRNAs beginnt die Transkrip-

tion somit in prameiotischen Keimzellstadien.
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Abbildung 19: In Situ Hybridisierungs-Analyse fir Ammecr!, Akap9, Rhpnl, Spata22
und Dnalil mRNA in Hoden-Querschnitten. links: In Situ Hybridisie-
rungen, jeweils inkubiert mit der anti-sense Sonde; rechts: In Situ Hy-

bridisierungen, jeweils inkubiert mit der sense Sonde (interne Kontrolle);
Mafstab: 50 pm.
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3.3 Lichtmikroskopische Proteinexpressionsanalyse

von SMOK1-Interaktionspartnern in der Maus

In der weiteren molekularen Analyse wurde auch die Expression der Proteine AM-
MECRI1, AKAP9, SPATA22 und DNALI1 in Testisgewebeschnitten und in isolier-
ten Spermatozoen des Cauda Epididymis von wt-Méannchen mittels Immunfluores-
zenzfarbung untersucht (Abbildung 20 bis Abbildung 24). Diese Analyse soll zeigen
ob und wo die Prey-Protein innerhalb des relevanten Gewebes exprimiert sind.

Die hierfiir verwendeten kommerziellen Primarantikorper wurden im Kaninchen her-
gestellt und sind gegen die humanen Proteine gerichtet. Da die Mausproteine im
Vergleich zu den menschlichen Proteinen eine sehr hohe Ahnlichkeit in ihrer Ami-
nosauresequenz besitzen, konnten die jeweiligen Primarantikorper auch gegen die

Nager-Proteine eingesetzt werden.

TUBULIN wurde als Gegenfarbung bzw. als Marker des Axonems eingesetzt und
zeigt im Hodengewebe eine Farbung in allen Zellen des Hodenkanalchens. In isolier-
ten Spermien ist, fiir die TUBULIN-Farbung, eine deutliche Markierung des Sper-
mienschwanzes zu erkennen.

Als Kontrolle wurde der, in den Farbungen verwendete, 2. Antikorper als Negativ-
kontrolle mitgefiihrt. Fiir diese Kontrolle ist keine Farbung in tubularen Zellen er-
kennbar. Des Weiteren ist, fiir die Sekundarantikorperkontrolle, keine Markierung in
Spermatozoen des Nebenhodens sichtbar. Signale, welche fiir diese Negativkontrolle
im Hodenkanal zu erkennen sind, konnen Strukturen des Interstitiums zugeordnet
werden. Diese Markierungen werden somit als Hintergrundfarbung angesehen (Ab-
bildung 20).
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Abbildung 20: Lokalisationsanalyse von TUBULIN und vom Sekundérantikorper (rot)
in Testisquerschnitten und in isolierten wt Spermatozoen des Ne-
benhodens durch Immunfluoreszenzfarbung. Gezeigt sind jeweils die
Durchlicht- (1) und die Immunfluoreszenzaufnahmen (r); DAPI (blau):
Kernfiarbung; Mafistab Testisquerschnitte: 50 pm; Maflstab Spermien: 10
pm
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Abbildung 21: Lokalisationsanalyse von AMMECRI1 (rot) in Testisquerschnitten und
in isolierten wt Spermatozoen des Nebenhodens durch Immunfluores-
zenzfarbung. Gezeigt sind jeweils die Durchlicht- (1) und die Immunfluo-
reszenzaufnahmen (r); DAPI (blau): Kernfarbung; Maflstab Testisquer-
schnitte: 50 pm; Mafistab Spermien: 10 pm

Das AMMECRI1-Protein kann im inneren Bereich des Hodenkanalchens, an elon-
gierten Spermatiden nahe dem Lumen, dargestellt werden. Die Immunfluoreszenz-
Analyse von isolierten Spermatozoen des Nebenhodens macht deutlich, dass AM-
MECRI stark am Mittelstiick (Mid Piece) und schwécher am Hauptteil (Principal

Piece) des Spermienschwanzes lokalisiert ist.

Auch das AKAP9-Protein zeigt im Hodenquerschnitt eine Farbung an dem spéten
Keimzellstadium der elongierten Spermatide. Die Farbung der isolierten Spermato-
zoen zeigt fiir AKAPY starke Signale an der akrosomalen Region des Spermienkopfes
(Abbildung 22, weiler Pfeil). Eine zweite Expressionsdoméne fiir AKAP9 zeigt sich

schwéicher im Spermienschwanz (Abbildung 22, weifle Pfeilspitzen).
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Abbildung 22: Lokalisationsanalyse von AKAP9 (rot) in Testisquerschnitten und in
isolierten wt Spermatozoen des Nebenhodens durch Immunfluores-
zenzfarbung. Gezeigt sind jeweils die Durchlicht- (1) und die Immun-
fluoreszenzaufnahmen (r); DAPI (blau): Kernfarbung; Mafistab Testis-
querschnitte: 50 pm; Maflstab Spermien: 10 pm

Fir das SPATA22-Protein konnte im Querschnitt eines Hodenkanélchens keine Ex-
pression gezeigt werden. In isolierten Spermatozoen zeigen sich jedoch zwei Ex-
pressionsdomanen fiir SPATA22. Deutlich erkennbar sind hier die Markierung der
akrosomalen Region am Spermienkopf (Abbildung 23, weile Pfeilspitze) und die
Féarbung des Verbindungsstiicks zwischen Spermienkopf und Spermienschwanz (Ab-
bildung 23, weifler Pfeil). Eine klare Expression im Flagellum ist hier nicht erkennbar
(Abbildung 23).
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Abbildung 23: Lokalisationsanalyse von SPATA22 (rot) in Testisquerschnitten und
in isolierten wt Spermatozoen des Nebenhodens durch Immunfluores-
zenzfarbung. Gezeigt sind jeweils die Durchlicht- (1) und die Immunfluo-
reszenzaufnahmen (r); DAPI (blau): Kernfarbung; Maflstab Testisquer-
schnitte: 50 pm; Mafistab Spermien: 10 pm

Im Hodenquerschnitt konnten DNALI1 Proteinsignale in frithen (differenzierte Sper-
matogonien) und spéten Keimzellstadien (elogierte Spermatide) detektiert werde.
Die Expression des Proteins DNALI1 zeigt sich in isolierten Spermatozoen starker
im Mittelteil (Mid Piece) und schwécher im Hauptteil (Principal Piece) des Sper-
mienschwanzes (Abbildung 23).

Die Expression des RHPN1-Proteins in Spermatozoen wurde bereits hinreichend
untersucht (Nakamura et al., 1999) und zeigt die Lokalisation von RHPN1 im
Hauptstiick (Principal Piece) des Spermienflagellums in der Maus (Anhang, Ab-
bildung 58).
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Abbildung 24: Lokalisationsanalyse von DNALI1 (rot) in Testisquerschnitten und in
isolierten wt Spermatozoen des Nebenhodens durch Immunfluores-
zenzfarbung. Gezeigt sind jeweils die Durchlicht- (1) und die Immun-
fluoreszenzaufnahmen (r); DAPI (blau): Kernfarbung; Mafistab Testis-
querschnitte: 50 pm; Mafistab Spermien: 10 pm

Somit zeigen die untersuchten Proteine eine Expression an Strukturen des Spermien-
schwanzes. Diese Beobachtung ist von entscheidender Bedeutung fiir die in der Hefe
identifizierten Protein-Protein-Interaktionen, da auch der Responder (SMOK1TCR)
und folglich mit einer hohen Wahrscheinlichkeit auch SMOK1 im Flagellum von
Spermien exprimiert sind (Anhang, Abbildung 59; Véron et al., 2009). Die Inter-
aktionspartner (Preys) und SMOKI sind somit koexprimiert und an den gleichen

Strukturen von Spermatozoen, an Flagellen, lokalisiert.
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Abbildung 25: Lokalisationsanalyse der Proteine AMMECRI1, AKAP9 und DNALI1
(griin) in isolierten wt Spermatozoen des Nebenhodens durch Immun-
fluoreszenzfarbung. Rahmen: Ausschnitt aus der Aufnahme und Ver-
groBerung dieser Region (rechts); DAPI (blau): Kernfarbung; TUBULIN
(rot): Markierung des Axonems; Mafistab: 10 pm
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Fiir die Proteine AMMECRI1, AKAP9 und DNALI1, welche eine gut erkennbare
Farbung entlang des Flagellums eines Spermatozoons zeigen, wurden weiterfiihrend
Doppelfarbungen mit TUBULIN durchgefithrt. Durch diese Farbungen sollte analy-
siert werden, ob die untersuchten Proteine mit TUBULIN kolokalisieren und somit
an axonemalen Strukturen zu finden sind (Abbildung 25).

Wie in der Fluoreszenzaufnahme deutlich wird, sind Proteinsignale fir AMMECR1
und AKAP9 an flagellaren Strukturen des Mittelstiicks (Mid Piece) und des Haupt-
teils (Principal Piece) zu erkennen. Eine klare Kolokalisation mit TUBULIN wird
jedoch nicht deutlich. Die Proteinsignale zeigen fir AMMECRI1 und AKAP9 eine
Férbung der dufleren Schwanzstrukturen im Mittelstiick (Mitochondrien oder Ou-
ter Dense Fibers) und Hauptteil (Fibrous Sheath oder QOuter Dense Fibers) und
eine zentrale Farbung fiir TUBULIN (Axonem) entlang des Flagellums. Fiir die
Doppelfarbung von DNALI1 und TUBULIN zeigt sich ein anderes Bild. Hier lasst
sich eine Kolokalisation der beiden Proteine besonders im Mittelstiick (Mid Piece)
und zum Teil auch im Hauptteil ( Principal Piece) des Spermienschwanzes erkennen.
Da TUBULIN als Marker fiir die zentrale Ultrastruktur Axonem eingesetzt wurde,
bestatigt die Beobachtung der Kolokalisation, dass DNALI1 am Axonem gebunden

ist.

3.4 Elektronenmikroskopische Lokalisation von
SMOK1-Interaktionspartnern in Spermatozoen des

Cauda Epididymis

Bei der Immunfluoreszenzfarbung von wt-Spermatozoen wurden die SMOK1-Inter-
aktionspartner an flagellaren Strukturen nachgewiesen. Um eine genaue Aussage
iiber die subzellulare Lokalisation der Interaktionspartner machen zu kénnen, wurde
im weiteren Verlauf untersucht an welchen Feinstrukturen innerhalb des Flagellums
die Proteine gebunden sind (Abbildung 26, 27 und 28). Immunogoldmarkierung und
anschliefende elektronenmikroskopische Untersuchungen von Ultradiinnschnitten ei-
nes wt-Nebenhodens, welcher als Lagerstatte fiir reife Spermatozoen dient, sollte
Aufschluss tiber die genaue Lokalisation der Proteine innerhalb des Spermienschwan-
zes geben. Fiir diese Analyse wurden dieselben kommerziellen Primérantikérper
benutzt, die bereits in der Immunfluoreszenzfarbung zur Anwendung kamen. Die
Analyse der Goldsignale erfolgte sowohl in Querschnitten des Hauptteils, als auch
in Querschnitten des Mittelteils, da sich diese Abschnitte des Schwanzes strukturell

besonders in ihrem &dufleren Aufbau unterscheiden. Um eindeutig die subzelluldren
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Strukturen zu bestimmen, an denen die zu untersuchenden Proteine gebunden sind,
wurde zusétzlich die prozentuale Verteilung der Proteine TUBULIN, AMMECRI,
AKAPY9, SPATA22 und DNALI1 im Flagellum von wt-Spermatozoen des Nebenho-
dens untersucht (Abbildung 29). Hierfiir wurden willkiirlich mind. 20 Querschnitte
des Hauptteils und 20 Querschnitte des Mittelteils von Flagellen ausgezahlt und die
Immunogoldsignale den Flagellenstrukturen Mitochondrien, Fibrous Sheath, Outer
Dense Fibers und Axonem zugeordnet bzw. im Harz vorkommende Immunogoldsi-
gnale als Hintergrund erfasst. Dann wurde der prozentuale Anteil bezogen auf die
Goldgesamtmenge fiir jedes der Proteine errechnet. Strukturen, deren prozentualer
Anteil des Goldsignals mindestens zweifach tiber dem prozentualen Wert des Hin-

tergrunds liegt, stellen den potentiellen Ort der Lokalisation dar.

Mittelteil (Mid Piece)

TUBULIN

Abbildung 26: Subzelluldre Lokalisationsanalyse von TUBULIN im Flagellum von wt-
Spermatozoen durch Immunogoldmarkierungen auf Ultradiinnschnitten
vom Nebenhoden. A: Querschnitte durch den Hauptteil eines Spermato-
zoen. B: Querschnitte durch den Mittelteil eines Spermatozoen. A und
B: unbearbeitete Aufnahme. A’ und B’: bearbeitete Aufnahme mit rot
hervorgehobenen Immunogoldmarkierungen. Mafstab: 150 nm
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Bei dieser Untersuchung wurden Goldsignale fiir TUBULIN im Hauptteil am Axo-
nem und im Mittelteil am Axonem und den Mitochondrien detektiert (Abbildung
26). Die Auswertung der prozentualen Verteilung ergibt jedoch eine Bindung von Tu-
bulin nur am Axonem, da die Menge der Signale mit 70 % weit tiber dem Wert vom
Hintergrund liegt (Abbildung 29). Die Anzahl der Goldsignale an den Mitochondri-
enstrukturen des Mittelstiicks liegt dagegen unter dem des Hintergrundwertes. Die
Mitochondrien stellen demnach keine Bindedoméne fiir TUBULIN dar. Die sub-
zellulire Analyse von AMMECRI1 zeigt Signale an der Fibrillenscheide und den
Outer Dense Fibers innerhalb des Hauptteils des Spermienschwanzes und an den
Mitochondrien und Outer Dense Fibers des Mittelstiickes (Abbildung 27). Durch
die Auszéhlung der Goldsignale wird dieses Bild bestétigt (Abbildung 29). Das
AMMECRI1-Protein lokalisiert somit an den &ufleren Strukturen des Spermienschwan-
zes, wie den Mitochondrien, Quter Dense Fibers und Fibrous Sheath. Die in der Im-
munfluoreszenz gestellte Vermutung konnte durch die Immunogoldfarbung bestatigt
werden. Fiir AKAP9 wurden Goldsignale in erster Linie an der Fibrillenscheide
des Hauptstiickes und den Mitochondrien des Mittelstiickes des Flagellums detek-
tiert (Abbildung 27). Nach statistischer Auszdhlung der Signale lassen sich diese
Ultrastrukturen als Bindedoménen bestatigen und zusatzlich in geringerem Ma-
Be die Quter Dense Fibers als Ort der Lokalisation beobachten (Abbildung 29).
Die in der Immunfluoreszenz aufgestellte Vermutung, dass AKAP9-Protein eher an
den aufleren flagellaren Strukturen lokalisiert ist, konnte ebenfalls durch die Im-
munogoldfarbung bestatigt werden. Goldsignale fiir SPATA22 wurden im Hauptteil
verstiarkt an den Outer Dense Fibers und in geringerem Ausmafle an den Fibrous
Sheath beobachtet. Auch am Mittelstiick des Flagellums konnten vermehrt Gold-
signale an den Quter Dense Fibers und zusatzlich an den Mitochondrien gezahlt
werden (Abbildung 28). Der Eindruck der verstérkten Bindung von SPATA22 an die
ODFs und an die mitochondriale Scheide und schwécher an die Fibrous Sheath wur-
de durch die Bestimmung der prozentualen Verteilung untermauert (Abbildung 29).
Ein anderes Bild in der Verteilung der Signale zeigt sich fiir DNALI1. Hier wurden
Signale am Axonem (Mittel- und Hauptteil des Flagellums) und an den Mitochon-
rienstrukturen (Mittelteil) lokalisiert (Abbildung 28). Die statistische Auswertung
zeigt, dass das Axonem und die Mitochondrienscheide die zwei Hauptbindedoméanen
fir DNALI1 sind (Abbildung 29). Die erste Beobachtung der Kolokalisation von
DNALI1 und TUBULIN am Axonem, die sich aus den Ergebnissen der Immunfluo-

reszenzfarbung ergab, wurde hier bestatigt.
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Abbildung 27: Subzelluldre Lokalisationsanalyse der Proteine AMMECRI1 (A, B) und
AKAP9 (C,D) im Flagellum von wt-Spermatozoen durch Immunogold-
markierungen auf Ultradiinnschnitten vom Nebenhoden. A und C: Quer-
schnitte durch den Hauptteil eines Spermatozoen. B und D: Querschnitte
durch den Mittelteil eines Spermatozoen. A,B,C,D: unbearbeitete Auf-
nahme. A’ B’,C’,D’: bearbeitete Aufnahme mit rot hervorgehobenen Im-
munogoldmarkierungen. Mafistab: 150 nm
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Hauptteil (Principal Piece)

Mittelteil (Mid Piece)
A . > i

SPATA22

DNALI1

Abbildung 28: Subzelluldre Lokalisationsanalyse der Proteine SPATA22 (A, B) und
DNALIL (C,D) im Flagellum von wt-Spermatozoen durch Immunogold-
markierungen auf Ultradiinnschnitten vom Nebenhoden. A und C: Quer-
schnitte durch den Hauptteil eines Spermatozoen. B und D: Querschnitte
durch den Mittelteil eines Spermatozoen. A,B,C,D: unbearbeitete Auf-
nahme. A’ B’,C’,D’: bearbeitete Aufnahme mit rot hervorgehobenen Im-
munogoldmarkierungen. Maf}stab: 150 nm
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Die Lokalisation von RHPN1-Protein an Ultrastrukturen des Spermienschwanzes
wurde bereits eingehend untersucht und zeigt, dass RHPN1 verstarkt an den Quter
Dense Fibers und in geringerem Mafle an der Fibrous Sheath lokalisiert ist (Anhang,
Abbildung 58; Nakamura et al., 1999). Die SMOKI1-Interaktionspartner sind dem-
nach zum grofiten Teil an den gleichen Ultrastrukturen lokalisiert wie der Responder
SMOK1T¢R yund SMOK1 (Anhang, Abbildung 59; Véron et al., 2009). Die biologi-
sche Relevanz der SMOKI1-Interaktionspartner aus der Hefe wird somit durch die
Ergebnisse der Proteinexpressionsanalysen und durch die Resultate der Lokalisati-

onsstudien stark untermauert.

m Mitochondrien ~ mFibrous Sheath Outer Dense Fibers mAxonem  mHintergrund
90 |

TUBULIN AMMECR1 AKAP9 SPATA22 DNALI1

Abbildung 29: Prozentuale Verteilung der Proteine TUBULIN, AMMECRI1, AKAP9
und DNALI1 im Flagellum von wt-Spermatozoen des Nebenhodens.
Willkiirliche Auszadhlung von mind. 20 Querschnitten des Hauptteils und
20 Querschnitten des Mittelteils von Flagellen; Immunogoldsignale wur-
den den Flagellenstrukturen Mitochondrien, Fibrous Sheath, Outer Den-
se Fibers und Axonem zugeordnet bzw. im Harz vorkommende Immuno-
goldsignale als , Hintergrund“ erfasst und der prozentuale Anteil bezogen
auf die Goldgesamtmenge fiir ein Protein errechnet.

Aus den Daten der Hefe-Zwei-Hybrid Analyse und den molekularen Untersuchun-
gen kann zusammenfassend ein Interaktionsnetzwerk generiert werden, welches die

Wechselwirkungen der untersuchten Proteine zusammenfasst (Abbildung 30).
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Es umfasst die bekannten ¢-Komplex Faktoren SMOK1, TAGAP1, FGD2 und NME3,
den Distorter-Kandidaten TTAM2 (personliche Mitteilung von Y. Charron, H. Bau-
er und B. G. Herrmann) sowie die Preys, die nach der molekularen Analyse die

Wechselwirkungen der Hefe-Zwei-Hybrid Analyse bekraftigen.

Da RHO-Proteine eine entscheidende Rolle im Signalweg von Transmission Ra-
tio Distortion spielen, wurde zusatzlich, unter zu Hilfenahme der aktuellen Litera-
tur untersucht, ob die Preys und die t-Komplex Faktoren mdéglicherweise Protein-
Protein-Interaktionen mit Rho-GTPasen eingehen konnen. FGD2 zum Beispiel ist
als GTP-Austauschfaktor (GEF) in der Lage CDC42 durch Austausch von GDP
durch GTP zu aktivieren (Huber et al., 2008). TIAM2, ebenfalls ein GEF und ein
Distorter-Kandidat des TRD-Signalweges (personliche Mitteilung von Y. Charron,
H. Bauer & B.G. Herrmann), aktiviert biochemisch die kleine RHO-GTPase RAC1
(Matsuo et al., 2002; Matsuo et al., 2003). TAGAP1, der erste bekannte Distor-
ter im TRD-Signalweg, ist dagegen in der Lage als GTPase aktivierendes Protein
(GAP) die Hydrolyse von RHOA-GTP zu verstiarken (Bauer et a., 2005). Zuséatzlich
ist RHPN1, aus der Gruppe der Preys, bekannt fiir die Bindung der kleinen GTPase
RHOA (Nakamura et al., 1999).
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Abbildung 30: Verkleinertes Interaktionsnetzwerk zwischen ¢-Komplex Faktoren und
Hefe-Bindeproteinen (schwarz), erweitert um bekannte Interaktionen mit
kleinen RHO-GTPasen (griin). Eindeutige Interaktionen: durchgezogene
Verbindungslinie. Unklare Interaktionen: unterbrochene Verbindungsli-
nie.
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4 Ergebnisse (C) Validierung von

Protein-Protein-Interaktionen

Mit Hilfe der Lumineszenz basierte IP Analyse in HEK293T Zellen sollten die iden-
tifizierten Hefeinteraktionen zwischen SMOK1 und den Prey-Proteinen AMMECRI1
und RHPN1 in vitro in Saugerzellen analysiert werden. Zusatzlich wurden die iden-
tifizierten Prey-Proteine SPATA22, DNALI1 und AKAP9 auf Interaktionen getes-
tet. Hierfiir wurden die zu untersuchenden Protein-Paarungen in eine Vertiefung
einer 96 Well-Platte transient kotransfiziert. Ein Protein dieser Paarung ist da-
bei N-Terminal mit einem ProteinA-Epitop fusioniert. Das zweite Protein der Paa-
rung besitzt am N-Terminus ein V5/Fire Epitop. 48 h nach der Kotransfektion
werden die Zellen lysiert und Bruchstiicke wie Zelltrimmer pelletiert. Proteine die
mit dem ProteinA-Epitop fusioniert sind, werden anschliefend durch Inkubation
an eine [gG-Matrix gebunden. Nach mehrfachem Waschen der Matrix sind ledig-
lich noch die ProteinA-Molekiile und mdégliche V5 /Fire-Interaktionspartner an der
Matrix gebunden. Die Interaktionen von Protein-Paarungen konnen dann, nach Sub-
stratzugabe, durch das Lumineszenzsignal des Bindungspartners (V5/Fire-Epitop)

detektiert werden.

4.1 Lumineszenz basierte IP Analyse

Mit Hilfe der Protein-Protein-Interaktionsstudien in der Hefe konnten neue Bin-
dungspartnern fiir SMOK1 identifiziert werden. Die Beobachtungen des vorher-
gehenden Kapitels zeigen zudem, dass diese neuen Bindungspartner, sowohl auf
mRNA-Ebene als auch auf Proteinebene, im Hodengewebe und in reifen Sperma-
tozoen exprimiert sind. Des Weiteren konnte, durch die elektronenmikroskopischen
Analysen, die subzelluldre Lokalisation dieser neuen SMOK1-Bindungspartner iden-
tifiziert werden. Aus den erlangten Ergebnissen zeigt sich, dass SMOK1 und die
neu identifizierten Interaktionspartner mit hoher Wahrscheinlichkeit an den gleichen

Strukturen innerhalb des Spermienflagellums kolokalisiert sind.
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Abbildung 31: Schematische Darstellung der Lumineszenz basierte IP Analyse. Diese
Darstellung ist an eine Illustration von Dr. Frank Schwarz, vom German
Cancer Research Center, angelehnt.
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Vor Versuchsbeginn wurden alle hergestellten V5/Fire-Fusionsproteine auf ihre Ex-
pression in HEK293T-Zellen getestet. Hierfiir wurden die V5 /Fire-Konstrukte tran-
sient in HEK293T-Zellen transfiziert. Das Luciferase-Signal konnte dann nach 48 h,
durch Zugabe eines Luciferase-Substrats zum Proteinlysat, gemessen werden. Hier
konnte fiir alle V5/Fire-Konstrukte, ausgenommen der Konstrukte V5/Fire-SMOK
FL und V5/Fire-FGD2 N-term, ein stabiles Signal generiert werden. Die Expressi-
on der Konstrukte V5/Fire-SMOK FL und V5/Fire-FGD2 N-term war in diesem
Vorversuch mit einer nicht transfizierten Probe vergleichbar. Dies bedeutet, dass
die Konstrukte V5/Fire-SMOK FL und V5/Fire-FGD2 N-term nicht ausreichend

exprimiert werden.

Die Expression der ProteinA-Varianten wurde nicht zusatzlich im Western-Blot un-
tersucht. Hier wird angenommen, dass aufgrund der stabilen Expression der V5 /Fire-
Fusionsproteine auch eine stabile Expression der ProteinA-Varianten sehr wahr-
scheinlich ist. Da fiir die Konstrukte V5/Fire-SMOK FL und V5/Fire-FGD2 N-term
im Vortest kein Luciferase-Signal gemessen werden konnte, wird im Umkehrschluss
angenommen, dass neben den Fire-Konstrukten auch die ProteinA-Varianten nicht
exprimiert sind. Die beiden Konstrukte ProteinA-SMOK FL und ProteinA-FGD2
N-term wurden in den durchgefiihrten Experimenten als Negativkontrollen einge-
setzt.

Die gemessenen Werte werden fiir eine Protein-Protein-Interaktion (RLU Output)
gegen den Expressionswert des transfizierten V5/Fire-Konstruktes (RLU Input)
normalisiert und im Anschluss ins Verhéltnis zur verwendeten Negativkontrolle ge-
setzt, um den Wert der relativen Bindung zu erhalten.

Fiir die Messungen der Protein-Protein-Wechselwirkungen wurden Dreifachbestim-
mungen durchgefiihrt. Eine Protein-Protein-Interaktion muss mindestens den Wert
2 fiir die relative Bindung erreichen (zweifach iiber dem Wert der Negativkontrolle),
um als positive Interaktion gewertet werden zu konnen. Wenn der Wert der relative
Bindung zwischen 1,5 und 2 liegt, wird die Interaktion als unklar, jedoch mit einer

positiven Tendenz in Richtung Proteinbindung, eingestuft.
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Abbildung 32: Lumineszenz basierte IP Analyse zwischen AMMECRI1-V5/Fire und
SMOK-ProtA-Varianten, sowie zwischen AMMECRI1-V5/Fire und
NME3-ProtA. A: Kotransfektionen von Ammecrl-Fire und Smok-ProtA-
Konstrukten bzw. Nme3-ProtA-Konstrukten in HEK293-Zellen mit an-
schliefender lumineszenz basierte IP Analyse zeigt, dass die Proteinvari-
anten Smok RD, Smokl AN-regD+PKA und Smok regD-C-term, sowie
NME3 FI wt und NME3 FL t an AMMECRI1 binden kénnen. B: Darstel-
lung der verwendeten SMOK und NME3-Konstrukte mit tabellarischer
Zusammenfassung der identifizierten AMMECR1-Interaktionen.

Die erste Versuchsanordnung zeigt die getesteten Interaktionen zwischen dem Fu-
sionsprotein V5/Fire-:AMMECR1 und ProteinA-SMOKI1-Doménenvarianten bzw.
zwischen dem Fusionsprotein V5/Fire-AMMECR1 und dem ProteinA-NME3 (Ab-
bildung 32). Hier wird deutlich, dass die SMOK1 Variante SMOK1 AC-regD+PKA
vergleichbar mit dem Wert der Negativkontrolle ist und demnach nicht an AMME-
CR1 bindet. Eine andere ProteinA-SMOKI1-Domanenvariante, SMOK1 RD, zeigt
mit einem Wert von 1,8 fiir die relative Bindung bereits eine positive Tendenz be-

zogen auf die Bindung an SMOK1, dennoch wird diese Interaktion als unsicher ein-
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gestuft. Der Wert der SMOK1 RD-AMMECRI1-Interaktion liegt knapp unter dem
Wert der Negativkontrolle. Die Domédnen SMOK1 AN-regD+PKA und SMOK1
regD-C-term zeigen eine Bindung an AMMECRI1. Wie in der Hefe-Zwei-Hybrid
Analyse kann aus diesen Ergebnissen geschlussfolgert werden, dass AMMECR1 mit
dem C-Terminalen Bereich der regulatorischen Doméne von SMOKI1 eine Bindung
eingeht. Auch das ProteinA-NME3 zeigt, sowohl in der wt-Form, als auch in der
mutierten t-haplotyp-Form, eine Interaktion mit AMMECRI1. Hier liegen die Werte
der relativen Bindung sogar 4x (NME3 wt) und 3,5x (NME3 t) iiber der Negativ-
kontrolle. Somit konnten auch hier die Ergebnisse der Hefe-Zwei-Hybrid Analyse
bestatigt werden. Die Tatsache, dass die bestéatigten Interaktionen fiir SMOK1 und
AMMECRI nur zweifach tiber dem Wert der Negativkontrolle liegen, konnte gene-

rell auf eine instabile bzw. schwache Interaktion deuten.

Im zweiten Versuchsansatz wurden die Interaktionen von SMOK1 und TAGAP1
mit RHPN1 né&her untersucht (Abbildung 33). Die getesteten Doménen SMOK1
RD und SMOK1 AC-regD+PKA zeigen keine Interaktion mit RHPN1 im Vergleich
zur Negativkontrolle. An dieser Stelle muss angemerkt werden, dass die Interaktion
zwischen RHPN1 und SMOK1 AC-regD+PKA bzw. TAGAP1 short bereits in der
Hefe nur eine Interaktionsstarke von 0,25 gezeigt haben. Vermutlich handelt es sich
bei der SMOK1-RHPN1 Interaktion um eine sehr schwache oder transiente Bindung,
die mit dieser Art Versuchsansatz nicht bestétigt werden kann. TAGAP1 short und
TAGAP1 FL binden mit einem Wert der relativen Bindung iiber 1,5 vergleichbar an
das V5/Fire-RHPN1 Protein. Dennoch liegen die Werte der relativen Bindung der
Interaktion mit ~1,7 (TAGAP1 FL) und ~1,6 (TAGAP1 short) unter der Forderung,
dass fiir eine eindeutige Bindung dieser Wert 2x tiber dem der Negativkontrolle lie-
gen muss. Fiir TAGAP1 zeichnet sich fiir die Interaktion mit RHPN1 demnach eine
tendenzielle Richtung ab. Dennoch kann die TAGAP1-RHPN1 Interaktion nicht als
eindeutig bewertet werden. Allein die Tatsache, dass diese Interaktion bereits in der
Hefe gefunden wurde, ebenfalls als schwache Interaktion, konnte auf eine biologische
Relevanz dieser Wechselwirkung deuten. Mit TAGAP1 SH3 konnte fiir RHPN1 kei-
ne Interaktion festgestellt werden. Hier liegt der Wert der relativen Bindung unter
dem Wert der Negativkontrolle. Die positive Tendenz einer Bindung von RHPN1 an
zwei TAGAP1-Doméanen konnte auf eine Bindungsstelle fiir RHPN1 zwischen dem
C-Terminus der RHO-GAP Doméne und den SH3-Doménen am C-Terminus von
TAGAP1 deuten.
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Abbildung 33: Lumineszenz basierte IP Analyse zwischen RHPN1-V5/Fire und SMOK-
bzw. TAGAPI1-ProtA-Varianten. A: Kotransfektionen von Rhpnl-Fire
und Smok-ProtA-Konstrukten bzw. Rhpnl-Fire und TAGAP1-ProtA-
Konstrukten in HEK293-Zellen mit anschliefender lumineszenz basierte
IP Analyse zeigt, dass das TAGAP1 FL und TAGAP1 short in vitro die
Tendenz zeigen mit RHPN1 interagieren zu kénnen. B: Darstellung der
verwendeten SMOK- bzw. Tagap-Konstrukte mit tabellarischer Zusam-
menfassung der identifizierten RHPN1-Interaktionen.
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Abbildung 34:

Lumineszenz basierte IP Analyse. A: Kotransfektion von SPATA22-Fire
mit verschiedenen Prot A-Konstrukten zeigt, dass SPATA22 mit AMME-
CR1 in vitro interagiert und tendenziell auch FGD2, AKAP9 und DNA-
LI1 binden kann. B: Kotransfektion von DNALI1-Fire mit verschiedenen
ProtA-Konstrukten zeigt, dass DNALI1 in vitro dimerisiert. Tendenzi-
ell lasst sich eine Interaktion zwischen DNALI1 und FGD2 und zwischen
DNALI1 und AMMECRI1 vermuten. C: Kotransfektion von AKAP9-Fire
mit verschiedenen ProtA-Konstrukten zeigt, dass AKAPY in vitro dime-
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Im letzten Versuchsansatz zur Lumineszenz basierten IP Analyse wurden die ver-
bleibenden V5/Fire-Proteine SPATA22, DNALI1 und AKAP9 gegen verschiedene
ProtA-Bindungspartner getestet. FGD2 FL wurde auf eine mogliche Bindung der
V5 /Fire-Proteine SPATA22, DNALI1 und AKAP9 untersucht, weil in der Hefe In-
teraktionen zwischen FGD2 und SPATA22, sowie zwischen FGD2 und DNALI1 iden-
tifiziert wurden. Die Interaktionen zwischen SMOK1 und SPATA22, sowie zwischen
SMOK1 und AKAP9, welche bereits in der Hefe mit dem Konstrukt SMOK1 AC-
regD+PKA gefunden wurden, wurden in diesem Versuchsaufbau ebenfalls analy-
siert. Zusatzlich wurden die Preys auch auf mogliche Interaktionen untereinander
getestet (Abbildung 34).

Das Fusionsprotein V5/Fire-SPATA22 zeigt in dieser Analyse eine eindeutige, bis-
lang nicht bekannte Interaktion mit dem Protein AMMECRI. Hier liegt der Wert
der relativen Bindung mit 8,5 weit iber dem Wert der Negativkontrolle. Zusatzlich
zeigt sich auch die Tendenz einer Bindung zwischen SPATA22 und FGD2 DHPH
(1,8), zwischen SPATA22 und AKAP9 (1,8) und zwischen SPATA22 und DNALI1
(1,8). Diese Bindungen sind auf Grund der Werte der relativen Bindungen als nicht
eindeutig einzustufen. Die Wechselwirkung zwischen SPATA22 und FGD2 DHPH
ist eine Interaktion, die bereits in der Hefe-Analyse identifiziert wurde. Dieses erste
Hefe-Ergebnis wurde demnach durch die positive Tendenz einer Bindung in der Lu-
mineszenz basierten IP Analyse bestiarkt. Die Tendenzen der Bindungen zwischen
SPATA22 und AKAP9 bzw. DNALI1 sind bislang nicht beobachtet worden und bil-

den mogliche neue Verkniipfungen innerhalb des Interaktionsnetzwerks.

Das Fusionsprotein V5/Fire-DNALI1 zeigt eine stabile und starke Interaktion mit
der DNALI1 ProteinA-Variante (relative Bindung von DNALI1 40,9). Dies bedeu-
tet, dass DNALI1 in der Lage ist zu Dimerisieren. Ebenfalls eine Tendenz fiir eine
Interaktion zeigt FGD2 FL mit DNALI1. Diese Bindung ist mit einem Wert von
1,5 fiir die relative Bindung an DNALI1 als unsicher einzustufen. Interessanterweise
zeigt auch AMMECRI eine Tendenz fiir eine bislang unbekannte Protein-Bindung
mit DNALI1. Hier liegt der Wert der relativen Bindung ebenfalls bei 1,5. Folglich
muss auch diese Interaktion als unsicher eingestuft werden.

Fiir das V5/Fire-AKAP9 Protein konnte eine starke Bindung mit dem ProtA-
AKAP9 Protein gezeigt werden. Auch hier kann es zu einer Dimerisierung von
AKAP9 kommen. Weitere Tendenzen von Bindungen mit AKAP9 wurden nicht
beobachtet.
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Eine Zusammenfassung aller in der Lumineszenz basierten IP-Analyse getesteten

Protein-Protein-Wechselwirkungen ist in der Abbildung 35 dargestellt.

Proteinl | Proteinl Doméane Protein2 Domdne Bindung
SMOK1 SMOK1 regD AMMECR1 (+)
SMOK1 AC-regD+PKA AMMECR1 _
SMOK1 AN-regD+PKA AMMECR1 +
SMOK1 regD-C-term AMMECR1 +
SMOK1 regD RHPN1 _
SMOK1 AC-regD+PKA RHPN1
SMOK1 AC-regD+PKA DNALI1 _
SMOK1 AC-regD+PKA SPATA22 -
SMOK1 AC-regD+PKA AKAP9 _
TAGAP1 TAGAP1 FL RHPN1 (+)
TAGAP1 SH3 RHPN1 -
TAGAP1 short RHPN1 (+)
FGD2 FGD2 FL SPATA22 -
FGD2 DHPH SPATA22 (+)
FGD2 FL DNALI1 (+)
FGD2 FL AKAP9Y -
NME3 wt-NME3 FL AMMECR1 +
t-NME3 FL AMMECR1 +
AMMECRL | AMMECR1 SMOK1 regD (+)
AMMECR1 SMOK1 AC-regD+PKA -
AMMECR1 SMOK1 AN-regD+PKA +
AMMECR1 SMOK1 regD-C-term +
AMMECR1 wt-NME3 FL +
AMMECR1 t-NME3 FL +
AMMECR1 SPATA22 +
AMMECR1 DNALI1 (+)
AMMECR1 AKAP9Y -
DNALI1 DNALI1 FGD2 FL (+)
DNALI1 SMOK1 AC-regD+PKA -
DNALI1 AKAP9 -
DNALI1 DNALI1 +
DNALI1 SPATA22 -
DNALI1 AMMECR1 (+)
SPATA22 | SPATA22 FGD2 -
SPATA22 FGD2 DHPH (+)
SPATA22 SMOK1 AC-regD+PKA -
SPATA22 AKAP9 (+)
SPATA22 DNALI1 (+)
SPATA22 SPATA22 -
SPATA22 AMMECR1 +
AKAP9 AKAP9 FGD2 -
AKAP9Y SMOK1 AC-regD+PKA -
AKAPY AKAP9 +
AKAPY DNALI1 -
AKAP9 SPATA22 (+)
AKAP9Y AMMECR1 -
RHPN1 RHPN1 SMOK1 regD -
RHPN1 SMOK1 AC-regD+PKA -
RHPN1 TAGAP1 FL (+)
RHPN1 TAGAP1 SH3 -
RHPN1 TAGAP1 short (+)

Legende:
+ positive Bindung
(+) Bindung unklar

- keine Bindung

Protein:
AMMECR1
AKAP9
RHPN1
SPATA22
DNALI1

Protein ID:
=hAMMECR1-CCSB10837
=hAKAP9-CCSB14138
=hRHPN1-CCSB8341

= hSPATA22-CCSB2101

= hDNALI1-CCSB11636

Abbildung 35: Zusammenfassung der Lumineszenz basierten IP-Analyse mit Angabe
der Domanen der getesteten Proteine und mit Beurteilung der Bindung.
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Durch die Kombination der Daten aus dem Hefe-Zwei-Hybrid System und den Er-
gebnissen der Lumineszenz basierten IP Analyse konnten einzelne Protein-Protein-
Interaktionen zwischen den Preys und SMOK1 und zwischen den Preys und Distor-
ter-Proteinen bestatigt und erganzend im Interaktionsnetzwerk dargestellt werden
(Abbildung 36).

Die eindeutigen Protein-Protein-Interaktionen wurden mit einer durchgezogenen Li-
nie dargestellt. Auflerdem wurden unklare bzw. nicht eindeutige Protein-Protein-
Interaktionen mit einer unterbrochenen Linie in dieses Netzwerk mit einbezogen.
Neben der eindeutigen Bestétigung von Interaktionen zwischen AMMECRI und
SMOKT1 und zwischen AMMECR1 und NME3 wurden weitere eindeutige Wechsel-
wirkungen in diesem Netzwerk identifizierte - die Interaktion zwischen AMMECRI1
und SPATA22, sowie die Dimerisierung von AKAP9 und DNALII1.

Zudem wurden mit der Lumineszenz basierten IP Analyse auch Wechselwirkun-
gen gemessen, die unklar bleiben. Die TAGAP1-RHPN1-Wechselwirkung muss zum
Beispiel als unsicher eingestuft werden, da die Werte der relativen Bindung fiir die
Varianten TAGAP1-FL und TAGAP1-short bei 1,7 liegen. Zwischen dem Protein
SPATA22 und den Preys AKAP9, DNALIT und FGD2 zeigen sich Interaktionen mit
einer relativen Bindung von jeweils 1,8. Diese Bindung sind ebenfalls nicht eindeutig
positiv. Das Protein DNALI1 geht mit den Molekiilen AMMECR1 und FGD2 eben-
falls unsichere Bindungen ein (Werte der relativen Bindung liegen bei 1,5). Diese
unklaren Protein-Protein-Interaktionen sind wie bereits erwahnt durch unterbro-

chene Verbindungslinien im Netzwerk dargestellt dargestellt (Abbildung 36).
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Legende: Interaktion getestet mit: eindeutig unklar

Hefe-Zwei-Hybrid-System
Literatur

Lumineszenz basierte IP Analyse

TRD Protein (Bait) .

Abbildung 36: Protein-Protein-Interaktionsnetzwerk zwischen t-Komplex Faktoren und
Bindeproteinen, basierend auf den identifizierten Hefe-Interaktionen
(schwarz), validiert durch Lumineszenz basiert IP-Analysen (blau), er-
weitert um publizierte Interaktionen mit kleinen RHO-GTPasen (griin).
Findeutige Interaktion: durchgezogene Verbindungslinien, Unsichere In-
teraktionen: unterbrochene Verbindungslinien.
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4.2 Bimolekulare Fluoreszenzkomplementation

VENUSF1| Prey VENUSF2 [ Bait
Kotransfektion
und
Koexpression
Preym

- y
eukaryotsche Zelle

Koexpression
mit Interaktion

Anregung 514 nm

Y
e O

eukaryotsche Zelle

I__/' -\‘. —
Prey it

-

f
—

€O | <«

Emission 527 nm

Abbildung 37: Schematische Darstellung der bimolekulare Fluoreszenzkomplementati-
on.

Die bimolekulare Fluoreszenzkomplementation bietet eine zusatzliche Moglichkeit
um Protein-Protein-Interaktionen in vitro zu bestatigen oder um schwache und un-

sichere Wechselwirkungen zu untermauern. Ein Protein der Paarung ist fiir diesen
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Versuchsansatz mit dem Fragment 1 des VENUS-Proteins (YFP Variante) entweder
am N- oder C-Terminus fusioniert. Das zweite Protein der zu testenden Paarung wird
ebenfalls am N- oder C-Terminus mit dem zweiten Fragment des VENUS-Proteins
fusioniert. Die zu untersuchenden Protein-Paarungen werden in eukaryotischen Zel-
len koexprimiert. Im Falle einer direkten Protein-Protein-Interaktion zwischen den
zu untersuchenden Protein-Paaren verbinden sich auch das VENUS Fragment 1
und das VENUS Fragment 2 zu einem vollstandigen VENUS-Protein, welches nach
Anregung mit Licht der Wellenldnge 514 nm detektiert werden kann (VENUS Emis-
sion 527nm). Auch bei Protein-Paarungen, die in der Zelle durch Komplexbildung
mit weiteren zellularen Komponenten oder Proteinen in raumliche Nahe zueinan-
der treten, konnen die einzelnen VENUS-Fragmente durch Bindung aneinander ein
vollstandiges funktionstiichtiges VENUS-Protein bilden. Ein grofler Vorteil dieser
Methode ist, dass nach Bildung des vollstandigen VENUS-Proteins die entstande-
ne Protein-Protein-Interaktion bzw. Protein-Komplexe nicht wieder gelost werden.
So werden auch transiente Interaktionen zwischen Proteinen, die normalerweise nur
kurzzeitig in der Zelle gebildet werden, durch Anreicherung des VENUS-Signals
sichtbar gemacht.

Bei dieser Studie wurden die zu testenden Protein-Paarungen in allen moglichen
Kombinationen hinsichtlich der Fusion der VENUS Fragmente 1 und 2 an den N-
bzw. C-Terminus des Proteins in HEK293 Zellen transient kotransfiziert und nach
24 bis 48 h Inkubation durch mikroskopische Auswertung analysiert. Als jeweili-
ge Kontrollreaktionen wurde zum Beispiel ein Protein der Paarung fusioniert mit
dem VENUS Fragment 1 zusammen mit dem zugehorigen Vektor fiir das VENUS
Fragment 2, dass jedoch kein Fusionsprotein enthalt, kotransfiziert. Diese Kontrolle
wurde fiir beide Proteine der zu testenden Paarungen durchgefiihrt. Eine Inter-
aktion lasst sich als positiv bewerten, sobald 24 bis 48 h nach der Transfektion
VENUS-positive Zellen bei einer Protein-Paarung beobachtet werden konnen, die

Kontrollreaktionen jedoch zum gleichen Zeitpunkt kein Fluoreszenzsignal zeigen.

Der erste Versuchsaufbau zeigt, dass SMOK1-Proteinvarianten eine Protein-Protein-
Interaktionen mit AMMECRI eingehen konnen (Abbildung 38). Des Weiteren bin-
det SMOK1, in der bimolekulare Fluoreszenzkomplementationsanalyse, auch an die
Preys RHPN1, AKAP9 und DNALI1 (Abbildung 39). In den jeweiligen Kontrollex-
perimenten sind fiir diese Analysen keine VENUS-Signale zu erkennen, was bedeutet,

dass die Kontrollansatze negativ sind.
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A
B Bindung an
AMMECR1
reg. Doméne
SMOK1FL  — kat. Domane [ | | +
SMOK1 RD 0 | +
SMOK1 AN-regD+PKA | +
SMOK1 regD-C-term +

Abbildung 38: Bimolekulare Fluoreszenzkomplementation fiir SMOKI1-AMMECRI1-
Interaktionen. Analyse 24h nach Kotransfektionen von VEN-F1 (56, 58)
und VEN-F2 (55, 57) Plasmidvarianten. Linke Spalte: getestete Inter-
aktionen. Mittlere Spalte: Kontroll-Reaktion. Rechte Spalte: Kontroll-
Reaktion. Mafistab: 50 pm. A: Interaktion zwischen SMOK1 Varianten
und AMMECRI. B: Zusammenfassung der Interaktion zwischen SMOK1
und AMMECRI1 mit Darstellung der SMOK1 Proteindoménen.
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D Bindung an
RHPN1 AKAP9 DNALI1
reg. Domane
SMOK1FL =— kat. Doméne B | T + + +
SMOK1 RD | | N + +

Abbildung 39: Bimolekulare Fluoreszenzkomplementation fiir SMOKI1-Interaktionen.
Analyse 24h nach Kotransfektionen von VEN-F1 (56, 58) und VEN-F2
(55, 57) Plasmidvarianten. Linke Spalte: getestete Interaktionen. Mittlere
und rechte Spalte: Kontroll-Reaktionen. A: Interaktion zwischen SMOK1
Varianten und RHPN1. B: Interaktion zwischen SMOK1 Varianten und
AKAPI. C: Interaktion zwischen SMOK1 Varianten und DNALI1. Maf}-
stab: 50 pm. D: Zusammenfassung der Interaktionen mit Darstellung der
SMOK1 Proteindoménen.
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Als zuséatzliche Bestatigung konnte die bereits validierte Interaktion zwischen AM-
MECRI1 und SMOKT1 auch in dem System der bimolekulare Fluoreszenzkomplemen-
tation gezeigt werden (Abbildung 38). Die Bindung vom AMMECRI erfolgt sehr
spezifisch an die regulatorische Doméne von SMOK1 und sogar an den C-terminalen
Bereich der Kinase (Abbildung 38). Die Interaktionsuntersuchungen zwischen AM-
MECRI und SMOK1 bekraftigen somit die Hefe-Zwei-Hybrid Daten und die Ergeb-

nisse der Lumineszenz basierten IP Analyse.

Die Interaktionen zwischen RHPN1 und SMOKI1 sowie zwischen AKAP9 und SMOKI1,
die in der Hefe beobachtet wurden, aber mit der Lumineszenz basierten IP Analyse
nicht gezeigt werden konnten, lassen sich mit der bimolekulare Fluoreszenzkomple-
mentation darstellen (Abbildung 39). Dies lésst vermuten, dass RHPN1 und AKAP9
schwache oder transiente Bindungspartner fiir SMOK1 sind. Es wire ebenfalls denk-
bar, dass ein zuséitzliches hodenspezifisches Molekiil die Interaktion verstarken konn-
te. Interessant ist, dass mit diesem System erstmals eine Interaktion zwischen SMOK1
und DNALI1 gezeigt werden kann (Abbildung 39). Diese Bindung war weder in
der Hefe, noch in der Lumineszenz basierten IP Analyse beobachtet worden. Fiir
die Wechselwirkungen zwischen SMOKI1 und den Proteinen RHPN1, AKAP9 und
DNALII1 konnte ebenfalls eine Bindung an die regulatorische Doméne der Kinase
festgestellt werden (Abbildung 39).

Die iiberraschende Tatsache, dass DNALI1 als axonemales Protein in der Lumines-
zenz basierten IP Analyse unerwartet Tendenzen fiir eine potentielle Interaktion mit
dem Protein AMMECRI dieses Netzwerkes gezeigt hat, fordert eine weiterfithrende
Analyse der DNALI1-Protein-Interaktionen mit der bimolekulare Fluoreszenzkom-
plementation. Die Beobachtung, dass DNALI1 in der Lumineszenz basierten IP Ana-
lyse in der Lage ist zu dimerisieren (Abbildung 34) konnte mit der bimolekularen
Fluoreszenzkomplementation bestatigt werden (Abbildung 40). Auch die in der Hefe
identifizierte Interaktion zwischen FGD2 und DNALI1, welche in der Lumineszenz
basierten IP Analyse als Tendenz gezeigt werden konnte, zeigt in der bimolekularen
Fluoreszenzkomplementation ein positives Ergebnis und bestarkt somit die in der
Hefe gewonnenen Daten (Abbildung 40). Zusétzlich konnte die Interaktion zwischen
AMMECRI und DNALI1, die in der Lumineszenz basierten IP Analyse ebenfalls als
Tendenz einer Wechselwirkung zum Ausdruck kam, mit der bimolekularen Fluores-
zenzkomplementation bestirkt werden (Abbildung 40). Zwei neue in diesem System
als positiv getestete Interaktionen ergeben sich aus der Paarung DNALI1 und NME3
sowie DNALI1 und AKAP9 (Abbildung 40). In der getesteten Interaktion zwischen
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DNALI1 und NME3 waren jedoch deutlich weniger griin leuchtende Zellen zu er-
kennen (Abbildung 40, A), als zum Beispiel bei anderen Paarungen mit DNALI1
(Abbildung 40, B und C). Dennoch wird diese Interaktion als positiv gewertet.

Abbildung 40: Bimolekulare Fluoreszenzkomplementations-Analyse fiir DNALII-
Interaktionen. Bimolekulare Fluoreszenzkomplementations-Analyse 24h
nach Kotransfektionen von VEN-F1 (56, 58) und VEN-F2 (55, 57)
Plasmidvarianten. Linke Spalte: getestete Interaktionen. Mittlere Spalte:
Kontroll-Reaktion. Rechte Spalte: Kontroll-Reaktion. A: Interaktion
zwischen DNALI1 und NME3. B: Dimerisierung von DNALI1. C:
Interaktion zwischen DNALI1 und FGD2 FL. D: Interaktion zwischen
DNALI1 und AMMECRIL. E: Interaktion zwischen DNALI1 und
AKAP9. Mafistab: 50 pm
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Wie bereits in der Einleitung beschrieben, nimmt die Proteinfamilie der AKAPs
eine besondere Stellung bei der Regulation der Spermienmotilitdt ein. Aus diesem
Grund wurde nicht nur die Dimerisierung von AKAP9 getestet, sondern auch die
Distorter als weitere Komponenten des TRD-Signalweges auf mogliche Interaktio-
nen mit AKAP9 untersucht. Die Ergebnisse aus diesem Experiment zeigten positive
Interaktionen zwischen AKAP9 und FGD2, zwischen AKAP9 und TAGAP1 sowie
zwischen AKAP9 und TIAM2 (Abbildung 41).

Abbildung 41: Bimolekulare Fluoreszenzkomplementations-Analyse fliir AKAP9-
Interaktionen. Bimolekulare Fluoreszenzkomplementations-Analyse 24h
nach Kotransfektionen von VEN-F1 (56, 58) und VEN-F2 (55, 57)
Plasmidvarianten. Linke Spalte: getestete Interaktionen. Mittlere Spalte:
Kontroll-Reaktion. Rechte Spalte: Kontroll-Reaktion. A: Dimerisierung
von AKAP9. B: Interaktion zwischen AKAP9 und TIAM2 FL. C:
Interaktion zwischen AKAP9 und TAGAPI1. D: Interaktion zwischen
AKAP9 und FGD2 FL. Mafistab: 50 pm
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Eine Zusammenfassung der identifizierten Protein-Protein-Interaktionen, die mit der

bimolekularen Fluoreszenzkomplementation analysiert wurden, ist in der nachfolgen-

den Ubersicht dargestellt (Abbildung 42).

Proteinl | Proteinl Domdne | Protein2 Domine
SMOK1 SMOK1 FL AMMECR1
SMOK1 regD AMMECR1
SMOK1 AN-regD+PKA | AMMECR1
SMOK1 regD-C-term AMMECR1
SMOK1 FL RHPN1
SMOK1 regD RHPN1
SMOK1 FL AKAP9
SMOK1 regD AKAP9
SMOK1 FL DNALI1L
SMOK1 regD DNALI1
DNALI1 DNALI1 SMOK1 FL
DNALI1 SMOK1 regD
DNALI1 wt-NME3 FL
DNALI1 DNALI1
DNALI1 FGD2 FL
DNALI1 AMMECR1
DNALI1 AKAP9
AKAPS AKAP9 SMOK1 FL
AKAP9 SMOK1 regD
AKAP9 AKAP9
AKAP9 TIAM2
AKAP9 TAGAP1
AKAP9 FGD2
Protein: Protein ID:
AMMECR1 = hAMMECR1-CCSB10837
AKAP9 = hAKAP9-CCSB14138
RHPN1 = hRHPN1-CCSB8341
DNALI1 = hDNALI1-CCSB11636

Abbildung 42: Zusammenfassung der positiv getesteten Interaktionen in der bimoleku-
laren Fluoreszenzkomplementation mit Angabe der Doménen der Protein
1 und 2.

Die bislang generierten Daten aus der Hefe-Zwei-Hybrid Analyse und die Beob-
achtungen der Lumineszenz basierten IP Analyse konnen durch die Ergebnisse der
bimolekularen Fluoreszenzkomplementation erweitert werden.

So zeigte sich mit der bimolekularen Fluoreszenzkomplementation eine Bindung zwi-
schen AKAP9 und TAGAP1 sowie zwischen AKAP9 und SMOK1. Weitere Inter-
aktionen ergaben sich fiir SMOK1 mit den Proteinen RHPN1 und AMMECRI. Fiir
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DNALI1 wurden die Bindungen an FGD2 und AMMECRI1 bestatigt. Zusatzlich
wurden die Dimerisierung von DNALI1 und die Dimerisierung von AKAP9 verifi-
ziert. Die Relevanz dieser Wechselwirkungen, die bereits in der Hefe und zum Teil
mit der Lumineszenz basierten IP Analyse beobachtet wurden, konnte somit unter-
mauert werden.

Durch neu identifizierte Protein-Protein-Interaktionen konnten zusatzlich weitere
Verbindungen in diesem Netzwerk gekniipft werden (Abbildung 43). Diese Verbin-
dungen sind im Netzwerk durch die Wechselwirkung zwischen AKAP9 und den
Distorter-Proteinen FGD2 und TTAM2, durch die moégliche Bindung von AKAP9
und DNALI1, durch die Interaktion zwischen NME3 und DNALI1 und durch die
Verkniipfung von DNALI1 mit SMOK1 dargestellt.
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Legende: Interaktion getestet mit: eindeutig unklar

Hefe-Zwei-Hybrid-System

Literatur

Lumineszenz basierte IP Analyse

Bimolekulare Fluoreszenzkomplementation

—
TRD Protein (Bait) .

Abbildung 43: Protein-Protein-Interaktions-Netzwerk zwischen ¢-Komplex Faktoren
und Bindeproteinen, basierend auf den identifizierten Hefe-Interaktionen
(schwarz), validiert durch Lumineszenz basiert IP Analysen (blau) und
Bimolekulare Fluoreszenzkomplementationsanalysen (orange), erweitert
um publizierte Interaktionen mit kleinen RHO-GTPasen (griin). Ein-
deutige Interaktion: durchgezogene Verbindungslinien. Unklare Interak-
tionen: unterbrochene Verbindungslinien.
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4.3 Pull-Down Analysen in vitro

Eine klassische Methode um Protein-Protein-Interaktionen zu untersuchen ist die
Pull-Down Analyse. Bei dieser Technik werden zwei interagierende Proteine in vitro
hergestellt. Die Herstellung der rekombinanten Proteinen kann entweder in E. co-
li, in wvitro durch eine Transkription/Translation-Reaktion im Reaktionsgefafl oder
durch die gezielte Uberexpression der zu testenden Proteine in Saugerzellen erfolgen.
Anschlieflend kann der gebildete Protein-Komplex iiber Bindung eines dieser Prote-
ine an eine Matrix prézipitiert werden. Zum Abschluss wird der Protein-Komplex
mittels SDS-PAGE und Western-Blot auf die gewiinschten Bindungspartner unter-
sucht. Mit dieser Methode soll analysiert werden, ob sich einzelne SMOK1-Protein-
Interaktionen verifizieren lassen. Eine Analyse der Protein-Protein-Interaktionen di-
rekt im Hodengewebe der Maus (in vivo Immunprézipitation), war im Rahmen die-
ser Arbeit nicht moglich, da keine SMOK1 spezifischen Antikorper generiert werden
konnten. Auch kommerziell sind keine spezifischen Antikorper gegen SMOK1 erhalt-
lich.

Input
- + + SMOK1 FL-V5/His
+ + - AMMECR1-Myc
—— Western-Blot: a-Myc
% S | Western-Blot: a-V5

Pull-Down von SMOK FL
mit Ni-NTA Agarose

+ + SMOK1 FL-V5/His

+ + - AMMECR1-Myc
(=]
§- e - Crosslinker
E]
§ i + Crosslinker SDAD

Abbildung 44: SMOK1 FL und AMMECRI interagieren in wvitro. Kotransfektion von
SMOK1 FL-V5/His und Ammecrl-Myc Uberexpressionsvektoren in
HEK?293-Zellen; Pull-Down von SMOK1 FL mit Ni-NTA Agarose 24 h
nach der Transfektion mit und ohne Behandlung der Zellen mit einem
Crosslinker (SDAD); oberer Western-Blot: Input der Pull-Down Reaktio-
nen; unterer Western-Blot: Pull-Down, Bindung von Ammecrl Protein
and SMOK1 FL nach Pull-Down mit Ni-NTA Agarose ohne und mit
Verwendung eines Crosslinkers.
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Die klassische Pull-Down Analyse zeigt in zwei unabhéangigen Untersuchungen und
in zwei verschiedenen Zelllinien eine Interaktion zwischen SMOK1 und AMMECR1
(Abbildung 44 und Abbildung 45). Fiir diese Interaktionsstudie wurde C-Terminal
markiertes SMOK1 (V5/6xHis) und C-Terminal markiertes AMMECRI1 (6xMyc)
verwendet. Da die Interaktion zwischen diesen beiden Proteinen als eher schwach
eingeschétzt wurde (Abbildung 32), wurden die kotransfizierten Zellen einmal mit
dem membranpermeablen Crosslinker SDAD (Diazirin Reagentz: Succinimidyl 2-
([4,4-azipentanamidolethyl)-1,3-dithiopropionate) inkubiert, um Protein-Komplexe
innerhalb der Zellen zu fixieren, und vergleichsweise einmal ohne Crosslinker un-
tersucht. In beiden Ansétzen zeigt sich eine Bande fir AMMECRI1-MYC nach der
Prézipitation von V5/6xHis-SMOK FL mittels Ni-NTA Agarose (Abbildung 44).

A B
Input Pull-Down von SMOK
+ - - SMOK1 FL-V5/His mit Ni-NTA Agarose
- + - SMOK1RD-V5/His + - - SMOK1 FL-V5/His
+ + +  AMMECR1-Myc - + - SMOK1 RD-V5/His
+ + + AMMECR1-Myc
-y - W | Wwestern-Blot: a-Myc §-
3 —
Western-Blot: a-V5 g
«SMOK1 FL
C
regulatorische Domane
SMOK1 FL = katalytische Domane B | V5/6xHis
- « SMOK1 RD SMOK1 RD O | s ek

Abbildung 45: SMOK1 FL bzw. SMOK1 RD und AMMECRI interagieren in wvitro.
Kotransfektion von Smokl FL-V5/His und Ammecrl-Myc, sowie Smok1
RD-V5/His und Ammecrl-Myc Uberexpressionsvektoren in NIH3T3-
Zellen; Pull-Down von SMOKI1-Varianten mit Ni-NTA Agarose 24 h
nach der Transfektion; A: Input der Pull-Down Reaktionen; B: Pull-
Down, Bindung von Ammecrl Protein and SMOK1 FL und SMOK1 RD
nach Pull-Down mit Ni-NTA. C: Darstellung der verwendeten SMOK-
Konstrukte SMOK1 FL und SMOK1 RD als Proteindoménen.

In einem zweiten Versuch wurde untersucht, ob die regulatorische Domane von
SMOK1 ebenso in der Lage ist AMMECRI-Protein zu binden (Abbildung 45).
Hier konnten die bereits gesammelten Erkenntnisse bestatigt werden. Wie im Hefe-
System und in der Lumineszenz basierten IP Analyse, bindet AMMECRI-Protein
nicht nur an das Voll-Lange-SMOK1, sondern auch an den C-Terminalen Bereich des
Proteins — der regulatorischen Doméne (Abbildung 45). In diesem zweiten Ansatz

wurde auf die Verwendung eines Crosslinkers verzichtet.
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Eine weitere interessante Interaktion, welche in der Hefe und in der bimolekularen
Fluoreszenzkomplementation identifiziert wurde, ist die Bindung von RHPN1 an
SMOK1. RHPNI1 ist an den Quter Dense Fibers und an den Fibrous Sheath des
Hauptteils des Spermienschwanzes lokalisiert (Anhang, Abbildung 58; Nakamura
et al., 1999). Zudem wurde in der Hefe gezeigt, dass RHPN1 ein RHO bindendes
Protein ist (Nakamura et al., 1999). Da kleine G-Proteine wie RHOA, RAC1 und
CDC42 auch eine wichtige Rolle in der TRD-Signalkaskade einnehmen (Bauer et al.,
2005; Bauer et al., 2007; Bauer et al., 2012) stellt RHPN1 eine weitere Verbindung zu
diesen kleinen GTPasen dar. Aus diesem Grund wurde auch die Interaktion zwischen
SMOKI1 und RHPN1 mit der klassischen Pull-Down Analyse verifiziert (Abbildung
46).

Pull-Down von SMOK1 FL
Input mit Ni-NTA Agarose

+ + + + + V5/Fire-RHPN1
- + - + SMOK1 FL-V5/His

- €—RHPN1

Western-Blot: a-V5
Western-Blot: a-V5

. . oen

Uberexpression 01% 01% Weao |
von RHPN1 in 150 mM 300 mM Nacl ufferbedingungen
HEK293-Zellen

Abbildung 46: SMOK1 FL und RHPN1 interagieren in vitro. Rekombinantes SMOK1
FL-Protein (IVT) gebunden an Ni-NTA Agarose wurde mit RHPNI-
Lysat (Uberexpression in HEK293-Zellen) unter Rotation inkubiert und
mittels Western-Blot analysiert; linker Western-Blot: Input, RHPN1-
Lysat; rechte Western-Blots: zwei Pull-Down Analysen, Protein-Protein-
Interaktion zwischen SMOK1 FL und RHPN1 in zwei unterschiedlichen
Puffersystemen.

Rekombinantes SMOK1 FL Protein wurde im Reaktionsgefaf§ mittels Transkrip-
tion/ Translation-Reaktion erzeugt (IVT), an eine Ni-NTA Matrix gebunden und
anschliefend mit einem V5/Fire-RHPN1-Uberexpressionslysat aus HEK293-Zellen
inkubiert. Nach mehrfachem Waschen wurde die Ausbildung eines RHPN1-SMOK1
Komplexes im Western-Blot untersucht. Die Ergebnisse zeigen in zwei unterschied-
lichen Pufferbedingungen eine Bande in der SMOK1-RHPN1 Pull-Down Reaktion.
In der Kontrollreaktion, welche nur RHPN1-Protein enthalt, ist lediglich der Schat-
ten einer Bande zu erkennen (Abbildung 46). Durch eine Erhéhung der Stringenz

im Interaktionspuffer (Konzentrationserhohung von NP-40) konnte die Stérke der
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RHPN1-Bande in der Pull-Down Reaktion auf das Mafl der Negativkontrolle re-
duziert werden (nicht dargestellt in Abbildung 46). Die schwache Protein-Protein-
Bindung zwischen SMOK1 und RHPNT1 zeigt sich somit auch in diesen Versuchsan-

satz.

Die Protein-Bindung zwischen SMOK1 und AMMECRI1 sowie zwischen SMOK1
und RHPN1 konnten demnach mit der klassischen Pull-Down Analyse verifiziert
werden. Das bereits bestehende Interaktionsnetzwerk verstarkt sich demnach an
zwel bestehenden Knotenpunkten (Abbildung 47).

*
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cncu——:—@ %,
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Legende: Interaktion getestet mit:
Hefe-Zwei-Hybrid-System = =—ees == ssssss
Literatur

Lumineszenz basierte IP Analyse

Bimolekulare Fluoreszenzkomplementation

Klassische Pull-Down Analyse

TRD Protein (Bait)

Abbildung 47: Protein-Protein-Interaktions-Netzwerk zwischen ¢-Komplex Faktoren
und Bindeproteinen, basierend auf den identifizierten Hefe-Interaktionen
(schwarz), validiert durch Lumineszenz basiert IP Analysen (blau), Bi-
molekulare Fluoreszenzkomplementationsanalysen (orange) und klassi-
sche Pull-Down Analysen (rot), erweitert um publizierte Interaktionen
mit kleinen RHO-GTPasen (griin). Eindeutige Interaktion: durchgezo-
gene Verbindungslinien, Unsichere Interaktionen: unterbrochene Verbin-
dungslinien.
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5 Ergebnisse (D) Interaktion zwischen SMOK1
und Proteinen der RHO-Familie

G-Proteine bzw. durch G-Proteine gesteuerte Signalwege spielen bei der Entste-
hung der unterschiedlichen Spermienpopulationen (unterschiedlich hinsichtlich der
Schwimmfahigkeit der beiden Gruppen) und somit bei der zentralen Signalkaska-
de, welche zum Phénomen TRD fiihrt, eine zentrale Rolle (Olds-Clarke & Johnson,
1993; Bauer et al., 2005; Bauer et al., 2007; Bauer et al., 2012). Auch die Betrachtung
des bis jetzt validierten Netzwerkes zwischen t-Komplex Faktoren und den neuen
Interaktionspartnern zeigt bereits bekannte Interaktionen von Distorter-Proteinen
(Bauer et al., 2005; Huber et al. 2008; Matsuo et al., 2002; Matsuo et al., 2003) und
von RHPN1 (Nakamura et al, 1999) mit RHO-GTPasen (Abbildung 47). Aus die-
sem Grund soll im folgenden Abschnitt im Detail Untersucht werden, ob die kleinen
RHO-GTPasen RHOA, RAC1 und CDC42 in vitro Protein-Protein-Interaktionen

mit rekombinantem SMOK1-Protein eingehen konnen.

5.1 Expression von RHO-Proteinen in Spermatozoen der
Maus

Eine mogliche Interaktion der kleinen G-Proteine mit SMOKT1 setzt die Expressi-
on dieser Molekiile im Hoden der Maus bzw. in Spermatozoen voraus, da SMOK1
spezifisch in diesem Gewebe exprimiert ist. In der Literatur konnte bereits gezeigt
werden, dass die kleinen G-Proteine RHOA, CDC42 und RAC1 und einige ihrer
Effektoren, wie zum Beispiel PI(4)P5K und ROCK-1, in Sdugerspermatozoen, so-
wohl im Spermienkopf als auch im Flagellum lokalisiert sind (Ducummon & Berger,
2006). Diese Tatsache spiegelt eine mogliche Funktion dieser Molekiile in Signalwe-
gen wie der Akrosomalreaktion oder der Spermienmotilitit wider (Ducummon &
Berger, 2006). Um diese Daten zu untermauern, wurde die Expression und Lokali-
sation von RHOA/B/C, RAC1 und CDC42 in Testisschnitten eines wt-Ménnchens
mittel Immunfluoreszenzfarbung untersucht. Die Ergebnisse dieser Studie zeigen die
Expression der kleinen G-Proteine in elongierten Spermatiden, welche als morpholo-
gisch vollstandig entwickelte Spermatozoen in das Lumen des Hodenkanalchens ab-
gegeben werden (Abbildung 48). Die Signale, welche sich durch die Kontrollfarbung
mit dem sekundéren Antikorper ergeben und gleichméfig das Stroma (Interstitium)
markieren, werden als unspezifische Hintergrundfarbung dieses Antikorpers gewer-

tet. In den VergroBerungen der Tubulusquerschnitte ist die Farbung der flagellaren

85



Ergebnisse

Strukturen der elongierten Spermatiden deutlich zu erkennen (Abbildung 48, Bilder
rechts). Folglich sind die untersuchten G-Proteine RHOA/B/C, CDC42 und RAC1
im Spermienschwanz von Spermatozoen lokalisiert und kommen als potentielle In-

teraktionspartner fiir SMOK1 in Frage.

RHO A/B/C

Abbildung 48: Expression der Protein RAC1, RHOA und CDC42 im Querschnitt eines
Hodenkanélchens. linke Spalte: Lokalisation der RHO-GTPasen RAC1,
RHOA/B/C und CDC42 (rot) in elongierten Spermatiden durch Immun-
fluoreszenzfiarbung; Rahmen: vergroflerter Ausschnitt aus der Aufnahme
zeigt die Farbung an elongierten Spermatiden (weifle Pfeile) fiir die ge-
testeten Proteine; DAPT (blau): Kernfarbung. Mafistab: 50 pm
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5.2 Direkte Interaktion von SMOK1 mit RHOA und RAC1

wn vitro
A INPUT B Pull-Down
mit Ni-NTA Agarose
- i < o~
GSTProtemeN = Q gg
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— . - «RAC1 und RHOA
|
SDS-PAGE: Pull-Down:
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SMOK-Proteine ;3 .
—_ o [a) @
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Pull-Down:
SMOK1 RD
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GST RACL RHOA (CDC41
regulatorische Domane
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Abbildung 49:

Interaktion von SMOK1 mit RHOA und RAC1 in witro. A: rekombi-
nante Proteine, die fiir den Pull-Down eingesetzt wurden (Input), oben:
SDS-PAGE (Phage Blue Farbung) fiir GST-Proteine hergestellt in E.coli,
unten: Western-Blot mit anti-V5 Antikorper fiir SMOK-Varianten herge-
stellt durch IVT-Reaktion und Pull-Down mit Ni-NTA Agarose; B: Pull-
Down Ergebnisse zwischen GST-Proteinen und SMOK-Varianten zeigen
Interaktionen zwischen RHOA bzw. RAC1 und SMOK FL, sowie eine
Interaktion zwischen RAC1 und SMOK katD; C: Darstellung der ver-
wendeten SMOK-Konstrukte mit tabellarischer Zusammenfassung der
identifizierten Interaktionen.
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Da die kleinen G-Proteine RAC1, RHOA und CDC42 in Spermatozoen exprimiert
und im Flagellum lokalisiert sind, wurde die direkte Interaktion von SMOK1 mit
diesen Proteinen mittels klassischer Pull-Down Analyse mit rekombinanten Prote-
inen in wvitro iberpriift (Abbildung 49). Die Proteine RAC1, RHOA und CDC42
wurden als GST-Fusionsproteine in E.coli hergestellt, iiber Glutathione Sepharo-
se als Matrix aufgereinigt, eluiert und im SDS-PAGE analysiert. Die verwendeten
SMOK1-Proteine (SMOK1 FL, SMOK1 CD und SMOK1 RD) wurden als rekombi-
nante Proteine durch eine in wvitro Transkription/Translation-Reaktion hergestellt,
an eine Ni-NTA Matrix gebunden und durch Waschen partiell von kontaminierenden
Proteinen aufgereinigt. Im Anschluss wurden die SMOK1-Proteine mit den GST-
Proteinen inkubiert und die moglichen Interaktionen, nach Waschen der Komplexe,

im Western-Blot analysiert.

Die Untersuchungen zeigen eine Interaktion von RAC1-GST und von RHOA-GST
mit SMOK1 FL, wahrend mit dem GST-Kontrollprotein keine Interaktionsbande zu
erkennen ist (Abbildung 49, B oben). Das Protein RAC1 bindet zusétzlich auch an
die SMOK1 CD-Doméne des SMOK1-Proteins (Abbildung 49, B mitte). Uber die
Bindung der SMOK1 RD-Doméne an die kleinen G-Proteine RAC1 und RHOA kann
hier keine genaue Aussage gemacht werden, da nur sehr schwache Interaktionsbanden
in diesen Proben erkennbar sind, die in ihrer Intensitat der GST-Negativkontrolle
dhneln (Abbildung 49, B unten, Markierung der Banden mit *). In der zusammen-
fassenden Darstellung (Abbildung 49, C) wurden diese ”Schattenbanden” zwischen
SMOK1 RD und RAC1 bzw. RHOA, als negativ beziiglich einer Wechselwirkung
gewertet. Die kleine GTPase CDC42 zeigt in dieser Untersuchung keine Wechselwir-
kung mit den Proteinen SMOK1 FL, SMOK1 RD und SMOK1 CD.
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Eine Darstellung der Interaktionen, die mittels klassischer Pull-Down Analysen un-
tersucht wurden, ist in der Abbildung 50 zusammengefasst. Diese Ubersicht bein-
haltet die Wechselwirkungen zwischen SMOK1 und den Proteinen AMMECRI1 und

RHPN1 sowie die Ergebnisse aus den Interaktionsanalysen zwischen der Kinase und

den kleinen RHO-GTPasen (RAC1, RHOA und CDC42).

Proteinl | Proteinl Domdne | Protein2 Domdne | Bindung

AMMECRL | SMOK1 SMOK1 FL +
SMOK1 regD +

RHPN1 SMOK1 SMOK1 FL (+)

RAC1 SMOK1 SMOK1 FL +
SMOK1 katD +
SMOK1 regD -

RHOA SMOK1 SMOK1 FL +
SMOK1 katD -
SMOK1 regD -

CDC42 SMOK1 SMOK1 FL -
SMOK1 katD -
SMOK1 regD -

Protein: Protein ID:

AMMECR1 = hAMMECR1-CCSB10837

RHPN1 = hRHPN1-CCSB8341

Abbildung 50: Zusammenfassung der getesteten Interaktionen mittels klassischer Pull-
Down Analyse mit Angabe der Doménen der Protein 1 und 2.

Aus den Pull-Down Untersuchungen zwischen der Kinase und den kleinen RHO-
GTPasen ergeben sich weitere Verkniipfungen in dem Protein-Protein-Netzwerk
zwischen SMOK1 und RAC1 sowie zwischen SMOK1 und RHOA (Abbildung 51).

Diese direkten Wechselwirkungen verbinden bekannte Distorter-Proteine direkt mit

der Spermien-Motilitats-Kinase, SMOKI.
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Abbildung 51: Protein-Protein-Interaktions-Netzwerk zwischen ¢-Komplex Faktoren
und Bindeproteinen, basierend auf den identifizierten Hefe-Interaktionen
(schwarz), validiert durch Lumineszenz basiert IP Analysen (blau), Bi-
molekulare Fluoreszenzkomplementationsanalysen (orange) und klassi-
sche Pull-Down Analysen (rot), erweitert um publizierte Interaktionen
mit kleinen RHO-GTPasen (griin). Eindeutige Interaktion: durchgezo-
gene Verbindungslinien, Unsichere Interaktionen: unterbrochene Verbin-
dungslinien.
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6 Diskussion

Der t-Haplotyp (¢) in der Maus, eine variante Form des Chromosoms 17, wird in
heterozygoten Ménnchen (¢/+) an bis zu 98 % der Nachkommen vererbt und verur-
sacht somit eine Verschiebung der Vererbungsrate zu seinen Gunsten. Diese Verschie-
bung von Merkmalen ist demnach eine Abweichung von der 2. mendelschen Regel.
Die nicht-mendelsche Vererbung in der Maus wird durch das Zusammenwirken von
mehreren schadlich wirkenden Distortern und einem entgegen wirkenden Respon-
der verursacht (Lyon, 1984). Die Tatsache, dass nur ménnliche Tiere von diesem
Phénomen betroffen sind, macht den direkten Zusammenhang zwischen der nicht-
mendelschen Vererbung und der Funktion der Spermienzelle deutlich. Molekular
wirken die Distorter additiv und in trans iiber RHO-Signalwege in allen Spermien-
zellen auf die Spermien-Motilitats-Kinase (SMOK1) was zur Hyperaktivierung der
Kinase und zu einer geringen Befruchtungswahrscheinlichkeit aller Spermienzellen
fithrt. Nur in Responder-Locus tragenden Spermien wird die iiberméaflige Aktivie-
rung von SMOK1 durch das Responder-Protein neutralisiert. In diesen Zellen er-
reicht die SMOK1-Aktivitat somit ein normales Niveau und die Spermienzellen eine
erh6hte Befruchtungswahrscheinlichkeit (Lyon, 1984; Lyon, 1986; Herrmann et al.,
1999). Das Vorkommen von zwei Spermienpopulationen in heterozyoten t/+-Méann-
chen mit Motilitatsunterschieden beztiglich der Geschwindigkeit und der Linearitat
der Bewegung deutet darauf hin, dass SMOKI1 in der Lage ist die Flagellenbewegung
bzw. die Spermienmotilitdt zu beeinflussen (Olds-Clarke, 1989).

Wie die Kinase die Beweglichkeit von Spermatozoen verandert bzw. auf welche Fak-
toren sie innerhalb des Flagellums wirkt, ist unklar. Bislang konnten keine direkten
Interaktionspartner fiir SMOKI1 identifiziert werden, die auf diese Fragen eine Ant-
wort liefern konnten. Dabei ist die Aufklarung dieses Zusammenhanges essentiell

notwendig, um das Phanomen der nicht-mendelschen Vererbung zu verstehen.

Um neue Bindungspartner, fiir die im TRD-Signalweg wichtigen Faktoren wie SMOK1
(Herrmann et al., 1999), TAGAP1 (Bauer et al., 2005), FGD2 (Bauer et al., 2007),
NME3 (Bauer et al., 2012) und TIAM2 (personliche Mitteilung von Y. Charron, H.
Bauer und B. G. Herrmann) zu identifizieren, wurden verschiedene Protein-Protein-

Interaktionsstudien durchgefiihrt.
Eine umfangreiche Hefe-Zwei-Hybrid Analyse stand am Anfang der Analysen. Mit

dieser Methode wurden 49 bislang unbekannte Interaktionspartner fiir SMOK1 oder
die Distorter-Proteine in der Hefe identifiziert (Kapitel: Ergebnisse (A), Netzwerk
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zwischen {-Komplex Faktoren und identifizierten Bindungspartnern).

Im néchsten Schritt erfolgte eine Auswahl von besonders interessanten Kandida-
ten (Preys), die im weiteren Verlauf der Arbeit analysiert werden sollten. Folgende
Kriterien wurden fiir die Auswahl der Kandidaten herangezogen.

Es wurden in erster Linie Preys untersucht, die in der Hefe-Analyse eine direkte In-
teraktion mit SMOK1 gezeigt haben. Der Grund fiir diese Herangehensweise ist die
zentrale Stellung der Kinase SMOK1 als Signaliibertréager im TRD-Signalweg (Herr-
mann et al., 1999). Des Weiteren wurden vornehmlich Preys untersucht, die zusitz-
lich zur SMOK1-Interaktionen mit einer weiteren Komponente des TRD-Signalwegs,
zum Beispiel einem Distorter, in Wechselwirkung getreten sind. Die Wahrscheinlich-
keit dieser Kandidaten in dem TRD-Signalweg eine Rolle zu spielen, ist durch die
Interaktion mit zwei TRD-relevanten Faktoren deutlich erhoht. Neben diesen Kri-
terien wurden zusétzlich Informationen aus der Literatur herangezogen, um eine
Auswahl der Kandidaten zu erleichtern. Ein Prey wurde in die molekularen Ana-
lysen eingeschlossen, wenn er neben den oben genannten Kriterien auch fiir eine
biochemische Funktion bei der Signalweiterleitung oder sogar fiir eine Expression
im Hoden bekannt war.

Die nach dieser Auswahl besten Kandidaten - AMMECRI1, AKAP9, RHPN1, SPA-
TA22 und DNALI1 wurden weiterfithrend molekular untersucht.

Die Analyse auf Transkriptebene (mRNA) zeigte mit zwei unterschiedlichen Tech-
niken, dass alle ausgewahlte Kandidatengene im Hoden von maéannlichen Tieren
exprimiert sind und somit potentiell als Interaktionspartner in Betracht gezogen
werden kénnen (Kapitel: Ergebnisse (B), mRNA Expressionsanalyse von SMOK1-
Interaktionspartnern in der Maus).

Eine weiterfiihrende Untersuchung auf Proteinebene machte deutlich, dass die unter-
suchten Proteine in flagelldren Strukturen von Spermatozoen exprimiert sind (Ka-
pitel: Ergebnisse (B), Lichtmikroskopische Proteinexpressionsanalyse von SMOK1-
Interaktionspartnern in der Maus).

Mit Hilfe von elektronenmikroskopischen Techniken wurde die Verteilung der iden-
tifizierten SMOK1-Bindungspartner an Ultrastrukturen innerhalb des Spermien-
schwanzes im Detail untersucht (Kapitel: Ergebnisse (B), Elektronenmikroskopische
Lokalisation von SMOKI1-Interaktionspartnern in Spermatozoen des Cauda Epidi-
dymis). Hier zeigten sich fiir die verschiedenen Proteine auch unterschiedliche sub-
zellulare Lokalisationsdoménen. So wurden AMMECR1, AKAP9 und SPATA22 be-

vorzugt in Strukturen wie der Fibrous Sheath und den Quter Dense Fibers des
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Hauptteils des Flagellums lokalisiert. Die bevorzugte Lokalisation von RHPN1 wur-
de bereits im Jahr 2000 von Fujita und Kollegen vornehmlich an den Quter Dense
Fibers und in geringerem Mafle auch an der Fibrous Sheath des Spermienschwan-
zes beschrieben. RHPN1 ist somit auch bevorzugt an den peripheren axonemalen
Strukturen prasent (Nakamura et al., 1999; Fujita et al., 2000). Das Protein DNALI1
bildet eine entscheidende Ausnahme, da es im Hauptteil des Flagellums ausschlie3-
lich am Axonem lokalisiert ist und keine Expressionsdoménen an den peripheren
Strukturen im Hauptteil des Flagellums besitzt (Abbildung 29).

Die Ergebnisse der molekularen Untersuchungen zeigten zusammengefasst, dass die
ausgewahlten Preys mit hoher Wahrscheinlichkeit als Interaktionspartner von SMOK1

i vivo infrage kommen.

Unter Anwendung verschiedener Techniken wie der Lumineszenz basierten IP Ana-
lyse (Barrios-Rodiles et al., 2005; Vizoso Pinto et al., 2009), der bimolekularen
Fluoreszenzkomplementation (Remy & Michnick, 2004; Kerppola, 2006; Michnick
et al., 2007) sowie der klassischen Pull-Down Untersuchung wurden die Protein-
Protein-Interaktionen aus der Hefe-Analyse in Saugerzellen und in vitro verifiziert,
und schlieflich in einem Interaktionsnetzwerk zusammengefiigt (Kapitel: Ergebnisse
(C)). Zusétzlich konnten durch diese Interaktionsstudien auch neue Wechselwirkun-
gen innerhalb des Netzwerkes identifiziert werden, die in der Hefe nicht gefunden
wurden. Eine Zusammenfassung dieser Protein-Protein-Interaktionen findet sich in
der folgenden Abbildung. Die bereits aus der Literatur bekannten Interaktionen

wurden, in dieser Auflistung, ebenfalls beriicksichtigt.
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Protein-Protein-Interaktionen identifiziert mit

Hefe-Zwei- Lumieszenz Biomolekulare Pull-Down
Protein Literatur | Hybrid Analyse | basierte IP Analyse | Fluoreszenzkomplementation Untersuchung
SMOK1 e AMMECR1 AMMECR1 AMMECR1 AMMECR1
RHPN1 RHPN1 (RHPN1)
AKAP9 AKAP9 RHOA
SPATA22 DNALI1 RAC1
TAGAP1 RHOA ! AKAPS (RHPN1) AKAPS _—
(RHPN1)
FGD2 cpc42 2 DNALI1 (DNALI1) DNALI1 —
SPATA22 (SPATA22) AKAP9
NME3 NME2 3 AMMECR1 AMMECR1 DNALI1 —_—
NME1 4
TIAM2 RACL > e e AKAP9 e
AMMECR1 — SMOK1 SMOK1 SMOK1 SMOK1
NME3 NME3 DNALI1
SPATA22
(DNALI1)
DNALI1 DNALI1® FGD2 DNALI1 DNALI1 —_—
(FGD2) FGD2
(SPATA22) AMMECR1
(AMMECR1) NME3
AKAP9
SMOK1
SPATA22 _— SMOK1 AMMECR1 — —_—
FGD2 (FGD2)
(DNALI1)
(AKAP9)
AKAP9 e SMOK1 AKAP9 SMOK1 _—
TAGAP1 (SPATA22) TAGAP1
AKAP9
FGD2
TIAM2
DNALI1
RHPN1 RHOA ? SMOK1 (TAGAP1) SMOK1 (SMOK1)
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Quellen: Protein: Protein ID:
1 Bauer et al., 2005 5 Hoshino et al., 1999 AMMECR1 =hAMMECR1-CCSB10837
2 Huber et al., 2008 6 Rashid et al., 2006 AKAP9 = hAKAP9-CCSB14138
3 Stelzl et al., 2005 7 Nakamura et al., 1999 RHPN1 = hRHPN1-CCSB8341
4 Rual et al., 2005 SPATA22 = hSPATA22-CCSB2101
DNALI1 =hDNALI1-CCSB11636

Abbildung 52: Zusammenfassung der Interaktionen zwischen ¢-Komplex Faktoren und
Prey-Proteinen. Dargestellt sind die FErgebnisse aus der Hefe-Zwei-
Hybrid Analyse, der Lumineszenz basiert IP Analysen, der Bimoleku-
lare Fluoreszenzkomplementationsanalysen und aus den Pull-Down Un-
tersuchungen. Zusétzlich sind in der Spalte ,Literatur® die Interaktio-
nen gezeigt, die bereits bekannt waren. Die Interaktionen fiir Proteine in
Klammern sind nicht eindeutig bewiesen.

94



Diskussion

Ob es sich bei den identifizierten Protein-Protein-Interaktionen um direkte oder indi-
rekte Wechselwirkungen handelt, kann mit den Methoden, die auf Kotransfektionen
basieren nicht im Detail geklart werden. Die Bestatigung der Hefe-Zwei-Hybrid In-
teraktionen mit anderen Analysetechniken und die Expressionsuntersuchungen in
Spermatozoen untermauern zusammen jedoch die Glaubhaftigkeit dieser Protein-
Protein-Interaktionen im Hodengewebe der Maus. Die moglichen Funktionen der
unterschiedlichen SMOK1-Interaktionspartner werden im weiteren Verlauf der Dis-
kussion im Detail erortert. Ein weiterer Punkt dieser Arbeit stellte die Analyse von
Interaktionen zwischen SMOK1 und Proteinen der RHO-Familie dar. Dieser Aspekt
wird im folgenden Abschnitt nédher betrachtet.

6.1 SMOKI1 interagiert direkt mit Proteinen der
RHO-Familie

Fiir die kleinen RHO-GTPasen RAC1, RHOA/B/C und CDC42 wurde die Expressi-
on auf Proteinebene im Maushodengewebe getestet. Diese Analyse zeigte die Expres-
sion der kleinen GTPasen deutlich in den flagellaren Strukturen elongierter Sperma-
tiden, welche als entwickelte Spermien spéter in das Lumen des Hodenkanalchens
abgegeben werden (Kapitel: Ergebnisse (D), Expression von RHO-Proteinen in Sper-
matozoen der Maus). Diese Immunfluoreszenzanalyse von Hodengewebe bekraftigt
die Beobachtungen von Ducummon & Berger, dass die Proteine RHOA, CDC42 und
RACI in Sdugerspermatozoen im Flagellum lokalisiert sind (Ducummon & Berger,
2006; Huttlin et al., 2010).

Die Tatsache, dass die bekannten Distorter-Proteine TAGAP1, FGD2 und NME3
direkt mit Signalwegen kleiner G-Proteine verbunden sind, deutet bereits auf die
Anwesenheit der kleinen G-Proteine im Hodengewebe sowie im Signalweg, welcher
zur nicht-mendelschen Vererbung in der Maus fithrt, und verdeutlicht die Funktion
dieser Proteine bei der Steuerung der Spermienmotilitdt (Bauer et al., 2005, Bauer
et al., 2007, Bauer et al., 2012).

Die Hypothese, dass diese G-Proteine eventuell auch Interaktionen mit der Kinase
SMOKT1 eingehen konnen, wurde im weiteren Verlauf dieser Arbeit gepriift. Mit Hilfe
von klassischen Pull-Down Analysen und rekombinanten Proteinen wurden Interak-
tionsanalysen zwischen RAC1, RHOA, CDC42 und der Spermien-Motilitats-Kinase
durchgefithrt (Kapitel: Ergebnisse (D), Direkte Interaktion von SMOK1 mit RHOA
und RAC1 in wvitro). Diese Untersuchungen haben gezeigt, dass die Volle-Lange-
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Kinase SMOK1 in der Lage ist die kleinen G-Proteine RAC1 und RHOA direkt zu
binden. Fiir CDC42 konnte dagegen keine Interaktion festgestellt werden. Speziell
fiir RAC1 konnte eine Bindung an die katalyische Doméane von SMOK1 gezeigt wer-
den. Eine eindeutige Bindung von RHOA an die katalyische oder die regulatorische
Doméne von SMOK1 wurde nicht beobachtet. Man kénnte vermuten, dass durch
die Aufspaltung des SMOKI1-Proteins in die katalytische und regulatorische Unter-
einheit, die Bindedoméane von RHOA zerstért worden ist. Ob fiir die Bindung von
RHOA letztlich eine Sekundarstruktur oder eine Aminosduresequenz relevant sein

konnte, lasst sich nicht sagen.

RHO-Proteine spielen in somatischen Zellen eine essentielle Rolle bei einer Viel-
zahl von unterschiedlichen Prozessen wie der Organisation und Reorganisation des
Zellzytoskeletts (Aktin- und Mikrotubuli-Organisation), bei der Zellmigration, bei
der Zellproliferation und Zellteilung, beim Membrantransport, bei der Regulation
von Zell-Zell-Kontakten und bei der Kontrolle der Transkription, um nur einige Bei-
spiele zu nennen (Van Aelst & D’Souza-Schorey, 1997; Jaffe & Hall, 2005). Dement-
sprechend wirken diese kleinen GTPasen auch auf eine grole Zahl verschiedenster
Effektorproteine wie Gertistproteine unterschiedlichster Art, verschiedene Kinasen
oder aber direkt auf Zytoskelettkomponenten wie Tubulin bzw. Aktin (Nakamura
et al., 1999; Tzima, 2006; Bustelo et al., 2007). Alle diese Klassen von Effektorpro-
teinen spielen auch im Aufbau und in der Funktion von Spermienzellen, speziell im
Aufbau und in der Funktion eines Flagellums, eine wesentliche Rolle.
Gertistproteine bilden, wie der Name es bereits andeutet ein Gertist fiir verschiedene
Komponenten und Molekiile eines Signalweges. Die Proteine sind somit zellular in
einem geringen Abstand zueinander und im idealen Fall direkt an ihrem Wirkort
lokalisiert. Geriistproteine sind in Flagellen von Séugerspermatozoen fiir alle sub-
zelluldre Strukturen des Hauptteils wie der Fibrous Sheath, den Quter Dense Fibers
und dem Axonem beschrieben (Carrera et al., 1994; Colledge & Scott, 1999; Naka-
mura et al., 1999; Fujita et al., 2000; Brown et al., 2003; Luconi et al., 2011).

Die Anwesenheit von Kinasen und Phosphatasen spielt innerhalb des Axonems des
Spermienflagellums ebenfalls eine ausschlaggebende Rolle. Axonemale Dyneine wer-
den durch Phosphorylierung und Dephosphorylierung in ihrer Aktivitat gezielt durch
Kinasen und Phosphatasen reguliert, was zu einem direkten Einfluss dieser Molekiile
in der Flagellenbewegung und der Spermienmotilitét fiihrt (Tash, 1989; Tash & Bra-
cho, 1994; Yang et al., 2000).
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Die GTPasen, die bereits in somatischen Zellen fiir die Kontrolle des Zytoskeletts
und die Kontrolle der Motilitdt in Form von Migration eine Rolle spielen (Witt-
mann & Waterman-Storer, 2001; Kaibuchi et al., 1999), kénnen global auch flagelléare
Strukturen von Spermatozoen regulieren und die Motilitdt von Spermien beeinflus-
sen (Hinsch et al., 1993). Die Tatsache, dass zwei der getesteten RHO-GTPasen in
vitro in der Lage sind direkt mit dem zentralen Molekiil (SMOK1) innerhalb des
Signalweges zu interagieren, zeigt klar den direkten Zusammenhang zwischen den
Distorter-RHO-Signalwegen und dem Phanomen, das zur nicht-mendelschen Verer-
bung in der Maus fiihrt. Moglicherweise ist SMOK1 ein neuer bislang unbekannter
und hodenspezifischer Effektor von RHOA und RACI.

Der erste bekannte Distorter TAGAP1 ist ein GAP-Protein (GTPase aktivierendes
Protein), das biochemisch die Hydrolyse von RHOA-GTP zu RHOA-GDP verstérkt
und somit inhibitorisch auf die RHOA-Signalweiterleitung wirkt (Bauer et al., 2005).
In den biochemischen Analysen von Bauer konnte ein Effekt nur fiir die Hydrolyse
von RHOA beobachtet werden (Bauer et al., 2005). Dennoch ist fiir TAGAP1 ei-
ne Regulation anderer, nicht getesteter RHO-GTPasen ebenfalls denkbar. Mit der
biochemischen Funktion von TAGAP1 zeigte sich erstmals auch ein Zusammen-
hang zwischen RHO-Signalwegen und Transmission Ration Distortion (Bauer et
al., 2005), wobei eine méogliche Funktion von RHOA im TRD-Signalweg genetisch
nicht gezeigt wurde. Mit den Pull-Down Untersuchungen zwischen SMOK1 und
RHOA konnte eine direkte Interaktionen zwischen diesen beiden Proteinen gezeigt
werden (Abbildung 49). Wie RHOA die Aktivitdt der Spermien-Motilitats-Kinase
biochemisch beeinflussen konnte, deutet sich an, wenn man das Modell des TRD-
Signalweges betrachtet.

Im ¢t-Haplotyp (t) liegt der Distorter TAGAP1 als Hypermorph vor (Bauer et al.,
2005). Dies fiihrt in den ¢-Spermien zu einer erhéhten Funktion des GAP-Proteins
und zu einer erhthten Aktivitdt von SMOKI1 (Bauer et al., 2005). Diese gesteigerte
Kinaseaktivitat, die erst durch den Responder neutralisiert wird, fiithrt letztlich zu
einer Verdnderten Motilitdt (Herrmann et al., 1999). Das bedeutet, dass der Funk-
tionsgewinn von TAGAP1 im ¢-Komplex die SMOK1-Aktivitdt durch Inhibierung
eines RHO-Proteins steigert und die Motilitdt somit negativ beeinflusst (Bauer et
al., 2005; Herrmann et al., 1999).

Biochemisch wurde die inhibierende Wirkung von TAGAP1 auf RHOA bereits ge-
zeigt (Bauer et al., 2005). Durch die Ergebnisse der Pull-Down Untersuchungen, die
eine Bindung von RHOA an SMOKI1 zeigen, konnte man somit eine Funktion von
RHOA im TRD-Signalweg vermuten. Laut Modell miisste RHOA in ¢-Spermien
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inhibiert sein, weil TAGAP1 eine erhchte Aktivitat als GAP besitzt. Folglich ist
das Verhaltnis von GTP- zu GDP-RHOA auf die Seite der GDP-gebundenen Form
verschoben. RHOA-GDP ware somit nicht mehr in der Lage die Kinase zu inhibie-
ren. Die Hydrolyse von RHOA wiirde demnach bedeuten, dass der Inhibitor von
SMOK1 gehemmt wird, was die Kinase folglich in starkerem Mafle aktiviert. Soll-
te RHOA tatsachlich als direkter und alleiniger Zwischenschritt zwischen TAGAP1
und SMOKT1 stehen, miisste demnach die RHOA-GTP Form in der Lage sein, die
SMOK1-Aktivitat zu senken. Da die Messung von SMOK1-Aktivitat grundsatzlich
moglich ist (Herrmann et al., 1999), kénnten Untersuchungen der SMOK1-Aktivitét
eine Losung fiir die hier aufgestellte Vermutung sein, dass RHOA das G-Protein ist,
welches TAGAP1 und SMOKT1 verkniipft.

Fiir den zweiten publizierten Distorter FGD2 (Bauer et al., 2007) ist bekannt, dass
dieser fiir das Molekiill CDC42 als GTP-Austauschfaktor (Huber et al. 2008) und
somit aktivierend wirkt. Damit reiht sich FGD2 in die Reihe anderer FGD-Proteine
dieser Familie, welche ebenfalls CDC42 aktivieren (Estrada et al., 2001; Hayakawa
et al., 2008).

Da CDC42 in der Interaktionsanalyse nicht an SMOKI1 gebunden hat, liegt hier die
Vermutung nahe, dass ein weiteres bis jetzt unbekanntes Molekiil zwischen SMOK1
und CDC42 geschaltet sein konnte. Hier konnte es sich um einen bereits bekann-
ten CDC42 Effektor handeln, der im Hoden bzw. in Spermien der Maus exprimiert
sein muss. Die Zwischenschaltung eines weiteren Proteins im Signalweg, zwischen
SMOK1 und CDC42, ist jedoch nicht bewiesen und zum heutigen Zeitpunkt eine

Vermutung.

Eine weitere Bindung die mit Hilfe der klassischen Pull-Down Analysen gezeigt
werden konnte, ist die Interaktion von RAC1 und SMOKI1. Die Diskussion dieser
Interaktion macht es notwendig TIAM2, einen neuen und bislang nicht publizierten
Distorter-Kandidat, der im TRD-Signalweg eine Rolle spielen konnte, vorzustellen
(personliche Mitteilung von Y.Charron, H. Bauer und B. G. Herrmann). Bioche-
mische Untersuchungen von TIAM?2 zeigen, dass das wt-Protein als GEF (GTP-
Austauschfaktor) die Aktivierung von RAC1 bewirkt (Hoshino et al., 1999; Matsuo
et al., 2002; Matsuo et al., 2003). RACI ist zudem in der Lage direkt mit SMOK1
zu interagieren (Pull-Down Analysen). Diese GTPase konnte moglicherweise einen
neuen Distorter-Kandidaten direkt mit SMOKI1 verbinden. Ob RAC1 biochemisch
in der Lage ist die SMOKI1-Aktivitat zu verandern, wurde nicht analysiert. Hier
konnten SMOKI1-Aktivitatsmessungen Antworten liefern. Auflerdem ist RACI in
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der Lage tiber Crosstalk die Signalwege der kleinen G-Proteine RHOA und CDC42
zu regulieren und zu beeinflussen (Sander et al., 1999; Iden & Collard; 2008) und

moglicherweise somit den TRD-Signalweg zu regulieren.

Zusammenfassend konnte iiber eine direkte Bindung der Proteine RAC1 und RHOA
an SMOK1 die Vermutung einer molekularen Verbindung von RHO-Signalwegen mit
dem Phénomen der nicht-mendelschen Vererbung in der Maus bestétigt werden. Ob
die Bindung dieser GTPasen mit einer Aktivitdtsanderung der Kinase verbunden ist,
wurde in beiden Féllen (RHOA und RAC1) nicht tiberpriift. Die direkte Interaktion
von SMOK1 mit RAC1 und RHOA lasst die Vermutung zu, dass weitere zwischen-
geschaltete Interaktoren ausgeschlossen werden konnen. Mit den Ergebnissen der

Pull-Down Analysen lasst sich das molekulare Modell von Bauer und Herrmann aus
dem Jahr 2012 bekréftigen (Bauer et al., 2012).

6.2 AKAP9 als Geriistprotein und Organisationszentrum
der Fibrous Sheath

Das Ziel dieser Arbeit war es das RHO-SMOKI1-Netzwerk molekular zu analysie-
ren und neue, bislang unbekannte Bindungspartner im Signalweg, der zur nicht-
mendelschen Vererbung in der Maus fiihrt, zu identifizieren, um dadurch die Funk-

tion von SMOKT1 in diesem Signalweg genauer zu verstehen.

Ein Interaktionspartner, der als Prey im Hefe-Zwei-Hybrid System gefunden wurde,
ist AKAP9 (identifizierter Klon hAKAP9-CCSB14138 entspricht der CG-NAP Iso-
form). AKAP9 wurde in der Hefe-Analyse sowohl mit einer Doméne von SMOK1
(SMOK1 AC-regD+PKA), als auch mit einer Doméne von TAGAP1 (TAGAP1
SH3) identifiziert. Beide Interaktionen besafien eine Interaktionsstérke von 0,5. Die-
se Tatsache bedeutet, dass der identifizierte Klon hAKAP9-CCSB14138 sowohl an
ein Distorter-Protein, als auch an das zentrale Molekiil des TRD-Signalwegs gebun-
den hat. Allein diese Tatsache zeigt die mogliche Relevanz von AKAPY in diesem
Signalweg.

Zusatzlich wurde durch Untersuchungen auf mRNA-Ebene gezeigt, dass AKAP9 im
Hodengewebe der Maus transkribiert wird. Analysen auf Protein-Ebene zeigten, dass
AKAP9 sowohl Expressionsdoméanen in der akrosomalen Region des Spermienkop-
fes, als auch entlang des Flagellums besitzt. Durch zuséatzliche elektronenmikroskopi-
sche Techniken und Lokalisationsstudien wurde die Verteilung von AKAP9-Protein

in Querschnitten von Flagellen untersucht. Hier konnte gezeigt werden, dass AKAP9
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vorrangig an den Mitochondrien des Mittelteils, an der Fibrous Sheath des Haupt-
teils und zu einem geringen Anteil auch an den Outer Dense Fibers des Hauptteils
des Flagellums lokalisiert ist.

Die Lokalisation von AKAP9-Protein in vivo innerhalb des Spermienschwanzes ist
essentiell von Bedeutung fiir die mogliche Bindung an SMOK1. Im Jahr 2009 konn-
te Véron zeigen, dass die mutierte dominant negative Form der SMOK-Kinase
(SMOK1TR oder TCR) auf Proteinebene an eben diesen Strukturen, der Fibrous
Sheath und den Outer Dense Fibers lokalisiert ist (Véron et al., 2009). Da der Re-
sponder und Smok1 sich auf mRNA-Ebene identisch verhalten, ist anzunehmen,
dass auch die Proteine sich ahnlich verhalten bzw. an denselben Ultrastrukturen des
Flagellums gebunden sind (Véron et al., 2009). Folglich sind AKAP9 und SMOK1
wahrscheinlich an den subzelluldren Strukturen Fibrous Sheath und Quter Dense
Fibers kolokalisiert. Dies deutet darauf hin, dass die Interaktion zwischen SMOK1
und AKAP9 fiir den TRD-Signalweg womoglich eine wichtig Rolle spielen konnte.

Mit Hilfe von biochemischen Analysen zur Protein-Protein-Interaktionsbestimmung
wurden die Interaktionen zwischen AKAP9 und SMOK1 und zwischen AKAP9 und
TAGAP1 in vitro verifiziert. Zuséatzlich konnten neue Wechselwirkungen zwischen
AKAP9 und den Distortern FGD2 und TIAM2 sowie zwischen AKAP9 und einem
anderen identifizierten Prey (DNALI1) beobachtet werden. Die Interaktion zwischen
AKAP9 und SPATA22 zeigte zwar eine Tendenz fiir eine positive Interaktion, diese

Wechselwirkung wird jedoch als unsicher bewertet.

Interessanterweise stellte sich durch zwei unabhangige Methoden die mogliche Di-
merisierung von AKAP9 heraus. Scheinbar ist AKAP9 in der Lage mit sich selbst
zu interagieren. Die Dimerisierung von AKAP9 konnte mit der Lumineszenz basier-

ten IP Analyse und mit der bimolekularen Fluoreszenzkomplementation beobachtet
werden (Abbildung 34 und Abbildung 41).

Die Interaktion zwischen DNALI1T und AKAP9 wurde nur mit der Methode der
bimolekularen Fluoreszenzkomplementation beobachtet (Abbildung 40). Die Bin-
dungen zwischen den Distorter-Proteinen FGD2 bzw. TIAM2 und AKAP9 sowie
zwischen SMOK1 und AKAP9 wurden ebenfalls nur mit der bimolekularen Fluores-
zenzkomplementation gezeigt (Abbildung 39 und Abbildung 40). Dies kénnte darauf
deuten, dass essentielle Proteine, die die Bildung dieser AKAP9-Komplexe fordern
eventuell nicht in ausreichenden Mengen in den verwendeten humanen Zellen vor-

handen sind. Eine weitere Moglichkeit ware, dass entweder schwache Interaktionen
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zwischen den Distorter-Proteinen und AKAP9 oder, dass transiente Interaktionen
bestehen, die nur kurzzeitig geschlossen und schnell wieder getrennt werden. Diese
Hypothese lasst sich wie folgt begriinden.

Die Lumineszenz basierte IP Analyse ist eine auf dem Prinzip des Pull-Downs basie-
rende stringente Methode zur Studie von Protein-Protein Interaktionen. Schwache
oder nur transiente Interaktionen konnen mit dieser Methode sehr schwer bzw. nicht
analysiert werden. Mit der Lumineszenz basierte IP Analyse konnten die Wechselwir-
kungen zwischen AKAP9 und SMOK1 sowie zwischen AKAP9 und den Distorter-
Proteinen TAGAP1, FGD2 und TTIAM2 nicht gezeigt werden. Die bimolekulare
Fluoreszenzkomplementation dagegen ist eine weniger stringente Methode und so-
wohl fiir die Detektion starker, als auch fiir die Analyse schwacher und kurzzeitiger
Protein-Protein-Bindungen geeignet. Ein grofler Vorteil dieser Methode ist, dass
nach Bildung des gesamten und funktionellen VENUS-Proteins sich die entstan-
denen Protein-Protein-Interaktionen nicht wieder losen. So werden auch transiente
Interaktionen zwischen Proteinen, die normalerweise nur kurzzeitig in Bruchteilen
von Sekunden in der Zelle gebildet werden, durch Anreicherung des VENUS-Signals
sichtbar gemacht. Mit dieser Methode war es moglich die Interaktionen zwischen
AKAP9 und SMOK1 sowie zwischen AKA9 und den Distorter-Proteinen TAGAP1,
FGD2 und TIAM2 zu beobachten.

Neben den dargestellten Ergebnissen muss im Falle von AKAP-Proteinen zuséatzlich
auf die Literatur verwiesen werden. AKAP-Proteine (A-kinase anchoring proteins)
sind Gertistproteine, die sowohl Kinasen, als auch Phosphatasen binden kénnen und
dadurch Komponenten von Signalkaskaden an einem bestimmten Ort in der Zelle
lokalisieren kénnen (Colledge & Scott, 1999; Langeberg & Scott, 2005). Zudem sind
AKAPs dafiir bekannt, dass sie die regulatorische Untereinheit von PKA binden
(Carrera et al., 1994; Mei et al., 1997; Miki & Eddy, 1998; Mandal et al., 1999;
Vijayaraghavan et al., 1999). Zusétzlich konnen neben PKA auch andere Kinasen
wie PKN oder Phosphatasen wie PP1 und PP2A von AKAP9 (CG-NAP Isoform)
gebunden werden (Takahashi et al., 1999; Diviani & Scott, 2001). Durch die gezielte
Verankerung von diesen Enzymen werden Molekiile eines Signalweges in direkter
Umgebung zueinander in Komplexen vereinigt und der Ablauf von Signalkaskaden
gesteuert. Neben der Funktion als Gertistprotein andere Proteine zu binden, bilden

AKAPs also auch Organisationszentren fiir Prozesse und Signalwege.

In der Spermienzelle sind AKAP-Proteine wesentlich am Aufbau und an der Funk-

tion der Strukturen des Spermienschwanzes beteiligt. So sind die Proteine AKAP3
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und AKAP4 essentiell fiir den Aufbau und Erhalt der Zytoskelett-Struktur der Fi-
brous Sheath (Carrera et al., 1994; Brown et al., 2003).

Neben dieser flagellaren Struktur wurden AKAP-Proteine aber auch innerhalb des
Axonems an mikrotubuli-assoziierten Strukturen identifiziert, welche direkt mit der
Flagellenbewegung und somit mit der Spermienmotilitat in Verbindung stehen. Das
Protein RSP3 (AKAP97), welches am Aufbau des Radial Spoke Proteins beteiligt
ist, beinhaltet eine AKAP-Doméane zur Bindung der regulatorischen Untereinheit
von PKA und kann Dimere bilden (Gaillard et al., 2001; Wirschell et al., 2008).
Neben den 23 Radial Spoke Proteinen, die am Aufbau der Radial Spoke Struktur
beteiligt sind, gibt es einen weiteren Komplex der wahrscheinlich eines der Radial
Spokes am Mikrotubuli-Dubletts verankert — der Calmodulin und Spoke assoziierte
Komplex. Auch in diesem Komplex ist ein Protein mit einer AKAP-Doméne iden-
tifiziert worden (Pigino & Ishikawa, 2012). Des Weiteren wurde ein AKAP-Protein
(AKAP240) an einem der zentralen Mikrotubuli-Paare, genauer am C2 Mikrotubuli,
identifiziert (Gaillard et al., 2001).

AKAPs sind innerhalb des Flagellums an einer Vielzahl von unterschiedlichen nicht
axonemalen und axonemalen Strukturen lokalisiert. Die Tatsache, dass AKAP9-
mRNA im Hoden exprimiert ist und in Flagellen von Spermatozoen auf Proteine-
bene lokalisiert wurde (Huttlin et al., 2010; Abbildung 25; Abbildung 27) und die
Tatsache, dass AKAP9 bevorzugt an den selben Ultrastrukturen wie SMOKI1 ge-
bunden ist (Fibrous Sheath), zeigt deutlich die Relevanz des identifizierten Proteins
AKAP9 in dem Signalweg, der zur nicht-mendelschen Vererbung in der Maus fiihrt.
Zusatzlich verdeutlicht die Tatsache, dass AKAP9 drei Distorter-Proteine bindet
(TAGAP1, FGD2, TTAM2) die Funktion dieses Proteins als Geriistprotein und Or-

ganisationszentrum.

6.3 RHPN1 als mogliches Geriistprotein der Quter Dense
Fibers

Ein weiteres Molekiil, dass im Hefe-Zwei-Hybrid System mit der gesamten regula-
torischen Doméne von SMOK1 (SMOK1 RD) und dem Distorter-Protein TAGAP1
(TAGAP1 short) identifiziert wurde, ist RHPN1 (identifizierter Klon hRHPN1-
CCSB8341). Hier muss jedoch angemerkt werden, dass die Interaktionsstirke zwi-
schen dem Prey RHPN1 und den Baits jeweils bei schwachen 0,25 lag. Im Normalfall
werden lediglich Interaktionen, die eine Starke von 0,5 und mehr in einer Hefe-Zwei-

Hybrid Analyse besitzen (Schwellenwert) weiter untersucht, weil dadurch die Strin-
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genz der Methode erhoht wird. Hier wurde fiir das Protein RHPN1 aufgrund der
bereits bekannten Informationen beziiglich der Charakterisierung und Expressions-
analyse in Spermatozoen eine Ausnahme gemacht (Nakamura et al., 1999; Fujita
et al., 2000). Als Effektorprotein von RHOA ist RHPN1 im Hauptteil von Sperma-
tozoen vorrangig an den Quter Dense Fibers und in geringerem Mafle auch an der
Fibrous Sheath des Flagellums lokalisiert (Fujita et al., 2000). Neben der Bindung
von RHOA interagiert RHPN1 mit einem weiteren spermienspezifischen Protein Na-
mens Ropporin (ROPN1), welches an den Innenseiten der Fibrous Sheath nahe den
Outer Dense Fibers lokalisiert ist und wiederum eine Wechselwirkung mit dem Pro-
tein AKAP3 eingehen kann (Fujita et al., 2000). Dies lasst die Vermutung zu, dass
RHPN1 zusammen mit ROPNI1 einen Komplex bildet und ebenfalls als Gertistpro-

tein der Quter Dense Fibers und in der Fibrous Sheath fungieren konnte.

Fiir Rhpn! wurden im Rahmen dieser Arbeit Untersuchungen auf mRNA-Ebene
durchgefiihrt, die eindeutig belegen, dass die mRNA dieses Gens im Maushoden ex-
primiert ist. Genauer konnte das Transkript in differenzierten Spermatogonien, in
Spermatocyten und schwacher auch in runden Spermatiden nachgewiesen werden.
Weiterfithrende Analysen auf Proteinebene wurden nicht durchgefiihrt. In diesem
Fall zeigen die Studien von Fujita und Kollegen aus dem Jahr 2000, die Lokalisati-
on von RHPN1 im Hauptteil des Flagellums von Spermatozoen, vorrangig an den
periaxonemalen Strukturen (Fujita et al., 2000) (Absatz oben und Abbildung 58 im
Anhang).

Die Validierung der identifizierten Protein-Protein-Interaktionen erfolgte in einem
ersten Ansatz mit der Lumineszenz basierten IP Analyse. Die Interaktion zwi-
schen RHPN1 und TAGAP1 musste nach Analyse mit dieser Methode als unklar
eingestuft werden, obwohl eine Tendenz in Richtung einer positiven Bindung von
TAGAP1 an RHPN1 zu erkennen ist. Die Interaktionen zwischen dem Distorter-
Protein TAGAP1 und RHPNT scheint folglich von schwacher oder transienter Natur
zu sein. Die Wechselwirkung mit der Kinase wurde nicht bestatigt. Die SMOK1-
Interaktion wurde erst mit der weniger stringenten bimolekularen Fluoreszenzkom-

plementation bekraftigt.

Abschlielend wurde die SMOK1-RHPN1-Interaktion mit Hilfe der bimolekularen
Fluoreszenzkomplementation und der klassischen Pull-Down Analyse untersucht.
Mit der bimolekularen Fluoreszenzkomplementation konnte die Bindung von SMOK1

an RHPN1 gezeigt werden. In der Pull-Down Untersuchung zeigte sich eine schwache
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Interaktionsbande fiir RHPN1 in der SMOK1-PHPN1-Probe im Vergleich zu der Ne-
gativkontrolle, die lediglich RHPN1-Protein und kein SMOK1 enthalten hatte. Die
Tatsache, dass diese Interaktionsbande nach Veranderung der Pufferbedingungen
verloren ging (Konzentrationserhohung von NP-40), zeigt wie schwach diese Bin-
dung zu sein scheint (Daten nicht gezeigt). Es wire denkbar, dass RHOA - RHOA
interagiert mit SMOK1 (Abbildung 49) und bekanntlich auch mit RHPN1 (Naka-
mura et al., 1999) - die Interaktion zwischen RHPN1 und SMOKI1 verstérkt und

eine Briicke fur diese Interaktion bildet.

Weiterhin konnte die Tendenz einer Interaktion zwischen TAGAP1 und RHPN1
sowohl in der Hefe-Zwei-Hybrid Analyse, als auch in der Lumineszenz basierten
IP Analyse beobachtet werden. Diese Interaktion musste fiir beide Methoden als
unsicher eingestuft werden. Dennoch wurde die schwache Tendenz einer Protein-

Protein-Interaktion mit zwei unterschiedlichen Methoden beobachtet.

Durch die Pull-Down Ergebnisse, welche eine Interaktion zwischen SMOK1 und
RHOA sowie eine schwache Interaktion zwischen RHPN1 und SMOK1 zeigten (Ab-
bildung 46 und Abbildung 49), in Kombination mit der Lumineszenz basierten IP
Analyse, welche eine schwache Interaktionen zwischen RHPN1 und TAGAP1 un-
terstiitzt (Abbildung 33), und der bimolekularen Fluoreszenzkomplementation, die
ebenfalls die Bindung von SMOK1 und RHPN1 untermauert, konnte eine direkte
Verbindung zwischen diesen Proteinen hergestellt werden. Dazu kommt das Wissen,
dass TAGAPI als GAP auf RHOA wirkt (Bauer et al., 2005). TAGAP1, RHOA und
SMOK1 koénnen somit in einen direkten Zusammenhang gebracht werden, wobei
RHPNT1 als Gertistprotein fungieren konnte. Der inhibierende Signalweg (TAGAP1-
Achse) konnte tiber RHPN1 und RHOA an den Outer Dense Fibers lokalisiert sein
und SMOKI1 inhibieren. RHOA kann wiederum iiber eine direkte Protein-Protein-
Bindung mit der zentralen Spermien-Motilitats-Kinase wechselwirken und eventuell
deren Aktivitdt beeinflussen. Somit miissten nicht nur SMOKI1, sondern auch das
bekannte Distorter-Protein TAGAP1 des inhibierenden Signalwegs und RHOA an
den Quter Dense Fibers lokalisiert sein. Dadurch waren essentielle Komponenten
der TRD-Signalkaskade zusammengefithrt. RHPN1 konnte somit als Gertistprotein
fir RHOA, SMOK1 und TAGAP1 fungieren, die Interaktionen zwischen diesen Fak-
toren koordinieren und den Signalweg, der zu Transmission Ratio Distortion fiihrt,

in unmittelbarer Nahe zum Axonem an den Outer Dense Fibers lokalisieren.
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6.4 AMMECRI1-SPATA22-Komplex: eine ,,Briicke® zum

Axonem

Zwei weitere Proteine, die mit der Analyse in der Hefe identifiziert wurden, sind
AMMECRI1 (identifizierter Klon hAMMECR1-CCSB10837) und SPATA22 (identifi-
zierter Klon hSPATA22-CCSB2101). AMMECRI1 wurde als Prey mit dem Distorter
NME3 und mit zwei iiberlappenden Klonen von SMOK1 (SMOK1 AN-regD+PKA
& SMOKI1 regD-C-term) identifiziert. Dieses Protein ist durch Gendeletion und die
Ausbildung eines Krankheitsbildes beim Menschen bekannt (Vitelli et al., 1999; Vi-
telli et al., 2000). Die genaue Funktion ist jedoch unklar. SPATA22 dagegen trat in
der Hefe mit dem Distorter FGD2 (FGD2 DHPH t1) und mit der Kinase SMOK1
(SMOK1 AC-regD+PKA) in Wechselwirkung.

Beide Gene sind nach Analysen auf mRNA-Ebene im Hoden von Mausen exprimiert.
Auch die Untersuchungen auf Proteinebene zeigen fiir AMMECRI die Expression
entlang des gesamten Flagellums. Fiir SPATA22 konnten in der Immunfluoreszenz-
analyse deutliche Expressionsdoménen an der akrosomalen Region am Spermien-
kopf und am Verbindungsstiick zwischen Spermienkopf und Spermienschwanz ge-
zeigt werden. Die subzelluldare Verteilung der Proteine im Hauptteil des Flagellums
zeigt, dass AMMECRI in gleichem Mafle an der Fibrous Sheath und an den Quter
Dense Fibers lokalisiert ist. SPATA22 zeigt dagegen eine bevorzugte Bindung an den

Outer Dense Fibers und eine etwas abgeschwéchte Bindung an der Fibrous Sheath.

Die Bindung von AMMECRI-Protein an SMOK1 und an den Distorter NME3,
konnte mit der Lumineszenz basierten IP Analyse bestatigt werden. Interessanter
Weise wurde ebenfalls eine starke Interaktion zwischen AMMECR1 und SPATA22
gezeigt. Die Interaktion zwischen AMMECRI1 und DNALI1, die mit der Lumines-
zenz basierten [P Analyse eine Tendenz fiir eine Interaktion gezeigt hatte, muss
dennoch als unsicher eingestuft werden.

Mit der bimolekularen Fluoreszenzkomplementation wurden die AMMECR1-SMOK1
und die AMMECRI1-DNALI1 Interaktionen bekréftigt.

Mit Hilfe der klassischen Pull-Down Analyse wurde die Wechselwirkung zwischen
AMMECRI und SMOK1 ebenfalls bestétigt (Abbildung 32). Diese Interaktion konn-
te zusétzlich auf die Bindung von AMMECRI1 an die regulatorische Doméane von
SMOK1 eingegrenzt werden. Die Pull-Down Analysen bestatigen somit eindeutig

die ersten Untersuchungen in der Hefe.
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Fir SPATA22 konnte mit der Lumineszenz basierten IP Analyse die Bindungen
zwischen FGD2 und SPATA22 bestétigt werden. Zusatzlich wurden Bindungen, zwi-
schen SPATA22 und DNALI1, AKAP9 bzw. FGD2, identifiziert die auf Grund ihrer
relativen Bindung an SPATA22 als unsicher eingestuft werden miissen, dennoch
zeigten sich in der Lumineszenz basierten IP Analyse Tendenzen fiir positive Inter-

aktionen.

Da sowohl AMMECRI, als auch SPATA22 mit dem Prey DNALI1 wechselwirken
und miteinander eine starke Bindung eingehen konnen, besteht die Moglichkeit,
dass diese zwei Proteine als Komplex zwischen den Quter Dense Fibers und den
Strukturen des Axonems (DNALI1) pendeln. Eine Vermutung ist, dass diese Prote-
intranslokation durch Aktivierung der Spermatozoen im Genitaltrakt des Weibchens
oder durch andere auflere Faktoren beeinflusst wird. Dies wiirde bedeuten, dass sich
auch die an AMMECRI1 und SPATA22 gebundenen Faktoren zwischen den OQuter
Dense Fibers und den Strukturen des Axonems hin und her bewegen konnen. Die
elektronenmikroskopischer Untersuchung zur Analyse der prozentualen Verteilung
der Prey-Proteine an den subzellularen Strukturen des Hauptteils des Flagellums
wurden an reifen, aber nicht aktivierten Spermien des Nebenhodens durchgefiihrt
(Abbildung 29). Eine weiterfithrende Untersuchung mit aktivierten Spermien kénnte
Aufschluss tiber eine mogliche Proteintranslokation, von AMMECRI1 und SPATA22,

zwischen den Quter Dense Fibers und den Strukturen des Axonems liefern.

Das AMMECRI1-Protein hat in der Hefe an zwei iiberlappende SMOKI1-Protein-
doménen des C-Terminalen Bereiches gebunden. Trotz der Interaktion mit AMME-
CR1 konnte die katalytische Doméane von SMOK1 somit ungebunden und potentiell
funktionell sein. Zudem sind SMOK1 und AMMECR1 an denselben subzelluléren
Strukturen gebunden (periaxonemalen Strukturen wie Outer Dense Fibers und Fi-
brous Sheath). Diese Tatsachen riicken den SMOK1-Interaktionspartner AMMECR1

in ein besonderes Licht.

Das AMMECRI1-Protein besteht aus zwei unterschiedlich grofien Subdoménen, wel-
che schwach tiber eine Peptidschleife verbunden sind (Tajika et al., 2005). Diese Ver-
bindung zwischen den Doménen konnte auf eine flexible Interaktion von AMMECRI1
mit Proteinen deuten. Ob SMOK1 an diese Struktur im AMMECRI1-Protein bin-
den, konnte mit Hilfe der Protein-Protein-Interaktionsstudien jedoch nicht geklart

werden. Dennoch ist es vorstellbar, dass nach Bindung von SMOKI1 eine dynamische
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Bewegung der AMMECR1-Subdomanen méglich bleibt. Neben der Moglichkeit der
Aktivierung von Spermien und dadurch der gezielten Translokation des AMMECRI1-
Proteins hin zum Axonem, konnte AMMECR]1 moglicherweise auch an den Quter
Dense Fibers gebunden sein und als , Briicke* fungieren, um die gebundenen Pro-
teine flexibel und nahe dem Axonem zu lokalisieren. AMMECRI wére damit in
der Lage den TRD-Signalweg zu regulieren. Dies wiirde bedeuten, dass bei einem
Knock-Out vom Ammecri-Locus und somit beim Verlust des AMMECRI1-Proteins
diese Signaltransduktion unterbrochen wére. Dies hatte zur Folge, dass SMOKI1

nicht mehr an seinem Funktionsort lokalisiert ware.

Eine Interaktion konnte mit der bimolekularen Fluoreszenzkomplementationsana-
lyse auch zwischen dem Dyneinbestandteil DNALI1 und NME3 sowie zwischen
AMMECR1 und NME3 beobachtet werden (Abbildung 41). Die Tatsache, dass das
Distorter-Protein NME3 mit AMMECRI interagiert und demnach mit hoher Wahr-
scheinlichkeit auch an den Quter Dense Fibers nahe dem Axonem oder der Fibrous
Sheath lokalisiert ist, ist ein interessanter Aspekt. NME3 ware damit in der Lage
GTP, den Aktivator kleiner GTPasen, in der Nahe des Axonems zu generieren und
somit den aktivierenden FGD2-Signalweg mit GTP zu versorgen.

Aus der Literatur sind bereits axonemale Proteine bekannt, die neben anderen
Doménen auch NDK-Doménen besitzen. So wurde gezeigt, dass das Protein RSP23
(Radial spoke protein 23) eine NDK-Doméne besitzt, die positiv fiir NDK-Aktivitéat
getestet wurde (Pigino & Ishikawa, 2012; Patel-King et al., 2004). Nukleosid-Diphos-
phat-Kinasen, wie NME3 bilden durch Hexamerisierung funktionelle Strukturen aus
sechs Monomeren, wobei auch verschiedene Proteine der NME Familie miteinander
Interaktionen eingehen kénnen (Stelzl et al., 2005; Rual et al., 2005). In Hefe-Zwei-
Hybrid Analysen konnten zum Beispiel Wechselwirkungen zwischen den humanen
Proteinen NME3 und NME1 bzw. NME2 gezeigt werden (Stelzl et al., 2005; Ru-
al et al., 2005). Weitere NDK-Doménen sind auch fiir andere axonemale Protei-
ne in anderen Organismen beschrieben worden. In Seeigeln sind zum Beispiel drei
NDK-Doménen im IC1 (intermediate chain 1 polypeptide) des &uBeren Dynein-Arms
identifiziert worden (Ogawa et al., 1996). Ob NME3 bzw. die mutierte Form des ¢-
Haplotyps, NME3-t, auch mit der NDK-Domanen anderer Proteine Wechselwirken
kann und somit zum Beispiel direkt an den Radial Spokes lokalisiert sein konnte,
kann nicht beantwortet werden.

Alle diese Hinweise deuten auf eine wahrscheinlich generelle Funktion von Nukleosid-
Diphosphat-Kinasen wie NME3 in Flagellen von Spermien bzw. in der Spermienbe-

wegung hin.
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6.5 Die Veranderung der Spermienmotilitat durch die
Lokalisation der SMOK1-Kinase an einem axonemalen

Dynein

Ein weiteres Molekiil, welches mit dem Bait FGD2 N-term im Hefe-Zwei-Hybrid
System identifiziert wurde, ist DNALI1 (Klon hDNALI1-CCSB11636). DNALII,
dynein, axonemal, light intermediate chain 1, ist ein Bestandteil innerer Dyneinar-

me und somit direkt am Axonem lokalisiert.

Dyneine sind Motorproteine, welche entlang des Axonems an Mikrotubuli gebunden
sind. Entlang des Tubulinstranges (A-Tubulus) unterscheidet man grundsétzlich die
auBeren von den inneren Dyneinarmen. DNALI1 ist in Chlamydomonas reinhardtii
bekannt als p28 und wurde bereits als ein Bestandteil der inneren Dyneine (IDA
fir inner dynein arms) identifiziert (LeDizet & Piperno, 1995a; LeDizet & Piperno,
1995b). Generell bestehen die inneren Dyneinarme aus schweren Motorfragmenten
(HC fiir heavy chain), intermedidren Ketten (IC fiir intermediate chain) und leichten
Ketten (LC fiir light chain). Nach Brokaw und Kamiya sind die inneren Dyneinar-
me notwendig und ausreichend um die Flagellenbewegung zu generieren (Brokaw
& Kamiya, 1987). Die dufleren Dyneinarme (ODA fiir outer dynein arms) werden
lediglich der Verstarkung der Bewegungsfrequenz zugeordnet (Brokaw & Kamiya,
1987). Man unterteilt die inneren Dyneinarme in sieben Subspezies (I1 bis I7 oder
a bis g) entsprechend ihrem molekularen Aufbau und ihrer Position relativ zu den
Radial Spoke Proteinen. Von diesen Isoformen enthalten sechs Aktin als eine Un-
tereinheit (Yanagisawa & Kamiya, 2001). Die Isoform I1 (auch f), die kein Aktin
enthélt, ist mit zwei Motorkomplexen (HC) den d&uBeren Dyneinarmen am dhnlichs-
ten und wird auch als zweikopfiger Dyneinarm bezeichnet. Dieser Isoform kénnen
die Proteine Dynein f a und f § zugeordnet werden. Die anderen sechs Dyneinarme
bestehen jeweils aus einer schweren Motordomane, einer intermediaren und einer
leichten Kette. Die komplexe Anordnung der inneren Dyneinarme erfolgt innerhalb
eines 96 nm Abschnittes, welcher sich entlang des Axonem kontinuierlich wiederholt
(Anhang, Abbildung 60).

Strukturstudien in Chlamydomonas reinhardtiic haben gezeigt, dass das Protein p28
wesentlich am Aufbau der inneren Dyneinarme 12 (a/d), I3 (c) und I5 (a/d) beteiligt
ist (Lin et al., 2012; Mizuno et al., 2012; Pigino & Ishikawa, 2012). Die Funktion von

p28 zeigte sich durch Mutationsstudien in Chlamydomonas reinhardtii. So bewirkt
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die Mutation mit Namen ida4 den Verlust der Isoformen I2 (a/d), I3 (c¢) und I5
(a/d), in denen p28 als leichte Kette ein essentieller Bestandteil ist (Kamiya et al.,
1991; Kagami and Kamiya, 1992). Diese ida4-Mutation fiihrt phanotypisch zu ei-
nem langsameren Schwimmverhalten und einer ineffizienten Wellenbewegung dieser
Griinalgen im Vergleich zur wt-Alge (Kamiya et al., 1991; Kamiya, 1995; Pigino &
Ishikawa, 2012). Durch Elektroporationen von rekombinantem p28 Protein konnte
dieser Motilitdtsphanotyp wieder riickgéngig gemacht werden (Hayashi et al., 2002).
Die Untersuchungen in Chlamydomonas reinhardtii zeigen, dass p28 essentiell an der
Motilitat von Flagellen und Cilien beteiligt ist. Auch das orthologe Protein p33 des
Seeigels zeigte nach eingehender Analyse einen vergleichbaren Motilitatsphanotyp
(Gingras et al., 1996). Reaktivierte Spermien ohne Membran zeigten nach Inkuba-
tion mit einem Antikrper gegen p33 eine verringerte Beweglichkeit (Gingras et al.,
1996). Neben diesem Ortholog des Seeigels wurde auch das humane Transkript von
hp28 (Dnalil) unter anderem in Geweben detektiert, welche Cilia oder Flagellen
besitzen (Kastury et al., 1997). Folglich kénnte auch das homologe Protein DNALI1
potentiell am Schwimmverhalten von Spermatozoen beteiligt sein und die Motilitat
beeinflussen. Humanes p28 (Dnalil) wurde neben anderen Genen als potentieller
Kandidat fiir primére zilidre Dyskinesie (primary ciliary dyskinesia), eine Storung
der Beweglichkeit von Cilien, beschrieben (Kastury et al., 1997; Morillas & Zariwala
& Knowles, 2007).

Die identifizierte Hefe-Interaktion zwischen DNALI1 und FGD2 deutet darauf hin,
dass der aktivierende Signalweg, welcher wahrscheinlich tiber FGD2 und CDC42
(Huber et al., 2008) auf SMOK1 wirkt (Bauer et al., 2007), direkt mit dem Axonem
assoziiert ist. In der Hefe wurde neben der Interaktion von DNALI1 und FGD2 keine
zusatzliche Wechselwirkung von DNALI1 mit einer weiteren Komponente des TRD-
Signalwegs wie zum Beispiel SMOK1 oder einem weiteren Distorter-Protein festge-
stellt. Dennoch wurde dieser Prey in den molekularen Analysen auf mRNA- und
Protein-Expression im relevanten Gewebe naher untersucht. Das DNALI1 mRNA-
Transkript konnte mit zwei unabhangigen Methoden im Maushodengewebe identifi-
ziert werden. Auch das Protein wurde unter anderem in isolierten Spermatozoen des
Epidydimis detektiert. Anders als alle anderen identifizierten Preys konnte das Pro-
tein DNALI1 entlang des Flagellums zusammen mit TUBULIN kolokalisiert werden
(Abbildung 25). Zusétzlich zeigte die Analyse der Verteilung der Proteinsignale im
Mittelteil und Hauptteil des Flagellums eine prozentuale Haufung von DNALI1 di-
rekt am Axonem (Abbildung 29). Dieses Ergebnis war zu erwarten, da Rashid und

Kollegen DNALI1 bereits im Jahr 2006 als flagellares Protein in Maus-Spermien cha-
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rakterisiert hatten (Rashid et al., 2006). Und wie bereits erwahnt, wurde p28 (DNA-
LI1) auch im Modellorganismus Chlamydomonas reinhardtii entlang des Axonems
als flagelldrer Bestandteil der inneren Dyneinarme identifiziert (LeDizet & Piperno,
1995). In den sich anschlieBenden Protein-Protein-Interaktionsstudien zur Verifizie-

rung der isolierten Hefe-Wechselwirkungen wurde DNALI1 somit eingeschlossen.

Die Lumineszenz basierte [P Analyse zeigte eine sehr eindeutige Interaktion von
DNALI1 mit sich selbst. DNALI1 ist demnach in der Lage Dimere zu bilden (Abbil-
dung 34). Tatséchlich gibt es bereits Hinweise auf eine mogliche Dimerisierung von
DNALI1-Molekiilen (Yanagisawa & Kamiya, 2001; Rashid et al., 2006), die mit der
hier durchgefiihrten Analyse bestatigt werden konnten. Es wurde vermutet, dass die
Coiled Coil-Doméne im DNALI1-Protein fiir die Dimerisierung verantwortlich ist
(Rashid et al., 2006).

Neben dieser sehr eindeutigen Dimerisierung von DNALI1 wurden weitere Tenden-
zen von Interaktionen zwischen DNALI1 und den Proteinen FGD2, AMMECRI1 und
SPATA22 beobachtet. Diese werden aufgrund der Werte ihrer relativen Bindung mit
DNALI1 (zwischen 1,5 und 2) jedoch als unsicher angesehen. Dennoch, durch die
positive Tendenz zwischen FGD2 und DNALI1 wurde die Hefe-Interaktion zwischen
diesen Proteinen bestarkt.

Ebenfalls interessant sind die nicht eindeutigen Interaktionen zwischen DNALI1 und
den Preys AMMECRI und SPATA22 in der Lumineszenz basierte IP Analyse, weil
mit dieser Technik gezeigt werden konnte, dass die Molekille AMMECR1 und SPA-
TA22 auch untereinander eine starke Bindung eingehen kénnen. Beide Komponenten
des AMMECRI1-SPATA22-Komplexes zeigen positive Tendenzen fiir eine Interakti-

on mit dem Bestandteil des inneren Dyneinarms, DNALI1.

In einem nachsten Schritt wurden verschiedene Bindungen mit der bimolekularen
Fluoreszenzkomplementation untersucht. Auch hier konnte die Dimerisierung von
DNALI1 beobachtet werde. Zusatzlich wurden die Interaktionen zwischen DNALI1
und FGD2 sowie zwischen DNALI1 und AMMECRI1 bestéatigt. Neue und bislang
nicht identifizierte Interaktionen konnten mit dieser Methode zwischen DNALI1 und
den Proteinen AKAP9, NME3 sowie SMOK1 beobachtet werden.

Die Interaktion zwischen DNALI1 und dem Distorter-Protein NME3, konnte durch
die Bindung von NME3 an AMMECRI1 ermoglicht werden und bekraftigt die Ver-
mutung, dass NME3 wahrscheinlich benotigt wird, um GTP fiir den aktivierenden
FGD2-Signalweg zur Verfiigung zustellen, da auch der Distorter-FGD2 (aktivieren-
der Zweig) direkt mit DNALI1 wechselwirken kann.
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Interessant ist, dass ebenfalls eine Interaktion zwischen AKAP9 und DNALII be-
obachtet werden konnte. Dies konnte bedeuten, dass AKAP9 in der Lage ist als
Gertistprotein fiir Komponenten des TRD-Signalweges zu fungieren und als Organi-
sationszentrum weitere relevante Molekiile zu binden. Mit der Bindung an DNA-
LIT standen AKAP9 selbst und die mit AKAP9 assoziierten Distorter-Proteine
wie TAGAP1 und TIAM2 in rdumlicher Nahe zu axonemalen Strukturen und zu
den axonemalen Motorproteinen. Somit wéren weitere essentielle Komponenten des

TRD-Signalwegs nahe dem Axonem lokalisiert.

Die wahrscheinlich bedeutendste Interaktion, die im Rahmen der bimolekularen
Fluoreszenzkomplementation identifiziert wurde, ist jedoch die Wechselwirkung von
DNALIL und der Spermien-Motilitats-Kinase, SMOK1 (Abbildung 40). Die Tatsa-
che, dass diese Interaktion lediglich in dem nicht stringenten Test der bimolekula-
ren Fluoreszenzkomplementation beobachtet wurde, deutet auf eine transiente oder
schwache Wechselwirkung zwischen den zwei Proteinen hin. Die Moglichkeit wie
ein AMMECRI1-SPATA22-Komplex die Kinase in die raumliche Néhe des Proteins
DNALI1 ans Axonem bringt, wurde im vorangegangenen Abschnitt diskutiert. Den-
noch ist nicht geklart welche Bedeutung diese mogliche Interaktion haben konnte.
Die Spermien-Motilitats-Kinase (SMOK1) ist eine Kinase und in der Lage Substrate
zu phosphorylieren. Dieses Potential von SMOK1 wurde 1999 durch Phosphorylie-
rung des Myelin-Basischen Proteins gezeigt (Herrmann et al., 1999). Dies bedeutet,
dass SMOKI1 potentiell in der Lage ist nicht nur mit den identifizierten Preys zu in-
teragieren, sondern diese eventuell auch zu modifizieren, genauer zu phosphorylieren.
Dieses Potential spielt fiir die Interaktion von SMOK1 und DNALI1 eine entschei-
dende Rolle, da in der Literatur bereits bekannt ist, dass durch Phosphorylierung
von Dyneinen die Flagellenbewegung und somit die Spermienmotilitat beeinflusst
werden kann (Tash, 1989).

DNALII bzw. p28 ist als leichte Kette fiir den strukturellen Zusammenhalt der ver-
schiedenen Dyneine (12, 13 und I5) essentiell und am Aufbau der inneren Dyneinarme
beteiligt (Kamiya et al., 1991; Kagami and Kamiya, 1992; Yanagisawa & Kamiya,
2001). Zusammen mit einer schweren Kette (HC) als Motorregion und zusammen
mit Aktin ist DNALI1 ein Bestandteil der inneren Dyneinarme (light chain). DNA-
LI1 ist nicht in der Motor- oder Kopfregion lokalisiert und folglich nicht direkt an
der Kontaktausbildung zweier Mikrotubuli-Dubletts und deren relative Verschie-
bung zueinander beteiligt. Dennoch ist vorstellbar, dass die Modifikation bzw. die

gezielte Phosphorylierung von DNALI1 durch SMOK1 eine veranderte Beweglich-
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keit in den Spermatozoen der Maus zur Folge haben konnte.

Die Analyse der iiberméfiigen Phosphorylierung von 1C138 (Inner dynein arm 11
intermediate chain IC138) — ein Bestandteil des inneren Dyneinarms I1 - fiihrte
zum Beispiel zu dem Schluss, dass sich durch diese verstiarkte Phosphorylierung
von I1C138 auch die Motilitdt der Spermien verdndert (Habermacher & Sale, 1997,
Porter & Sale, 2000; Wirschell et al., 2007). Die gesteigerte Phosphorylierung der
Untereinheit IC138 fiihrte zu einer Inaktivierung der gesamten Dynein-ATPase 11,
was bedeutet, dass die Bewegung die durch Gegeneinanderverschiebung der Mik-
totubulistriange generiert wird, eingeschrankt ist (King & Dutcher, 1997; Porter &
Sale, 2000; Smith & Yang, 2004; Wirschell et al., 2007). Diese bewirkt letztlich einen
Verlust der Spermienmotilitat. Die Phosphorylierung von Substrukturen des inneren
Dyneinarms I1 ist also direkt mit der Inhibierung der Dyneinarme und dem Verlust

der Motilitat verbunden.

In Bezug auf das eben beschriebene Beispiel konnte also auch die Phosphorylie-
rung von DNALI1 durch die Spermien-Motilitats-Kinase zu einem Aktivitatsverlust
der inneren Dyneinarme 12, I3 und I5 fithren und somit direkt einen Einfluss auf die
Beweglichkeit und die Motilitat von Spermatozoen besitzen. Zum jetzigen Zeitpunkt
sind fiir diese Hypothesen keine Untersuchungen speziell fiir DNALI1 durchgefiihrt
worden und die Phosphorylierung von DNALI1 durch SMOK1 ist eine Vermutung,
die auf wissenschaftlichen Ergebnissen beziiglich der Dyneinisoform I1 basieren. Den-
noch ist das Potential von SMOK1, das Protein DNALI1 zu phosphorylieren nicht
reine Mutmafiung, da in dieser Arbeit erstmals eine Interaktion zwischen SMOK1
und diesem Bestandteil der inneren Dyneinarmen gezeigt werden konnte, wobei die
Interaktion wahrscheinlich iiber eine Komplexbildung mit weiteren Komponenten
wie AMMECRI1 und SPATA22 erméglicht wird.

Unterstiitzt wird die Vermutung, dass SMOKI1 durch Phosphorylierung von DNA-
LI1 die Motilitat von Spermatozoen herabsetzen konnte durch Untersuchungen und
Beobachtungen aus dem Jahre 1993 (Olds-Clarke & Johnson, 1993). Nach Ana-
lysen von heterozygoten ¢/+-Mausménnchen konnten zwei Spermienpopulationen
in diesen Mannchen beobachtet werden, die unterschiedliche Schwimmeigenschaften
hinsichtlich der Geschwindigkeit und Linearitéit zeigten (Olds-Clarke & Johnson,
1993). Eine Population besa$} eine geringere Schwimmgeschwindigkeit und eine wenig
lineare Schwimmbewegung (wahrscheinlich wt-Spermien durch Distorter-Einfluss)
(Olds-Clarke & Johnson, 1993). Die zweite Spermienpopulation war gekennzeich-

net durch eine hohere Schwimmgeschwindigkeit und eine lineare Schwimmbewegung
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(wahrscheinlich ¢-Spermien durch Distorter- und Responder-Einfluss) (Olds-Clarke
& Johnson, 1993).

Diese Beobachtungen von Olds-Clarke und die Beobachtung, dass DNALI1 und
SMOK1 in witro wechselwirken konnen, deutet darauf hin, dass der von Olds-
Clarke beobachtete Motilitatsphanotyp zuriickzufiihren sein konnte auf die gesteiger-
te Phosphorylierung (Hyperphosphorylierung) von DNALI1 durch die hyperaktivier-
te Kinase SMOK1. Somit liefle sich das Phanomen, welches zur nicht-mendelschen
Vererbung in der Maus fithrt, auf eine veranderte Phosphorylierung von Dynein-
strukturen durch SMOKT1 zuriickfiithren. Diese Hyperphosphorylierung von DNALI1
konnte angelehnt an die Ergebnisse der IC138 Analysen zur Inhibierung der inneren
Dyneinarme 12, I3 und I5 und zu einer reduzierten Mikrotubuliverschiebung fiihren,
was phanotypisch eine verringerte oder gestorte Motilitat dieser Spermien zur Folge
hatte. Der Phanotyp, der sich nach Olds-Clarkes Analysen beobachten lies, zeigte
in einer Spermienpopulation der t/+-Ménnchen eine geringere Schwimmgeschwin-
digkeit und eine wenig lineare Schwimmbewegung (Olds-Clarke & Johnson, 1993).
Ein dhnlicher Phénotyp wurde auch in der Chlamydomonas reinhardtii Muation
ida4 beobachtet. In dieser Mutante kam es nach Verlust von p28 (DNALI1) phéno-
typisch ebenfalls zu einem langsameren Schwimmverhalten und einer ineffizienter
Wellenbewegung (Kamiya et al., 1991; Kamiya, 1995; Pigino & Ishikawa, 2012).

Zusammenfassend deuten die Ergebnisse der Protein-Protein-Interaktionsstudien
(Abbildung 40), die Analysen des I1 Dyneinarms (Habermacher & Sale, 1997; Por-
ter & Sale, 2000; Wirschell et al., 2007), die Beobachtungen von Olds-Clarke (Olds-
Clarke & Johnson, 1993) und die Analysen in Chlamydomonas reinhardtii (Kamiya
et al., 1991; Kamiya, 1995; Pigino & Ishikawa, 2012) darauf hin, dass das Phéno-
men der nicht-mendelschen Vererbung direkt mit einer Hyperphosphorylierung des
DNALI1-Proteins durch SMOK1 zusammenhangen konnte.
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6.6 Modell eines RHO-SMOK1-Signalnetzwerkes

Aus den Ergebnissen, die durch diese Arbeit erzielt wurden, konnte ein Modell zur
Wirkung von SMOK1 auf Komponenten des Axonems erstellt werden. Die Kompo-
nenten des Signalnetzwerkes, welches zur nicht-mendelschen Vererbung in der Maus
fiihrt, sind mit hoher Wahrscheinlichkeit iiber Gertist- bzw. Strukturproteine entlang
der Flagellen von Spermatozoen gebunden und somit direkt am Ort ihrer Wirkung
lokalisiert.

AKAP9 stellt hier vornehmlich eine Gertiststruktur der Fibrous Sheath dar und
bindet alle essentiellen Molekiile, wie die Spermien-Motilitats-Kinase selbst und die
Distorter-Proteine TAGAP1, FGD2 und TIAM2. Sowohl iiber das Gertistprote-
in RHPN1 als auch in geringerem Mafle iiber AKAP9 werden die Bestandteile des
TRD-Signalweges auch an den Quter Dense Fibers gebunden und somit in raumliche
Néhe zum Axonem gebracht. Uber RHPN1 ist des Weiteren das Distorter-Protein
TAGAP1 und die GTPase RHOA des TRD-Signalweges ebenfalls an den Quter
Dense Fibers lokalisiert (Nakamura et al., 1999; Fujita et al., 2000). Diese Molekiile
wirken inhibierend auf die SMOK1-Aktivitdt, wobei die Inhibierung vermutlich di-
rekt iiber RHOA erfolgt. Ein bislang nicht publiziertes Distorter-Protein TIAM2
(personliche Mitteilung von Y. Charron, H. Bauer und B. G. Herrmann) wirkt tiber
RACI entweder direkt oder indirekt auf SMOK1 und erhoht die Aktivitat der Kina-
se. Das Distorter-Protein FGD2 ist neben der Bindung an AKAP9 auch an eine
Komponente der inneren Dyneinarme (DNALI1) gebunden und wirkt wahrschein-
lich iber CDC42 indirekt auf SMOK1 um die Kinase zu aktivieren. Die Summe die-
ser inhibierenden und aktivierenden Prozesse fiihrt schliefSlich zu einer iibermafligen
Aktivierung von SMOK1. Ein weiteres Distorter-Protein und ein weiterer Regulator
von G-Proteinen ist NME3. NME3 wird innerhalb des gesamten Komplexes wahr-
scheinlich iiber AMMECRI1 ans Axonem transportiert. Fiir die direkte Bindung von
NME3 ans Axonem spricht zusétzlich die Wechselwirkung von NME3 und DNALI1
in einer der Protein-Protein-Interaktionsstudien. NME3 generiert somit direkt am
Axonem das Nukleosidtriphosphat GTP, welches als Aktivator fiir kleine G-Proteine
wie RHOA, RAC1 und CDC42 dient und beeinflusst somit quantitativ die Menge an
GTP innerhalb dieser Struktur. Die Spermien-Motilitdts-Kinase ist nach Analysen
von Véron an den Quter Dense Fibers und an der Fibrous Sheath des Flagellums
von nicht aktivierten Spermatozoen gebunden (Véron et al., 2009). Die Ergebnisse
der Protein-Protein-Interaktionsstudien zeigen, dass in vitro auch eine Bindung zwi-
schen SMOK1 und DNALI1 moglich ist. Eine Hypothese, die sich aus den Ergebnis-
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sen der hier durchgefiihrten Untersuchungen ergibt, ist, dass SMOK1 iiber Bindung
an AMMECRI1 bzw. iiber einen AMMECRI1-SPATA22-Komplex in die unmittel-
bare Umgebung von DNALI1 gelangt. Dies konnte durch Protein-Translokation des
Komplexes nach Aktivierung der Spermatozoen oder durch flexible Strukturverande-
rungen von Komplexkomponenten wie AMMECRI1 erméglicht werden. Die hyperak-
tivierte Kinase wére somit in raumlicher Nahe der inneren Dyneinarme lokalisiert
(DNALI1) und kénnte diese phosphorylieren. Die Phosphorylierung von DNALIT,
ein Bestandteil der inneren Dyneinarme 12, I3 und I5 konnte zur Deaktivierung der
Motorbestandteile dieser Dyneinkomplexe fithren. Dies konnte wiederum bedeuten,
dass die Motorregionen dieser Dyneine nicht mit den benachbarten Mikrotubuli-
Strangen wechselwirken und somit keine Verschiebung dieser Strange zueinander
bewirkt wird. Folglich wiirde es zur Storung der Beweglichkeit dieser Flagellen kom-
men.

Durch Anwesenheit des Responders im t-Komplex, der Responders besitzt eine sehr
geringe Kinaseaktivitit verglichen zu SMOK1 (Herrmann et al., 1999), kommt es in
diesen Responder-tragenden Spermien zu einer Konkurrenz zwischen SMOK1 und
TCR. Im Falle einer Bindung von TCR in diesem Protein-Komplex wiirde es nicht
zur iiberméfigen Phosphorylierung des Dyneinbestandteils DNALI1 kommen. Dies
hatte dann eine normale Flagellenbewegung und somit eine unveranderte Spermien-
motilitat zur Folge. Somit wiirden die Responder-tragenden Spermien bevorzugt
vererbt werden und die Spermien, die unter SMOK1 Einfluss stehen nicht. Dieses
Modell wiirde folglich bedeuten, dass alle Preys, die mit SMOK1 interagiert haben,
im Komplex auch mit TCR Wechselwirken miissten. Untersuchungen und Protein-
Protein-Interaktionsstudien zwischen den Preys und dem Responder-Protein konn-

ten hier Aufschluss geben.
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Outer Dense Fiber

Querschnitt durch das
Principal Piece eines
Spermien Flagellums

Axonem

Fibrouse Sheath

TTVIVdS

SMOK1 / TCR

Abbildung 53: Hypothese eines erweiterten SMOK1-RHO-Signalnetzwerkes, basierend
auf den Interaktions- und Lokalisationsstudien der neuen SMOK-
Interaktionspartner. oben: Schematische Darstellung eines Querschnittes
durch das Principal Piece eines Spermien Flagellums. unten: Vergrofie-
rung des im Querschnitt angedeuteten Rahmens mit einem moglichen
RHO-SMOK]1-Signalnetzwerk. SMOK1 wird iiber AKAPs/AMMECR1
an der Fibrouse Sheath gebunden. An den Outer Dense Fibers erfolgt
die Bindung von SMOK1 vornehmlich iiber RHPN1, wo auch der in-
hibierende Zweig des TRD-Signalweges (TAGAP1) lokalisiert ist. Uber
AMMECRI, als ,,Briicke“ kann SMOK1 direkt am Axonem, wo auch der
aktivierende Zweig des TRD-Signalweges (FGD2) aktiv ist, wirken und
DNALI1 phosphorilieren. Dies fithrt zu einer gestorten Flagellenfunktion
in Spermien.

116



Material und Methoden

7 Material und Methoden

Ubersicht haufig verwendete Abkiirzungen

PBS
PBS-T
TBS
TBS-T
SSC
MABT
NTMT
DAPI
NGS
BCIP
NBT
TEA
DIG
IPTG
EDTA
TAE
MOPS
MES
BSA
PCR
EtOH
SDS
PFA
FCS
DMSO
DTT
PVDF
IVT
HEPES

Phosphat-gepufferte Salzlosung
PBS mit Tween 20

Tris-gepufferte Salzlosung

TBS mit Tween 20

Standard Salz-Citrat-Losung
Apfelsiure-Puffer mit Tween-20
NaCl, Tris, MgCl, Tween-20
4,6-diamino-2-phenylindol

Normales Ziegenserum
5-Bromo-4-Chloro-3-Indolylphosphat
Nitroblau-Tetrazolium
Triethylenamin-Losung

Digoxigenin
Isopropyl-b-D-thiogalactopyranosid
Ethylen-Diamin-Tetraessigsaure
Tris-Acetat-EDTA-Puffer
3-(N-Morpholino)Propansulfonsiure
2-(N-Morpholino)Ethansulfonsdure
Bovines Serumalbumin
Polymerase-Kettenreaktion

Ethanol

Sodium Dodecyl Sulfat
Paraformaldehyd

Fotales Kalberserum
Dimethylsulfoxid

Dithiothreitol

Polyvinylidenfluorid

In vitro Transkription/Translation
2-(4-(2-Hydroxyethyl)-1-piperazinyl)-

ethansulfonsaure
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7.1 Allgemeine molekularbiologische Arbeiten
7.1.1 Agarose-Gelelektrophorese

Fiir die GroBlenauftrennung von DNA- und RNA-Proben wurden erforderliche Kon-
zentrationen zwischen 0,8 und 2 % Agarose (life technologies, Biozym) bei RT in
TAE-Puffer suspendiert und in einer Mikrowelle aufgekocht, bis sich die Agaro-
se vollstandig gelost hat. Die Agaroselosung wurde anschlieBend mit Ethidiumbro-
midlosung (Roth) versetzt und in eine Elektrophoresekammer gegossen. Nach Po-
lymerisierung der Agarose erfolgte die Elektrophorese in TAE-Puffer entsprechend

der Grofle der Nukleinsauren nach unterschiedlichen Laufzeiten.

7.1.2 Konzentrationsbestimmung von Nukleinsauren

Die Konzentrationsbestimmung von DNA- und RNA-Proben erfolgte im NanoPho-

tometer (Implen) oder mit dem Qubit 2.0 Fluorometer (life technologies).

7.1.3 Verwendung von Restriktionsendonukleasen

Soweit nicht anders vermerkt, wurden Restriktionsendonukleasen von Promega, New

England Biolabs oder Fermentas den Herstellerangaben entsprechend verwendet.

7.1.4 Gelextraktion und Aufreinigung von DNA

Zur Extraktion von DNA-Fragmenten aus einem Agarosegel wurde das Wizard SV
Gel and PCR Clean-Up System (Promega) nach Herstellerangaben verwendet. Die
Elution der Nukleinsdure erfolgte je nach DNA-Menge in 15 bis 50 pl destilliertem,

nuklease-freiem Wasser.

7.1.5 Dephosphorylierung von Vektoren

Vektoren, welche fiir klassische Klonierungen verwendet wurden, wurden vor der
Ligation mit Shrimp-Alkaline-Phosphatase (Fermantas) nach Herstellerangaben be-
handelt.
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7.1.6 Ligation von DNA-Fragementen

Fiir die Ligationen von DNA-Fragmenten wurden sowohl 74 DNA Ligase (NEB), als
auch Quick DNA Ligase (NEB) nach Herstellerangaben verwendet. Hierfiir wurden
etwa 25 ng des ensprechenden Vektors sowie etwa die dreifache molare Menge DNA-
Fragment in einen Ligationsansatz von 10 oder 20 nl gegeben. Die Ligation wurde

einem langsam ansteigenden Temperaturgradienten ausgesetzt oder eine Stunde bei
RT bei T4 DNA Ligase bzw. 15 min bei Quick DNA Ligase inkubiert.

7.1.7 Transformation von Plasmiden in Bakterien

Fiir eine chemische Transformation wurden 10 bis 20 pl DNA-Losung oder Liga-
tionsansatz verwendet. Fiir eine elektrische Transformation mittels Elektroporator
(Bio Rad) wurden 2 bis 5 pl einer DNA-L&sung oder eines Ligationsansatzes einge-
setzt, nach Herstellerprotokoll in E.coli-Zellen transformiert und auf LB-Platten mit
dem zur Selektion benotigten Antibiotikum (Sigma) ausplattiert. Die Inkubation der

transformierten Bakterien erfolgte iiber Nacht bei 37°C.

7.1.8 Blau-Weif-Untersuchung von Plasmiden in E.coli

Fiir eine Blau-Weif3-Selektion der ligierten Plasmide wurden die LB-Platten mit dem
zur Selektion benotigten Antibiotikum mit IPTG- und X-Gal-Loésung (AppliChem)
behandelt. Die transformierten Bakterien wurden ausplattiert und iiber Nacht bei
37°C inkubiert. Am Folgetag wurden nur weifle bzw. zart blaue Bakterienkolonien

isoliert und in 2 bis 4 ml Fliissigmedium angeimpft.

Tabelle 2: Ubersicht der verwendeten Bakterienstimme

Bakterienstamm Kompetenz

E.coli DH5« chemisch kompetent
E.coli DH5« elektrokompetent
E.coli XL10-Gold chemisch kompetent
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7.1.9 Isolation von Plasmid aus Bakterienkultur

Zwischen 2 und 4 ml Bakterienkultur wurden in einem 2 ml Reaktionsgefaf pelletiert
und in Puffer-P1 (Qiagen) suspendiert. Die alkalische Lyse der Bakterien erfolgte
mit Puffer-P2 (Qiagen) fiir wenige Minuten bei RT. Die Lysereaktion wurde durch
Zugabe von Puffer-P3 (Qiagen) neutralisiert. Das entstandene Prézipitat konnte
durch Zentrifugation vom Uberstand abgetrennt und in ein neues Reaktionsgefaf
{iberfithrt werden. Durch Fallung des Uberstandes mit 0,7 Volumeneinheiten Isopro-
panol (Merck) und einem anschlieBenden Waschschritt mit Ethanol (Merck) konnte
die Plasmid-DNA prazipitiert werden. Das DNA-Pellet wurde getrocknet und an-
schliefend in zweifach destilliertem Wasser suspendiert. Die Isolierte Plasmid-DNA
konnte nun mittels Restriktionsendonukleasen, Agarose-Gelelektrophorese und an-

schliefender Sequenzierung auf Richtigkeit iiberpriift werden.

7.1.10 Praparation von Plasmid fiir Zellkultur

Die Praparation von Plasmid-DNA aus Bakterienkulturen erfolgte fiir Zellkulturex-
perimente mit dem Qiagen Plasmid Midi oder Mini Kit oder mit dem GenFElute HP
Plasmid Midiprep Kit von Sigma nach Herstellerangaben.

7.1.11 Polymerase-Kettenreaktion

Fiir alle Polymerase-Kettenreaktionen (PCRs) wurde der Mastercycler (Eppendorf)
verwendet. Falls nicht anderes erwahnt, wurde die anfangliche Dissoziation doppel-
strangiger DNA bei 95°C fiir 3 min durchgefiihrt. Jeder Zyklus beginnt mit 15 sec
95°C, gefolgt von 5 bis 15 sec Anlagerungszeit (abhéngig von der Polymerase) bei
einer vom Primerpaar abhangigen individuellen Temperatur. Anschlieend erfolgte
die Elongation der DNA bei 72°C je nach verwendeter Polymerase und Léange des
DNA-Fragments. Die Zahl der Zyklen lag zwischen 30 und 38. Abschlielend wurden
die Proben 5 min bei 72°C gehalten.

7.1.12 Sequenzierung von DNA-Proben

Die Sequenzierung der DNA-Proben oder Plasmid-Praparationen wurde in einem
externen Labor der Firma Eurofins MWG Operon oder von AGOWA durchgefiihrt.

120



Material und Methoden

7.2 Herstellung von Vektoren

Tabelle 3: Ubersicht der verwendete Plasmide

Plasmid Herkunft Bemerkung
pENTR/D-TOPO life technologies Gateway-System
TOPO-Klonierung
14-pACT4-DM Dr. Ulrich Stelzl Gateway-System
pBTM 116 D9 Dr. Ulrich Stelzl Gateway-System
06-pcDNA3.1-PA-D57 Dr. Ulrich Stelzl Gateway-System
16-pFire-V5-DM Dr. Ulrich Stelzl Gateway-System
55-pVEN-F2C Dr. Ulrich Stelzl Gateway-System
56-pVEN-F1N Dr. Ulrich Stelzl Gateway-System
57-pVEN-F2N Dr. Ulrich Stelzl Gateway-System
58-pVEN-F1C Dr. Ulrich Stelzl Gateway-System
pDEST-475-V5 (N) pDEST-474 (Dr. Phillip Grote) Gateway-System
pDEST-475-MYC (N) pDEST-474 (Dr. Phillip Grote) Gateway-System
pEF6-V5/His-TOPO (C) life technologies TOPO-Klonierung
pEF6-V5/His (N) Modifikation pEF6-V5/His (C)  klassische Klonierung

7.2.1 Herstellung von ENTRY-Vektoren

Tabelle 4: Ubersicht der verwendete Primer fiir Smok1 Konstrukte

Gen Primername Primersequenz
Smokl Smokl FL s caccGAAAATTTTCATGCTC
Smokl FL as ttaTTTTTTTGGGGAGACTC
Smok1 katD s caccTACGTGATGCTAGAGA
Smokl katD as tcaGACCCAGGGATGCACCA
Smokl AC-katD as tcaCATAATATTGTCAGGTT
Smokl AN-katD s caccGTAGAAAAAGATGGAA
Smokl regD s caccACAGAAGGCTCAGGGG
Smok1 UBA /regD as tcaTTTTTTCAGTAGACAAT

Smokl AC-regD+PKA as tcaCGTGGGTTCAGTCTCTC
Smokl AN-regD+PKA s ccacTTCCCTTCCCTTGTTG
Smok1l AN-regD s caccACGAGTCTCAGATTAT
Smok1 regD-C-term caccATGTTTTGCACAATAC
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Tabelle 5: Ubersicht der verwendete Primer fiir die Distorter Konstrukte

Gen Primername Primersequenz
Nme3  Nme3 FL s caccATGATCTGTCTGGTGCTGACC
Nme3 FL as ctaCTCATATAGCCAATGTCCG
Fgd2 FGD2 N-term s caccGAGCGAGCCTGTGAGAA
Fgd2 N-term as tcaGCTGACCCCAGGCTGACA
Fgd2 Iso2 s caccTACAGCGAGTACGTGAA
Fgd2 Iso2 as tcaGTCAGACACATCTTCTTC
Fgd2 PH/FYVE/PH s caccACCCTGCTCCGAGAGGG
Fgd2 AC as tcaAGTGAGAAATGTGTAGC
Fgd2 N-term/DHPH as tcaCTGGTCAATGGCTGCCT
Fgd2 DHPH/FYVE s caccTGTCAGCCTGGGGTCAGC
Fgd2 FYVE s caccGACAAGATGGTGACCAT
Tagapl Tagapl FL s caccGAGACATTAATTGAATG
Tagapl FL as tcaAATGTAGGATTCTCTAG
Tagapl RhoGAP s caccCAACCCTTGTCGATCA
Tagapl RhoGAP as tcaCCCAAATATCTCAAAGCA
Tagapl N-term as tcaTTGGTCAAACAGCGACAC
Tagapl SH3 s ccacGCTTTCTCCAGATCCT
Tagapl t1 as tcaATTCTTTATTTTCAAATC
Tagapl short s caccGAATTCCTCATTGACA
Tagapl N-term as tcaTTGGTCAAACAGCGACAC
Tagapl 21bp Del s caccAAGCTAACAAGGAGTG
Tagapl 21bp Del as tcaTGCTGGGAAGACTTCCT
Tiam2 Tiam2 FL s caccGGGAACTCCGAGAGTCAATAT
Tiam2 FL as tcaTGATTTGCCATGGCTCTGT

Tiam?2 short s
Tiam2 short as
Tiam2 AN s

Tiam2 APHn/TSS s
Tiam2 PHn/TSS as

caccCATGGAAGCACCAACAGAGA
tcaTGATTTGCCATGGCTCTGTG
caccCCTCGAAATGAGCAGGAGCAACAC
caccGACCTGCATCTGTATGGCTCCGC
tcaTCTCTTCTCCCTCCCCTTTCTTG

Tiam2 DH s caccCTCCGGAAAGTCATCCAGGA
Tiam2 DH as tcaAACCAGTATGACAGCTCTCTTA
Tiam2 TSS s caccTTTGCAAAAAAGCACGGAAAGGA
Tiam2 TSS as tcaTCTGGAACACACCAGAGCATGGA

Tiam2 ADH/PHc s
Tiam2 ADH/PHc as
Tiam2 PHn as
Tiam2 PHc s

caccATGGGGAACTCCGAGAGTCAATA
tcaCTTTTCCCTGTGGGGCACTTGAT
tcaTGCACACGCCGAGTGGATG
caccGAGCTGTCCATGGGGGAACTTCT

Die zu erzeugenden Gene und Genfragmente wurden mittels PCR-Reaktion mit
einem CACC-Uberhang am 5’ Sequenzende amplifiziert. Zur GroBenkontrolle wur-

den sie in einem Agarosegel von unspezifischen Nebenprodukten getrennt und mit
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dem Wizard SV Gel and PCR Clean-Up System aufgereinigt. Die gereinigten PCR-
Produkte konnten nun direkt in einer direktionalen Reaktion in den pENTR/D-
TOPO Vektor von life technologies kloniert werden. Die Reaktion wurde entspre-
chend den Herstellerangaben durchgefiihrt. Als Matrize fiir die DNA-Fragmente
standen sequenzverifizierte Plasmide mit den jeweiligen cDNAs zur Verfligung. Die
Reaktionen wurden fiir 5 bis 30 min bei RT inkubiert, in chemisch kompetente
E.coli-Zellen transformiert und auf LB-Medium mit Antibiotikum ausplattiert. Am
Folgetag konnten Einzelkolonien isoliert und in fliisssigem Medium angeimpft wer-
den. Nach Anwachsen der Kolonie wurde die Plasmid-DNA isoliert und anschlieend
mittels Restriktionsendonukleasen auf Richtigkeit tiberpriift. Die Validierung der Se-
quenzen erfolgte extern durch Eurofins MWG Operon. Die Konstrukte FGD2 FL,
FGD2 FLt, FGD2 AN und FGD2 DHPH wurden von Dr. Sigrid Scharper herge-
stellt und lagen bereits im pDONR221-Vektor sequenzverifiziert vor. Von Dr. Yves
Charron wurden die TIAM2 Konstrukte im pENTR/D-TOPO Vektor hergestellt

und verifiziert.

7.2.2 Herstellung von Destinationsvektoren

Fiir die Erzeugung von Expressionsvektoren wurde eine Austauschreaktion zwischen
dem gewiinschten ENTRY Vektor und einem aufnahmefahigen Destinationsvektor
entsprechend den Herstellerangaben mit dem Gateway LR Clonase II Enzymmix
(life technologies) durchgefiihrt. Die Reaktionen wurden fiir mehrere Stunden oder
iiber Nacht bei RT inkubiert, in chemisch kompetente E.coli-Zellen transformiert und
auf LB-Medium mit Antibiotikum ausplattiert. Am Folgetag konnten Einzelkolonien
isoliert und als Fliissigkultur angeimpft werden. Nach Anwachsen der Bakterien
wurde die Plasmid-DNA isoliert und anschlieend mittels Restriktionsendonukleasen
auf Richtigkeit tiberpriift.

7.2.3 Expressionsvektoren fiir SMOK1

Fiir die Expression von SMOK1-Protein in Saugerzellen oder fiir die Herstellung von
rekombinantem Protein mit dem TNT T7 Quick Coupled Transcription/Translation
System (Promega) wurden die Plasmide pEF-His/V5 (N) und pEF-His/V5 (C) (li-
fe technologies) verwendet. Diese Expressionsplasmide tragen einen konstitutiven
moderaten EF1la Promotor (Human elongation factor-1 alpha), sowie einen Ampi-
cillin Marker und eine Blasticidin Resistenzkassette zur Selektion in Bakterien bzw.

Zellkulturen. Beide Plasmide unterscheiden sich in der Position der beiden Epitop-
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sequenzen 6xHis und V5 relativ zum Expressionsprodukt. Im Vektor pEF-His/V5
(N) sind die Epitopsequenzen an den N-Terminus, im Vektor pEF-His/V5 (C) an
den C-Terminus des zu exprimierenden Proteins fusioniert. Die Bezeichnung xDNAx
stellt eine beliebige zu expremierende DNA dar (hier SMOK1). Das DNA-Fragment,
welches fiir die Herstellung von Protein verwendet werden soll, wurde durch PCR
erzeugt, in den pBSKS-Vektor subkloniert und nach Fragmentisolation und anschlie-
Bender Aufreinigung in einen der pEF-Vektoren ligiert. Dabei wurden fiir die Klo-
nierungen in den pEF-His/V5 (N) Vektor Primer gewéhlt, welche 5 BamHI und
3’ Notl Uberhangsequenzen besitzen (Abb. 54). Fiir die Klonierungen in den pEF-
His/V5 (C) Vektor stand nicht der TOPO-Vektor, sondern ein Ausgangsvektor mit
einer *DNAx zur Verfiigung. Hier wurden 5’ Kpnl und 3’ Notl Uberhangsequenzen
fir die Klonierung verwendet (Abb. 54).

pEF-His/V5-*"DNA* Notl

Kpnl BamHI Stop
| |
—m/ EF1a Promotor mmxHis V5 /L@—

pEF-*DNA*-His/V5
Kpnl Notl Stop

e =

Abbildung 54: Schematische Darstellung der pEF-His/V5 (N) und pEF-His/V5 (C) Vek-
toren. Wichtige Elemente dieser Expressionsplamide sind die Ampicillin-
und Blasticidin-Resistenzkassetten, der EF1a Promotor, sowie die 6xHis
und V5 Epitopsequenzen relativ zur exprimierenden xDNAx*. Dargestellt
sind zusatzlich die verwendeten Restriktionsendonukleasen.

7.2.4 Erzeugung von Expressionsvektoren fiir RAC1, CDC42 und
RHOA

Die wt DNA-Sequenzen der kleinen RHO-GTPasen RAC1, CDC42 und RHOA wur-
den in den pGEX-Vektor in-frame mit einer GST-Epitopsequenz kloniert und an-
schlieend auf Richtigkeit iiberpriift. Diese Plasmide wurden von Dr. Sigrid Scharper

hergestellt und standen zur Proteinexpression in E.coli zur Verfiigung.
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7.3 Arbeiten mit Saccharomyces cerevisiae

Alle Arbeiten mit Saccharomyces cerevisiae, die im Zuge dieser Arbeit durchgefiihrt
wurden, erfolgten in Kooperation mit Dr. Ulrich Stelzl, Dr. Josephine Worseck und
Dr. Mareike Weimann in den Otto-Warburg-Laboratorien am MPI fiir molekulare
Genetik (Worseck et al., 2012; Weimann, 2012). Die fiir diese Versuche verwendeten
Medien und Losungen (Tabelle 6) wurden nach der Herstellung durch Autoklavieren
von jeglichen Keimen befreit. Fiir die Arbeiten mit Saccharomyces cerevisiae wurden
folgende Hefe-Stamme verwendet (Goehler et al., 2004).

L40ccU: MATa (fir Bait-Plasmide)
MATa his3A200 trpl-901 leu2-3,112 LYS2:(lexAop)s-HIS3 ura3::(lexAop)s-lacZ
ADE2::(lexAop)s-URA3 GAL4 gal 80 can 1 cyh 2

L40cc: MAT« (fiir Prey-Plasmide)
MATa his3A200 trpl-910 leu2-3,112 ade2 LY S2::(lexAop),-HIS3 URA3::(lexAop)s-
lacZ GAL4 gal 80 canl cyh2

L40ccU MATa und L40cc MAT« sind auxothroph fiir Leucin (leu2-3,112) und Tryp-
tophan (trp1-901). In L40cc MAT« Hefen ist das ADE2 Gen deletiert.

Die Herstellung der entsprechenden Medien wird im folgenden beschrieben. Die Me-
dien werden benannt nach den Aminoséuren/Nukleosiden, die dem Medium nicht zu-
gefithrt sind und nach denen, die verwendet wurden. Die Aminoséuren/Nukleosiden
werden wie folgt abgekiirzt ,H* fiir Histidin, ,,A“ fiir Adenin, ,U* fiir Uracil, , L. fiir
Leucin und ,, T* fir Tryptophan. Anabolite, welche nicht verwendet wurden sind mit
einem Minus (-) versehen und durch einen Schrigstrich (/) von den verwendeten
Aminoséuren/Nukleosiden getrennt. Die Reihenfolge beider Seiten des Schriagstrichs
ist immer HAULT.
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Tabelle 6: Medien und Losungen fiir Arbeiten mit Saccharomyces cerevisiae

Medium

Zusammensetzung

1,25x YPD Fliissigmedium

1,25x YPD Agar

2,5x Hefemedium fl. (NB)

1,25x Hefemedium fl. (NB)

1,25x Lagermedium (NBG)

2,5x Agar

20x Glukose-Losung

100x Aminosdure/Nukleosid Lsg.

100x Leucin
100x Histidin
100x Adenin
100x Uracil

100x Tryptophan

5 g Hefeextrakt, Bacto
10 g Pepton, Bacto

ad 400 ml HyO

5 g Hefeextrakt, Bacto
10 g Pepton, Bacto

10 g Agar, Bacto

ad 400 ml H,O

6,7 g Hefe-Stickstoffbase
ad 400 ml H,O

3,35 g Stickstoffbase

ad 400 ml HyO

3,35 g Hefe-Stickstoffbase
250 ml Glycerin (99 %)
29,44 g Betain

ad 400 ml HyO

10 g Agar, Bacto

ad 200 ml HyO

200 g Glukosemonohydrat
ad 500 ml H,O

10 g/1 Leucin

2 g/1 Histidin

2 g/1 Adenin

2 g/1 Uracil

2 g/1 Tryptophan

final 100 mg/1 Leucin
final 20 mg/1 Histidin
final 20 mg/1 Adenin
final 20 mg/1 Uracil

final 20 mg/1 Tryptophan

1. Fliissigmedium

Fiir die Herstellung von 500 ml Fliissigmedium wurden 25 ml einer 20x Glukose-

Losung, 5 ml der jeweils notwendigen 100x Aminoséure/Nukleosid Losung zu 400
ml 1,25 x fliissiges Hefemedium (NB) oder 1,25x Lagermedium (NBG) gegeben und

auf 500 ml mit sterilem Wasser aufgefiillt.

2. Agar fiir Hefe-Platten

Fiir die Herstellung von 500 ml Agar fiir Hefe-Platten wurden 25 ml der 20x Glukose-

Losung, 5 ml der jeweils notwendigen 100x Aminoséure/Nukleosid Losung, 200 ml

vom 2,5x fliissiges Hefemedium (NB) und 200 ml des 2,5x Agars vermischt und auf

500 ml mit sterilem Wasser aufgefiillt, in der Mikrowelle geschmolzen, auf ca. 60°C

abgekiihlt und unter sterilen Bedingungen in die Platten verteilt.

126



Material und Methoden

3. YPD Fliussigmedium

Fiir die Herstellung von 500 ml YPD Fliissigmedium wurden 25 ml einer 20x Glukose-
Losung, 5 ml der jeweils notwendigen 100x Aminoséure/Nukleosid Losung und 400
ml 1,25x YPD Fliissigmedium vermischt und auf 500 ml mit sterilem Wasser auf-
gefiillt.

4. YPD Agar

Fiir die Herstellung von 500 ml YPD Agar wurden 25 ml der 20x Glukose-Losung,
5 ml der jeweils notwendigen 100x Aminoséure/Nukleosid Losung und 400 ml 1,25x
YPD Agar vermischt, auf 500 ml mit sterilem Wasser aufgefiillt, in der Mikrowelle
geschmolzen, auf ca. 60°C abgekiihlt und unter sterilen Bedingungen in die Platten

verteilt.

7.3.1 Kultivierung von Saccharomyces cerevisiae

Fiir die durchgefiithrten Experiment mit Saccharomyces cerevisiae war es notwendig
die Hefe sowohl in fliissigem, als auch auf festem Medium (Agar) zu kultivieren.
Saccharomyces cerevisiae kann dabei direkt vom fliissigen zu festen Medium, vom
festen zum fliissigen Medium und von fliissigen zu fliilssigen Medium transferiert
werden. Eine direkte Ubertragung vom festen zum festen Medium ist nicht moglich.
Hier wird die Hefe vom festen zum fliissigen und dann wieder zum festen Medium
iibertragen, um ein besseres Wachstum zu gewahrleisten und um ein verklumpen
der Hefe zu unterbinden. Dies hat eine bessere Selektion der Hefe zur Folge.

Um zum Beispiel fliissige Hefe-Kulturen zu generieren wurde die notwendige Menge
an fliilssigem Medium mit einer Hefe-Kolonie beimpft und anschlieend gut durch-
mischt. Die Hefen wurden fiir 16 bis 20 h bei 250 rpm und einer Temperatur von
30°C schiittelnd inkubiert. Fiir die Kultivierung auf Hefe-Platten konnen gut durch-
mischte fliissige Hefe-Kulturen entweder ausgestrichen (Impfose), getropft (Pipette)
oder gestempelt (Nadelstempel) werden. AnschlieBend werden die Hefe-Platten in
Klarsichtfolie verpackt und bei 30°C fiir 2 bis 7 d inkubiert.

Abhangig von der gewiinschten Lagerung wurden entweder Glycerol-Stocks der He-
fen in NBG Lagermedium angelegt und bei -80°C langfristig eingefroren oder fiir eine
kurzzeitig Lagerung auf Hefe-Platten ausgestrichen, bei 30°C fiir wenige Tage inku-
biert und schliellich bei 4°C gelagert. Glycerol-Stocks diirfen nur maxinmal zweimal
aufgetaut werden. Gelagerte Hefen miissen vor Verwendung auf Hefe-Platten repli-
ziert werden, bevor eine Hefe-Zwei-Hybrid Analyse durchgefithrt wird.

Nicht transformierte Hefen werden dabei auf YDP Agar oder in YDP Fliissigme-
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dium kultiviert und transformierte Hefen werden in bzw. auf den entsprechenden

Selektionsmedien kultiviert.

7.3.2 Expressionsvektoren fiir das Hefe-Zwei-Hybrid System

Fiir die Hefe-Zwei-Hybrid Analyse wurden Gateway-kompatible Hefe-Vektoren ver-
wendet (Goehler et al., 2004). Der pBTM 116 D9 Vektor beinhaltet eine N-Terminale
DNA bindende Doméne (LexA Doméne) und ist ein Derivat des Clontech-Vektors
pBTM 116. Das Plasmid 14-pACT4-DM beinhaltet eine N-Terminale Aktivierungs-
doméne (GAL4 Doméne) und basiert auf dem Clontech-Vektor pACT2. Diese Vek-
toren besitzen einen bakteriellen Replikationsursprung, einen Resistenzmarker und
jeweils den verkiirzten ADH1 Promotor (Abbildung 55). Zu untersuchende Bait-
DNA-Sequenzen wurden in den pBTM 116 D9 Vektor kloniert, welcher durch die
Anwesenheit eines Tryptophan Selektionsmarkers (TRP1) eine Selektion nach er-
folgreicher Hefe-Transformation gewahrleistet. Die zu untersuchenden Prey-DNA-
Sequenzen wurden entsprechenden in das Plasmid 14-pACT4-DM kloniert, welches
durch die Anwesenheit eines Leucin Markers (LEU2) die Selektion der erfolgreich
transformierten Hefen erlaubt. Die verwendeten Bait-Sequenzen schlieffen entspre-
chend der Verwendung einer N-Terminalen Epitopsequenz (LexA Doméne) alle mit
einem Stop-Codon ab. Fiir die Preys (Bibliothek von ~ 17000 humanen Volle-Lange-
ORFs) kamen Sequenzen mit und ohne Stop-Codon zum Einsatz. Fiir die Fille, der
Preys ohne Stop-Codon beinhaltet der Vektor 14-pACT4-DM direkt nach der attB2

Sequenz ein Stop und verhindert somit die weitere Translation.

14-pACT4-DM (9613 bp)

Wm}m Promotor 3 D‘g‘;';:e sattBls  Cm (R) nm%&@—
pBTM 116 D9 (8176 phb)

-mv/ /h ADH1 Promo> DotXA . wattBla  Cm(R) ttazq/w—

Abbildung 55: Verwendete Hefe-Expressionsvektoren. Amp(R)/Tet(R)/Cm(R): Selekti-
onskassetten; Leu2/Trpl: Hefeselektionskassetten; ADH1: Hefepromotor
des Adhl Gens; GAL4-Doméne: Aktivierungsdoméne, LexA-Doméne:
DNA-binde Doméne; attB1l/attB2: Rekombinationsstellen; ccdB: ccdB-
Gen.
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7.3.3 Transformation von Plasmiden in Saccharomyces cerevisiae

Tabelle 7: Losungen fiir die Transformation von Saccharomyces cerevisiae

Losung Zusammensetzung

10x Tris/EDTA Puffer pH 7,5 (10 x TE) 100 mM Tris pH 7,5
10 mM EDTA pH 8,0

Carrier DNA 5 mg Salmon sperm DNA
1mlix TE
Mix 1 1 ml einer LiOAc (1 M)

0,5 ml TE (10x)
5 ml Sorbitol (2 M)
ad 10 ml H,O

Mix 2 6 ml einer LiOAc (1 M)
6 ml TE (10x)
40 ml PEG 3350 (60 %)
ad 60 ml HQO

Haploide MATa Hefen wurden mit den Bait-Plasmiden und halpoide MAT«a Hefen
mit den Prey-Plasmiden transformiert. Die Transformation erfolgte fiir die Preys
und Baits jeweils im 96 Well Format.

Fiir die Selektion von transformierten Hefen mit Bait-Plasmiden, welche TRP1 als
Selektionsmarker im Vektor besitzen, wurde -AT/HUL Medium verwendet. Fiir die
Selektion von transformierten Prey-Hefen, welche LEU2 als Marker im Vektor besit-
zen wird -L/HAUT verwendet. Bei dem Hefe-Stamm L40cc musste Adenin zusétz-
lich zum Medium zugefithrt werden. Des Weiteren werden neben den Bait- und
Prey-Vektoren auch das leer Prey-Plasmid transformiert, da dieses fiir den Autoak-

tivierungsversuch der Bait-Hefen bendtigt wurde.
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Tabelle 8: Zusammenfassung fiir Preys und Baits

Bait Prey

Vektor: Vektor:

pBTM 116 D9 14-pACT4-DM

Derivat des Clontech Vektors pBTM 116 Derivat des Clontech Vektors pACT?2
Epitop: Epitop:

N-Terminale DNA bindende Doméne N-Terminale Aktivierungsdoméne
— LexA Domaéne — GAL4 Doméne

Hefestamm: Hefestamm:

L40ccU MATa L40cc MAT«

Auxothrophie: Auxothrophie:

LEU2; Leucin (leu2-3,112) LEU2; Leucin (leu2-3,112)
TRP1; Tryptophan (trp1-901) TRP1; Tryptophan (trp1-901)
Deletion: Deletion:

- ADE2 Gen deletiert

Selektionsmarker: Selektionsmarker:

pBTM 116 D9 mit TRP1 Marker 14-pACT4-DM mit LEU2 Marker
Selektionsmedium: Selektionsmedium:

-TA/HUL -L/HAUT

Erklarung: Erklarung:

Tryptophan nicht im Medium enthalten  Leucin nicht im Medium enthalten
Adenin nicht im Medium enthalten Histidin im Medium enthalten
Histidin im Medium enthalten Adenin im Medium enthalten
Uracil im Medium enthalten Uracil im Medium enthalten
Leucin im Medium enthalten Tryptophan im Medium enthalten

Fiir die Transformation wurde jeweils ein Ansatz fliissiges YPD Medium mit den
L40ccU MATa-Hefen und ein Ansatz mit den L40cc MATa-Hefen beimpft und gut
durchmischt. Die verwendeten Hefe mussten zuvor jeweils auf YDP Agarplatte ge-
wachsen sein. Im Anschluss wurden die Hefen fiir 15 bis 18 h bei 30°C schiittelnd
inkubiert. Ausgehend von diesen Ubernachtkulturen wird am néchsten Tag erneut
fliilssiges YPD Medium beimpft, wobei die verdiinnten Kulturen anfinglich eine
ODgoog von 0,1 bis 0,15 besitzen sollte. Diese Kulturen werden dann ebenfalls bei
30°C bis zur einer ODgoy von 0,6 bis 0,8 schiittelnd inkubiert.

Parallel werden die DNA-Plasmide (Preys und Baits) in 96 Well-Platten vorgelegt
(5 pl), kurz zentrifugiert und mit Carrier-DNA (5 pnl) versetzt. Sobald die Hefe-
kulturen die gewiinschte ODggg erreicht haben, werden sie pelletiert (805x g fiir 5

min) und einmal mit 1x TE gewaschen, erneut pelletiert und in Mix 1 suspendiert.
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Zu jedem Well Plasmid- und Carrier-DNA werden jetzt 11 pl Hefe-Mix 1 gegeben
und durchmischt. Im Anschluss werden 58 ul Mix 2 dazu gegeben. Es folgte eine
Inkubation von 30 min bei 30°C. Nach Zugabe von 8 ul DMSO werden die Platten
verschlossen und 1 min durchmischt. Es folgt eine erneute Inkubation der Platten
bei 42°C fiir 7 min. Die Baits und Preys konnen nun auf die entsprechenden Se-
lektionsplatten -TA/HUL und -L/HAUT gestempelt werden. Alternativ kann auch
mit einer Pipette oder mit einem Pipettier-Roboter gearbeitet werden. Beim Aus-
plattieren der transformierten Hefen werden vier Replikate auf vier verschiedenen
Selektionsplatten hergestellt. Nach kurzem Trocknen der ausplattierten Hefe werden
die Platten verschlossen und bei 30°C fiir 3 Tage inkubiert.

Kolonien die nach der Transformation mit Bait- bzw. Prey-Vektoren erhalten wur-
den, mussten mindestens einmal vom festen zum fliissigen und dann wieder zum
festen Medium iibertragen werden (fest-fliissig-fest), bevor der Autoaktivierungstest
durchgefiihrt werden konnte. Die Fliissigkultur wurde dabei in Lagermedium (NBG)
angesetzt, was die Moglichkeit bietet den verbleibenden Rest dieser Kultur bei -80°C

zu lagern.

7.3.4 Autoaktivierungstest

Autoaktive Baits induzieren eine konstitutive Aktivierung der Reportergene auch
ohne die Anwesenheit eines positiv interagierenden Gal4- Prey-Proteins und miissen
aus dem Screen eliminiert werden, weil diese Baits falsch-positive Interaktionen
generieren. Besonders in dem hier verwendeten Pooled-Screen wiirden somit echte
Interaktionen anderer Baits iiberdeckt.

Alle vier hergestellten Replikate (tranformierte Bait-Platten) wurden zu diesem
Zweck jeweils mit dem Hefestamm verpaart, der mit dem leeren Prey-Plasmid trans-
formiert wurde. Die verpaarten Hefen wurden im Anschluss auf —-HAULT Medium
gestempelt. Baits, die unter diesen Bedingungen ein Wachstum zeigten, wurden nicht
fiir die Hefe-Zwei-Hybrid Analyse verwendet.

Fiir die Verpaarung wurde der Hefestamm, der das leere Prey-Plasmid beinhaltet, in
~L/HAUT Medium einen Tag vor dem Autoaktivierungstest angeimpft und bei 30°C
ca. 16 bis 20 h geschiittelt. 100 pul dieser Prey-Hefen wurden in jede Vertiefung einer
96 Well-Platte verteilt und mit den Bait-Hefen, die zuvor frisch auf Selektionsagar
gewachsen waren, beimpft. Diese Bait- Prey-Hefemixtur konnte dann direkt im An-
schluss auf YPD Agar gestempelt und fiir ca 2 Tage bei 30°C inkubiert werden. Ge-
wachsene Hefekolonien wurden dann in —ALT/HU Fliissigmedium suspendiert und
auf ~ALT /HU Agarplatten gestempelt (fest-fliissig-fest), um fir diploide Bait-Prey-
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Hefen zu selektionieren. Nach vier Tagen Wachstum bei 30°C wurden die Hefen auf
~HAULT Agarplatten tibertragen (fest-fliissig-fest iiber ~ALT /HU Fliissigmedium),
weitere fiinf Tage bei 30°C inkubiert und somit auf Reportergenaktivitat tiberpriift.
Hefen die hier nicht auf ~ALT/HU Agarplatten gewachsen sind, wurden ebenso aus
dem Test entfernt wie die Hefen, die auf -HAULT Agarplatten ein Wachstum zeig-

ten.

7.3.5 Analyse mit dem Hefe-Zwei-Hybrid System

Fiir die Hefe-Zwei-Hybrid Analyse wurden die Baits nicht einzeln gegen eine zuvor
erstellte Prey-Matrix getestet (Array-Screen), wodurch die Identifizierung der inter-
agierenden Preys tiber die Plattenposition erméglicht wird (Worseck et al., 2012).
Die fiir dieser Arbeit durchgefithrte Hefe-Zwei-Hybrid Analyse basiert auf einem
Pooled-Screen mit anschlieBender Sequenzanalyse der Preys mittels Next generation
sequencing. Eine detaillierte Beschreibung dieser Hefe-Zwei-Hybrid Methode findet
sich in der Dissertation von Dr. Mareike Weimann (Weimann, 2012). Kurz und
zusammenfassend dargestellt, wurden alle Baits in den Hefestamm L40ccU MATa
und alle Preys in den Stamm L40cc MATa transformiert und separat herangezo-
gen. Alle Baits und Preys sind fiir diesen Test somit einzeln gewachsen und wurden
erst im Anschluss zu einem Bait-Pool bzw. einem Prey-Pool vereinigt. Ein gerin-
ges Volumen des hochkonzentrierten Bait-Pools wurde dann mit einem geringen
Volumen des hochkonzentrierten Prey-Pools (~ 17000 humane Volle-Linge-ORF's)
verpaart (mating). Dieser Bait-Prey-Mixz wurde in eine Mikrotiterplatte iiberfiihrt
und anschliefend vollstandig auf YDP Agarplatten ausplattiert. Die diploiden He-
fen (Bait-Prey-Hefen) konnten dann auf ~-HAULT Agarplatten ausplattiert und
auf Reporteraktivitdt untersucht werden. Alle gewachsenen Hefekolonien wurden
im Anschluss isoliert. Zur Identifizierung der Preys wurde von allen gewachsenen
Hefe-Kolonien die Plasmid-DNA isoliert, das Prey-Insert mit den Oligonukleotiden
pACT-5p: CCAAAGCTTCTGAATAAGCC & pACT-3p: AATTAATTCCCGAG-
CCTCCA amplifiziert und schlieflich mit Hilfe der Hochdurchsatzsequenzierung

(Next generation sequencing) in einem Solexa HighSeq2000 identifiziert.

7.3.6 Wiederholungstest
Nach der eigentlichen Hefe-Zwei-Hybrid Analyse wurde ein Wiederholungsversuch

durchgefithrt um die Interaktionen der Preys zu verifizieren (Worseck et al., 2012;

Weimann, 2012). Kurz und zusammenfassend dargestellt, wurden fiir den Wiederho-
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lungstest die zu testenden Baits in einer Matrix angeordnet und mit den einzelnen
Preys verpaart. Die in der Sequenzierung identifizierten Preys konnten ausgehend
von der cDNA-Bibliothek isoliert, angeimpft und schliefilich mit der generierte Bait-
Matrix verpaart werden (mating). Die Verpaarten Hefen wurden anfanglich auf YPD
Agarplatten gebracht um ein Wachstum der Hefen zu erméglichen und anschlieend
auf Selektionsplatten umgesetzt. Die Selektion von positiven Interaktionen erfolg-
te auch in diesem Wiederholungstest durch Analyse der Reportergenaktivitat auf
—~HAULT Selektionsnahrboden. Fiir die weiteren molekularen und proteinbiochemi-
schen Analysen wurden nur Preys verwendet, die im Wiederholungstest eine Inter-

aktion mit einem Bait gezeigt haben.

7.4 Arbeiten mit Mausgewebe
7.4.1 Isolation von Spermien

Fiir die Isolation von reifen Spermien wurden ein bis zwei Nebenhoden (Cauda Epi-
didymis) aus dem zu untersuchenden méannlichen Tier isoliert und in eine Petrischa-
le mit 1 ml Kapazitierungsmedium (EKRB-Medium) tiberfithrt. Die Nebenhoden
wurden vom umliegenden Fettgewebe befreit und anschlieBend mit einer Schere und
Pinzette zerkleinert. Das Kapazitierungsmedium wurde mit den Gewebestiicken und
einer weit eroffneten Pipettenspitze in ein Reaktionsgefaf} iiberfiihrt, die Kulturscha-
le erneut mit Kapazitierunsmedium gespilt und mit der Gewebesuspension verei-
nigt. Die Spermien kapazitierten in einem 30 min Inkubationsschritt bei 30°C aus
dem Gewebe in das Medium. Um die Spermien zu gewinnen wurde der Uberstand
abgenommen und in ein neues Reaktionsgefafl iiberfithrt. Die Spermien wurden bei
RT und 1.000xg fiir 5 min pelletiert. Der Uberstand wurde méglichst schnell entfernt
und das Pellet zweimal mit PBS (Lonza) gewaschen. Die Spermien wurden nun fir
weitere Analysen entweder in PBS suspendiert und auf SuperFrost Ultra Plus ®)
Objekttrager (Menzel-Gléser) ausgestrichen.

133



Material und Methoden

Tabelle 9: Reagenzien fiir Arbeiten mit Mausgewebe

Losung Molaritat Substanz

EKRB-Medium 119,4 mM  NaCl
4,8 mM KCI
1,0 mM CaCls
1,2 mM MgSO4
1,2 mM KH2PO,4
5,0 mM Glucose
21,0 mM Natriumlaktat
0,25 mM Natriumpyruvat
25,0 mM NaHCOj3

7.4.2 Gefrierschnitte von Maushodengewebe

Die Hoden wurden aus dem zu untersuchenden Tier entnommen, in Aluminium-
schalen iiberfithrt und mit Hilfe eines Trockeneis-Isopropanol-Gemisches (Merck)
fiir wenige Minuten schockgefroren. Dabei war darauf zu achten, dass die Hoden
nicht in Kontakt mit dem Trockeneis-Isopropanol-Gemisch kommen. Die gefrorenen
Hoden konnten entweder bei -80°C gelagert oder direkt in Tissue-Tek ®OCT Ein-
bettmedium (Sakura) fixiert und bei ca. -10°C in ca. 10 pm dicke Léngsschnitte
prozessiert werden. Entsprechend der Grofle des Hodens wurden 3 bis 4 Gewebean-
schnitte auf einem Objekttrager aufgezogen und wenige Sekunden getrocknet. Die

weitere Behandlung der Gewebeschnitte erfolgte entsprechend dem Versuchsansatz.

7.4.3 Vorbehandlung von Gefrierschnitten

Um Kontaminationen mit RNasen zu vermeiden wurden RNA-Arbeiten an einem
sauberen, mit 1 % SDS-Lésung oder mit RNaseZap (Ambion) gereinigten, Arbeits-
platz durchgefiihrt. Benotigte Pinzetten, Pipetten oder Inkubationskammern wur-
den ebenfalls mit RNaseZap behandelt. Es wurden sterile und gestopfte Einweg-
pipetten verwendet (Biozym), mit Handschuhen gearbeitet und alle verwendeten
Losungen wurden mit DEPC-Wasser angesetzt. Die Fixierung der Gewebeschnitte
erfolgte sofort nach einem kurzen Trocknen der Gefrierschnitte auf dem Objekttrager
bei 55°C mit 4 % PFA/PBS (Sigma, Roche). Die Objekttrager wurden zusétzlich
mit einem Stiick Parafilm in der Grofle des Objekttragers abgedeckt. Zudem wurden
alle erhaltenen Schnitte gemeinsam fiir 20 min in 4 % PFA in PBS inkubiert. Es
folgten zwei kurze Waschschritte in 0,9 % NaCl-Losung (Sigma) fiir 2 min. Anschlie-
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Bend wurden die Schnitte per Hand acetyliert. Die Acetylierung erfolgte in 240 ml
0,1 M TEA (Triethylenamin-Losung, pH 8,0), welches kurz zuvor frisch hergestellt
und mit 550 ul Acetanhydrid (Sigma) versetzt wurde. Die Schnitte wurden 5 min auf
einem Magnetrithrer mit Riithrfisch zur Durchmischung acetyliert. Nach 5 min wurde
erneut frisches Acetanhydrid zugefiigt und 5 min acetyliert. Die Schnitte durchliefen
nach einem anschliefenden Waschschritt in PBS und 0,9 % NaCl-Losung mehrere
Dehydrierungsschritte: 2 min in 30 % EtOH, 2 min in 50 % EtOH, 2 min in 70 %
EtOH, 2 min in 80 % EtOH, 2 min in 95 % EtOH und zweimal 2 min in 100 % EtOH
(Merck). Danach wurden die Objekttrager an der Luft getrocknet, in Schnittkésten
mit Silica Gel (Roth) zur Minimierung von lokaler Luftfeuchtigkeit verpackt und bei
-80°C gelagert. Die Schnitte wurden fiir in situ Hybridisierungen oder Immunfluo-
reszenzfarbungen verwendet, wobei sie geschlossen bei Raumtemperatur aufgetaut
wurden. Die Schnitte diirfen maximal einmal aufgetaut und wieder eingefroren wer-
den, da sonst keine ausreichende Signalstiarke beim Nachweis von RNA und Protein

erreicht wird.

7.4.4 In Situ Hybridisierung

Tabelle 10: Reagenzien fiir In Situ Hybridisierung und deren Vorbereitung

Losung Zusammensetzung
Hybridisierlosung 10 mM Tris pH 7,5
600 mM NaCl
1 mM EDTA
2 % SDS

10 % Dextran Sulfate (50 % solution)
1x Denhardt’s
250 pg/ml Hefe tRNA
100 pg/ml Heparin
2 % RNase freies BSA (Blockierung)
5x SSC pH 4,5 (citric acid)
50 % Formamid
MABT-Puffer 100 mM Maleic Acid
100 mM Maleic Acid
150 mM NaCl
mit NaOH auf pH 7,5 einstellen
0,1 % Tween-20
NTMT-Losung 100 mM NaCl
100mM Tris pH 9,5
50 mM MgCls
0,1 % Tween-20
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Gefrierschnitte wurden bei RT im geschlossenen Schnittkasten moglichst schonend
aufgetaut. Anschlieend wurden die Objekttréager mit je 100 ul Hybridisierlosung
und einem Stiick Parafilm bedeckt und in einem Schnittkasten fiir 1 bis 3 h bei 65°C
im Hybridisierofen (Thermo Electron Corporation) prainkubiert. Der Schnittkasten
wurde mit einem in 50 % Formamid (Merck) und 5xSSC getrankten Zellstoff feucht
gehalten. Nach der Vorinkubation wurde der Parafilm mit Hilfe einer Pinzette von
den Objektriagern angehoben und die Schnitte erneut mit 100 pl DIG-markierte
RNA-Snode in Hybridisierlésung (Konzentration der Probe etwa 20 ng/100 pl), be-
deckt. Die Objekttrager wurden wie bei der Vorinkubation in einem feuchten Schnitt-
kasten fiir etwa 15 bis 18 h bei 65°C hybridisiert. Nach der Hybridisierung wurden
die Objekttrager bei RT kurz in 5xSSC getaucht, um den Parafilm abzulésen und
sie in Glaskiivetten (Copeland Jars) einzusortieren. Alle folgenden Waschschritte
erfolgten bei 65°C in vorgewdrmten Losungen (65°C ) und Glaskiivetten. Der erste
Waschschritt erfolgte mit 50 % Formamid (Merck) und 1x SSC fiir 30 min. Danach
wurde einmal 20 min in 2x SSC und zweimal in 0,2x SSC gewaschen. In MABT
wurden die Schnitte zweimal 5 min aquilibriert. Die Blockierung der Schnitte er-
folgte mit 20 % inaktiviertem Lammserum (vector labs) in MABT in einer feuchten
Kammer bei RT fiir mindestens 1 h. Die Losung wurde entfernt und die Schnitte mit
einem alkalische Phosphatase gekoppelten Anti-Dig (Anti-DIG-AP Antikorper, Ro-
che) in 5 % Lammserum/MABT {iber Nacht bei 4°C inkubiert. Die Antikérperlosung
wurde anschliefend mit drei Waschschritten von je mindestens 5 min in MABT ent-
fernt. Die Entwicklung der Féarbung erfolgte mit NBT/BCIP (Roth) als Substrat
der alkalischen Phosphatase. Zur Entwicklung des Signals mittels alkalischer Phos-
phatase wurden die hybridisierten Schnitte fiir 10 min in NTMT &aquilibriert und
danach in einer feuchten Kammer mit etwa 400 pl NBT/BCIP verdiinnt in NTMT
fiir mehrere Tage bei 4°C oder RT entwickelt. Dabei musste etwa einmal taglich die
NBT/BCI-Losung gewechselt und die Férbung unter einem Binokular (Leica) be-
obachtet werden. Das Stoppen der Farbung erfolgte durch Waschen in NTMT und
dann in PBS. Es folgte eine Nachfixierung des Farbstoffes mit 4 % PFA in 1xPBS
fiir 30 min und drei Waschschritte in PBS. Die Objekttrager wurden zum Schluss
in Kaisers Glycerolgelatine (Merck) eingedeckelt.

7.4.5 Immunfluoreszenzfarbung

Die Fixierung des Gewebes erfolgte mit 4 % PFA/PBS fiir 20 min bei RT mit an-
schliefender Inkubation der Proben in einem eiskalten Methanol-Aceton-Gemisch

(Merk) fiir 5 min bei -20°C. Im Anschluss wurden die Proben in Glaskiivetten zwei-
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mal fiir 5 min bei RT mit PBS (Roche) ohne Bewegung gewaschen. Die Blockierung
des Gewebes erfolgte mit 5 % normalem Ziegenserum (NGS, vector labs) in PBS-T
(0,2 % Tween-20, Sigma) fiir 1h bei RT in einer feuchten Kammer. Nach der Inkuba-
tion mit dem Primarantikorper iber Nacht bei 4°C in einer feuchten Kammer, wurde
der iiberschiissige Antikorper durch zweimaliges Waschen mit PBS-T fiir 5 min bei
RT entfernt. Der fluoreszenzgekoppelte Sekundarantikorper wurde in einer dunklen,
feuchten Kammer fiir ca. 1 h bei RT inkubiert. Im Anschluss wurde erneut zwei-
mal fiir 5 min mit PBS-T gewaschen. Fiir den Fall einer direkten Immunfluoreszenz
mit einem bereits fluoreszenzgekoppelten Primarantikorper erfolgte die Inkubation
ebenfalls iiber Nacht. Um die Zellkerne zu markieren wurden die Proben mit einer
DAPI-Losung (life technologies) fiir 5 min bei RT im Dunkeln geféirbt. Nach einem
erneuten Waschschritt in PBS konnten die Proben mit Vector Shield (vector labs)
eingedeckelt und mit Nagellack versiegelt werden. Die Analyse und Dokumentation

der Préaparate erfolgte mit dem Mikroskop Zeiss Observer.

7.4.6 Immunogoldmarkierung und Elektronenmikroskopie

Fiir die subzellulare Lokalisation von Proteinen in Spermien wurden Nebenhoden
aus Mausménnchen (B/6) isoliert, direkt in 4 % PFA /PBS tiberfithrt und fiir ca. 20
min fixiert. Anschlieend wurden die Nebenhoden in kleine Gewebesegmente zer-
schnitten und erneut fiir 20 min bei RT in 4 % PFA/ 2 % Glutaraldehyd/ PBS
fixiert, schrittweise dehydriert und in LR-White sowie LR-Gold Harz (Sigma) ein-
gebettet. Zum Aushérten des Harzes wurde dieses mit UV-Licht bestrahlt. Die Ge-
webestiicke wurden in 80 nm dicke Proben geschnitten und auf beschichtete Nickel-
gitter aufgezogen. Die Gewebeschnitte wurden dann mit Blockierungspuffer (1 ml
Immunolabelling-Puffer + 40 pl BSA, Aurion 10 %) fiir 30 min in einer feuchten
Kammer blockiert und mit dem priméaren Antikorper tiber Nacht bei 4°C inkubiert.
Die Erstantikorper wurden dabei sowohl unverdiinnt, als auch 1:5 verdiinnt einge-
setzt. Nach dreimaligem Waschen erfolgte die Inkubation mit dem gold-markierten
sekundéren Antikorper fiir 1 h bei RT. Nach erneuten Waschschritten erfolgte eine
Nachkontrastierung mit Osmiuntetroxid (Roth) fiir wenige Sekunden. Die mit Gold
markierten Ultradiinnschnitte wurden mittels Phillips-Elektronenmikroskop analy-

siert und mittels Digitalfotographie dokumentiert.
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7.5 Zellbiologische Arbeiten

Alle Arbeiten mit Zellkulturen wurden an einer sterilen Werkbank ausgefiihrt. Fiir
diese Arbeiten wurden sterile Einmalpipetten und Kulturschalen verwendet. Mate-
rialien wie Medien und andere fiir die Versuche benoétigten Losungen wurden steril
geliefert oder mit Filter der Porengréfie 0,2 pm (Millipore) sterilisiert. Zur Kontrolle
des Wachstums wurde ein Inversmikroskop von Leica verwendet. Zum Zentrifugieren
der Zellen wurde eine Eppendorf Zentrifuge verwendet. Folgende Zelllinien wurden

fiir zellbiologische Arbeiten verwendet.

1. HEKT293 humane embryonale Nieren-Zelllinie, die mit fragmentierter DNA ei-
nes Adenovirus Typ5 transformiert wurde, Uberexpression des SV40T Antigens,
adharent

2. NIH3T3 Fibroblasten-Zellline aus Embryonalgewebe der Maus, Zellen sind spon-

tan immortalisiert , adharent

7.5.1 Kultivierung und Expansion von Zellkulturen

Die Kultivierung der adhérenten Zellen erfolgte in DMEM-Medium (Lonza) mit 10
% FCS (Pan Biotech) und 1 % L-Glutamin (Gibco) bei 37°C in einer feuchtigkeits-
gesattigten Atmosphéare mit 5 % Kohlendioxidanteil in einem Binder-Inkubator. Auf
die Zugabe von Antibiotikum zum Nahrmedium wurde verzichtet. Bei Erreichen ei-
nes konfluenten Monolayers auf einer Kulturschale wurden die Zellen zweimal mit
PBS gewaschen und mit Trypsin-EDTA (Gibco) 5 min bei 37°C inkubiert. An-
schlieBend wurden die abgelosten Zellen in Nahrmedium aufgenommen und in ein
Plastikrohrchen (Greiner) iiberfithrt. Im Falle einer Zellzahlbestimmung wurde die
Gesamtzellzahl mit Hilfe einer Neubauer-Zahlkammer und eines Inversmikroskops
(Leica) ermittelt. Die gesamte Zellsuspension wurde bei 1.000xg fiir 5 min pelle-
tiert, der Uberstand wurde mittels einer Absaugvorrichtung entfernt, die Zellen in
frischem Nahrmedium resuspendiert und in der gewiinschten Menge auf neue Zell-

kulturschalen verteilt.

7.5.2 Einfrieren von Zellkulturen

Die Lagerung von Zellkulturzellen erfolgte in Einfriermedium bestehend aus DMEM-
Medium, 20 % FCS und 20 % DMSO (Sigma) bei -80°C oder fiir eine ldngere
Lagerung in fliissigem Stickstoff.
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7.5.3 Transiente Transfektion von Zellkulturen

Die Zellen wurden in der entsprechenden Zellzahl auf die gewiinschten Kulturschalen
verteilt. Die transiente Transfektion der Kulturzellen erfolgte mit Hilfe von Lipofec-
tamin2000 (life technologies) ca. 4 bis 6 h, spétestens aber 24 h nach der Aus-
saht entsprechend der Grofle der Kulturschale mit den vom Hersteller angegebenen
Plasmid-Mengen. Die Plasmid-DNA fiir die Transfektionen wurde mit den Produk-
ten von Qiagen oder Sigma isoliert, um dem Standard sterilen Arbeitens zu entspre-
chen. Die Zellen wurden weitere 24 bis 48 h kultiviert und dem jeweiligen Versuch

entsprechend weiter behandelt.

7.5.4 Herstellung von Proteinextrakt aus Zellkulturen

Zellen wurden in Gewebe-Lysis-Puffer (0,1 % Tween-20/PBS + Complete) fiir 30
min auf Eis inkubiert und durch anschliefendes Auf-und Abpipettieren lysiert. Das
Zelllysat wurde fiir 10 min bei 4°C und 1.000xg zentrifugiert und der proteinhaltige

Uberstand abgenommen. Die Proteinextrakte wurden bei -80°C eingefroren.

7.6 Protein- und biochemische Arbeiten

Tabelle 11: Ubersicht iiber verwendete Primérantikorper

Antikorper Spezies Firma
anti-Vo Maus, monoklonal Invitrogen
anti-V5-HRP Maus, monoklonal Invitrogen
anti-MYC [4A6] Maus, monoklonal Millipore
anti-MYC Kaninchen, affinitdtsgereinigt Sigma
anti-GST Ziege, polyklonal GE Healthcare
anti-TUBULIN [YOL1/34] Ratte, monoklonal Abcam
anti-5-TUBULIN-Cy3 [TUB2.1] Maus, monoklonal Abcam
anti-AMMECR1 Kaninchen, polyklonal GeneTex
anti-DNALI1 Kaninchen, affinitdtsgereinigt Sigma
anti-AKAP9 Kaninchen, affinitdtsgereinigt Sigma
anti-SPATA22 Kaninchen, polyklonal Proteintech
anti-RAC1 Maus, monoklonal Cytoskeleton
anti-CDC42 Maus, monoklonal Cytoskeleton
anti-RHOA /B/C [55] Maus, monoklonal Millipore
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7.6.1 Konzentrationsbestimmung von Proteinlysaten

Zur Messung der Konzentration der Proteinlysate wurde das BCA-Proteinbestimmungs-
Kit (Thermo Fisher Scientific) oder das Qubit-Protein-Quantifikationssystem (life

technologies) entsprechend den Herstellerangaben verwendet.

7.6.2 Analyse von Proteinen mit SDS-PAGE

Zur Gelelektrophorese von Proteinen wurden NuPAGE Bis-Tris Gele (life technolo-
gies) mit NuPAGE Laufpuffer (life technologies) benutzt. Die Proteinlysate wurden
mit 4xNuPage Ladepuffer (life technologies) und DTT versetzt und bei 75°C fiir 15
min denaturiert, danach auf Eis gekiihlt, kurz zentrifugiert und in die entsprechende
Geltasche geladen. Als Proteingroflenmarker dienten die ProteingréfSlenmarker See
Blue Plus 2 oder Pre Sharp (life technologies). Die Proteine wurden bei 150 bis 190
V etwa 45 bis 60 min nach Grole getrennt.

7.6.3 Western-Blot-Analyse

Zur Ubertragung von Proteinen auf eine Membran diente das I-Blot-System (life
technologies). Dazu wurden das Protein-Gel und eine zusatzlich aktivierte PVDF-
Membran (Millipore, 0,45 pm Porengréfe) fiir 5 bis 10 min in reinem Wasser auf
einem Schiittler equilibriert. Die Membran und das Gel wurden entsprechend den
Herstellerangaben angeordnet und luftblasenfrei geschichtet. Der Proteintransfer
wurde mit dem Pogramm #3 bei 20 V fiir 8 min durchgefiihrt. Nach dem Pro-
teintransfer wurden auf der Membran die Konturen und Taschen des Gels, sowie
der Proteingroflenmarker markiert. Mit PonceauS-Farbstoff wurde die Qualitéat des
Proteintransfers tiberpriift. Das Blockieren der Membran erfolgte in 10 ml 5 %
Milchpulver (Fluka) gelost in TBS-T (0,2 % Tween-20) fiir 60 min bei RT. Die
Blockierung und Antikorperinkubationen wurden in 50 ml Plastikrohrchen (Grei-
ner) auf einem Roller durchgefiihrt, um eine gleichméfige Verteilung der Losungen
auf der Membran zu gewahrleisten. Die Inkubation mit dem Primarantikorper wur-
de in TBS-T oder 5 % Milchpulver/TBS-T fiir 1 h bei RT oder bei 4°C iiber Nacht
durchgefiihrt. Die jeweiligen Antikorper wurden entsprechend den Herstelleranga-
ben verdiinnt. Nach der Inkubation des Primarantikorpers wurde dreimal fiir je 10
min bei RT mit TBS-T gewaschen. Im Anschluss wurde der mit Merrettichperoxida-
se gekoppelte Sekundarantikorper (Jackson ImmunoResearch) in TBS-T oder 5 %
Milchpulver/TBS-T fiir 1 h bei RT mit der Membran inkubiert. Nach diesem Inku-
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bationsschritt wurde erneut dreimal fiir je 10 min mit TBS-T gewaschen. Die Lange
und Anzahl der Waschschritte variierte auf Grund der verwendeten Antikérper nur
in wenigen Fallen. Zur Entwicklung der antikorperspezifischen Signale wurde etwa
1 ml fertiges Substrat verwendet. Die Detektion der Signale erfolgte mittels Belich-
tung mit biolumineszenssensiblen Filmen (GE Healthcare) in einer Dunkelkammer
fiir einen Zeitraum von wenigen Sekunden bis 60 min. Die Entwicklung der Filme

wurde in einer Entwicklermaschine (Ernst Christiansen GmbH) vorgenommen.

7.6.4 Herstellung rekombinanter Proteine in E.coli

Die Herstellung rekombinanter Proteine wie GST, GST-RAC1, GST-RHOA oder
GST-CDCA42 erfolgte in BL21 (DE3) RIPL Zellen (Stratagene). Eine 50 ml Starter-
kultur wurde mit einer Einzelkolonie inokuliert und bei 30°C iiber Nacht inkubiert.
Am néachsten Morgen konnte die Bakterienkultur 1:10 verdiinnt und bis zu einer op-
tischen Dichte von 0,6 bis 0,8 weiter inkubiert werden. Die Proteinsynthese wurde
mit IPTG (0,5 mM final, AppliChem) induziert und fiir 3 bis 4 h bei 30°C weiter
gefiihrt. Die Bakterien wurden pelletiert und das Bakteriensediment anschlielend
in 10 ml Lysispuffer (100 mM Tris, 150 mM NaCl, 1 mM EDTA, 10 mM DTT, 0,5
mg/ml Lysozym, 1% TritonX100, 1x Complete Protease Inhibitor) aufgeschlossen.
Die Zellen wurden schliellich durch Ultraschall (Laufzeit: 8 bis 10 min, Pulsampli-
tude: 20 %, Puls an: 30 sec, Puls aus: 45 sec) endgiiltig lysiert. Das Lysat, welches
vor dem Aufschluss weillich und undurchsichtig triib aussah, erschien nach der Lyse
braunlich und etwas durchscheinender. Das aufgeschlossene Lysat wurde nun bei ca.
13.000 rpm fiir 60 min zentrifugiert und der proteinhaltige Uberstand schlieBlich in
ein Reaktionsgefafl iiberfithrt. Nach Zugabe von ca. 500 nL aquelibrierter Glutathion
Sepharose (500 pl Sdulenvolumen, GE Healthcare) wurden diese zusammen mit dem
proteinhaltigen Uberstand iiber Nacht bei 4°C inkubiert um die GST-Proteine an
der Matrix zu binden. Die Sepharose wurde anschliefend sechsmal in Waschpuffer
(100 mM Tris, 150 mM NaCl, 1 mM EDTA, 1% TritonX100, 1x Complete Protease
Inhibitor) gewaschen. Zur Lagerung der Proteine an der Matrix wurden diese mit
Glycerol (Sigma) versetzt, in kleinen Mengen abgefiillt und bei -80°C gelagert. Die
Elution der Proteine von der Matrix erfolgt mit frisch angesetzten Elutionspuffer
(50 mM Glutathion in 50 mM Tris und Complete Protease Inhibitor, pH 8,0) fiir 2h
bei RT. AnschlieBend wurden die rekombinanten Proteine im SDS-PAGE analysiert.
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7.6.5 In wvitro Transkription und Translation

Fiir eine in vitro Transkription mit anschliefender Translation zur Herstellung von
rekombinanten Proteinen (IVT) wurde das TNT T7 Quick Coupled Transcripti-
on/Translation System von Promega verwendet. Eine Standardreaktion von 50 pl
wurde mit 1 pg ungeschnittenem Plasmid, 1 pl Methionin (1 mM), 1 ul 77 TNT
PCR Enhancer, 40 nl TNT T7 Quick Master Mixz und nuklease-freiem Wasser ver-
setzt und fir 90 min bei 30°C inkubiert. Im Anschluss an diese Reaktion wurden die
Proben entweder im SDS-PAGE und Western-Blot analysiert oder iiber eine Matrix

aufgereinigt und anschliefend analysiert.

7.6.6 Aufreinigung von in vitro Transkription/Translation-Reaktionen

Da die Proteine, welche in der IVT-Reaktion hergestellt wurden ein 6xHis Epi-
top besitzen, konnten diese iiber eine Ni-NTA Agarose Matrix (Qiagen) partiell
aufgereinigt werden. Diese Aufarbeitung wurde im kleinen Mafistab in Eppendort-
Reaktionsgeféaflen durchgefiihrt. Hierfiir wurde ein kleines Séulenvolumen Ni-NTA
Agarose Matrix (10 bis 25 pl) fiinfmal in 0,5 ml IVT-Waschpuffer 4quilibriert und die
Ni-NTA Matrix schliellich mit 0,8 ml Waschpuffer (Qiagen), sowie der IVT-Reaktion
versetzt. Dieser Ansatz wurde dann fir 1,5 h bei 4°C unter Rotation inkubiert. An-
schlieBend wurde die Ni-NTA Matrix mit den gebundenen Proteinen dreimal mit 0,8
ml IVT-Waschpuffer gewaschen. Eine Elution erfolgte, wenn gewiinscht, in Elutions-
puffer (Qiagen) fiir 30 min bei 4°C. Im Anschluss wurden die Proben im SDS-PAGE

und Western-Blot analysiert.

7.6.7 Bimolekulare Fluoreszenzkomplementation

Die Untersuchung von Protein-Protein-Interaktionen erfolgte fiir die Bimolekulare
Fluoreszenzkomplementation (Remy & Michnick, 2004; Kerppola, 2006; Michnick et
al., 2007) im 96 Well-MaBstab. Alle zu expremierenden DNAs oder DNA-Fragmente
wurden zuvor in die gateway-kompatiblen Plasmide 55-pVEN-F2C, 56-pVEN-F1N,
57-pVEN-F2N und 58-pVEN-F1C kloniert, die von Dr. Ulrich Stelzl zur Verfiigung
gestellt wurden (Quelle Vektoren: Eduard Stefan - University of Innsbruck). Da-
bei musste beachtet werden, dass Volle-Lange-DNAs bzw. DNA-Fragmente mit ei-
nem Stopcodon lediglich in N-Terminal markierten Vektoren 56-pVEN-F1N und 57-
pVEN-F2N gebracht werden konnten. Volle-Lange-DNAs oder DNA-Fragmente oh-

ne Stopcodon konnten dagegen in alle Expressionsplasmide kloniert werden.
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55-pVEN-F2C (7888 pb)
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Abbildung 56: Verwendete Vektoren fiir die Bimolekulare Fluoreszenzkomplementati-
on. Amp(R)/Cm(R)/Neo: Selektionskassetten; CMV: Cytomegalo-Virus
Promotor zur konstitutiv starken Expression in Séugerzellen; VEN-F1:
N- bzw. C-terminales Venus fragment 1; VEN-F2: N- bzw. C-terminales
Venus fragment 2; attB1/attB2: Rekombinationsstellen; ccdB: cecd B-Gen.

Um Protein-Protein-Interaktionen zu untersuchen, wurden jeweils eine DNA A, fu-
sioniert mit dem Venus Fragment 1 und eine DNA B, fusioniert mit dem Venus
Fragment 2, in eine Vertiefung der 96 Well-Lochplatte zusammen transfiziert. Als
Kontrollexperimente wurden zuséatzlich die DNA A, fusioniert an Venus Fragment 1,
und das entsprechende leeren Plasmid mit dem Venus Fragment 2 kotransfiziert bzw.
DNA B, fusioniert an Venus Fragment 2, und das entsprechende leeren Plasmid mit
dem Venus Fragment 1 zusammen in die Zellen gebracht. Hierfiir wurden ca. 3x10%
HEK?293 Zellen pro Vertiefung einer 96 Well-Zellkulturplatte ausplattiert. Nach 4
bis 6 h erfolgt die gleichzeitige Transfektion zweier Plasmid-DNAs durch Lipofekti-
on. Die Auswertung der Protein-Protein-Interaktionen wurde 24 bis 48 h nach der
Transfektion mit dem Mikroskop Zeiss Observer durchgefiihrt und mit Hilfe digitaler
Fotographie dokumentiert. Eine positive Protein-Protein-Interaktion lief§ sich nach
Anregung mit Licht der Wellenlédnge 510 nm durch eine Emissionsstrahlung bei 530
nm als griines Leuchtsignal in der Zelle detektieren. Sollte kein griines Leuchtsignal
in der Zelle aufgetreten sein, wurde entsprechend keine Interaktion zwischen den

Proteinen festgestellt.
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7.6.8 Lumineszenz basierten IP Analyse

Fiir die Untersuchung von Protein-Protein-Interaktionen mit einer Lumineszenz ba-
sieten IP Analysemethode (Barrios-Rodiles et al., 2005; Vizoso Pinto et al., 2009)
wurden alle zu expremierenden volle Lange DNAs und DNA-Fragmente in die gateway-
kompatiblen Plasmide 06-pcDNA3.1-PA-D57 und 16-pFire-V5-DM kloniert, die von
Dr. Ulrich Stelzl zur Verfiigung gestellt wurden (Palidwor et al., 2009). Diese Vek-
toren beinhalten N-Terminal lokalisierte Epitopsequenzen, wonach alle zu testenden

DNAs, unabhéangig von einem Stopcodon, verwendet werden konnten.

06-pcDNA3.1-PA-D57 (7653 pb)
W& mattBls Cm(R) ® ccdB Fnaz%
N-| Fusnon

16-pFire -V5-DM (8828 pb)

m/ H cmv Promott}l NF:::E“ !attBh Cm(R) = ccdB FHBZN

Abbildung 57: Verwendete Vektoren fiir die Lumineszenz basierte IP Analyse.
Amp(R)/Cm(R)/Neo: Selektionskassetten; CMV: Cytomegalo-Virus
Promotor zur konstitutiv starken Expression in Sdugerzellen; ProtA: N-
terminales Protein A Epitop zur Bindung an eine Matrix, Firefly/V5: N-
terminales Firefly Luciferse/V5 Epitop; attB1l/attB2: Rekombinations-
stellen; ccdB: ccd B-Gen.

Die Untersuchung von Protein-Protein-Interaktionen erfolgte fiir die Lumineszenz
basierten IP Analyse ebenfalls im 96 Well-MaBstab. Dafiir wurden ca. 3x10* HEK293
Zellen pro Vertiefung ausplattiert und 24 h nach der Aussaat mit Lipofectamin2000
transient transfiziert. Fiir jede zu testende Interaktion wurden eine DNA A im 06-
pcDNA3.1-PA-D57 Vektor mit einer DNA B im 16-pFire-V5-DM Vektor zusammen
in eine Vertiefung der 96 Well-Zellkulturplatte transfiziert. Pro Protein-Protein-
Interaktion wurden zusétzlich immer drei Vertiefungen (technische Triplikate) trans-
fiziert. Der LUMIER-Versuch wurde dann 48 h nach der Transfektion durchgefiihrt.
Dafiir wurde das Medium entfernt und die Zellen mit 100 pl LUMIER-Puffer (50
mM HEPES, 150 mM NaCl, 1 mM EDTA, 10 % Glycerin, 1 % Triton X-100 +
Complete) fiir 30 min auf Eis unter Schwenken lysiert. Es folgte eine Zentrifugation
fiir 5 min bei 4.000 rpm.

Fir einen ersten Expressionstest der 16-pFire-V5-DM-Konstrukte wurden 40 pl Pro-
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teinlysat mit 40 pl Luciferase Substrat vermischt und im TECAN InfiniteM200 ver-
messen.

Fiir die eigentlichen Interaktionsmessungen wurden fiir die Analyse der Fire-Expression
zu Beginn 5 pl Proteinlysat, 35 pul PBS und 40 pl Luciferase Substrat (Tab. 12) in
einer unbeschichteten 96 Well-Platte (Cellstar, weil und schwach bindend) ver-
mischt und ebenfalls im TECAN InfiniteM200 vermessen. Fiir den Protein-Protein-
Interaktionstest wurden 70 pl Proteinlysat in eine IgG-beschichtete 96 Well-Platte
(Greiner, wei, high binding) tiberfiihrt und mindestens 1 h auf Eis unter Schiitteln
inkubiert. Im Anschluss wurden die Vertiefungen zweimal mit 1xPBS gewaschen
und nach Zugabe von 40 ul Bright Glow Luciferase Substrat (Promega) mit dem
TECAN InfiniteM200 vermessen.

Tabelle 12: Ubersicht der verwendeten Reagenzien und Volumina zur Herstellung von 10
ml Luciferase Substrat

Reagenzien Volumen [ml]
1 M Glycylglycerin 0,25
0,5 M Kaliumphosphat-Puffer (pH 8,0) 0,3
0,5 M EGTA 0,08
0,5 M ATP 0,04
1M DTT 0,01
1M MgSOy4 0,15
1,25 mM CoA 0,8
10 mM Luciferin 0,075
H20O 8,3

Fiir die Herstellung der eingesetzten IgG-beschichteten 96 Well-Platte wurde die-
se zunachst iiber Nacht bei 4°C unter konstantem Schiitteln mit einer Beschich-
tungslosung bestehend aus Carbonat-Puffer und Schaf Gamma Globulin (1:1.000,
Jackson ImmunoResearch) inkubiert. Nach Entfernung der Beschichtungslosung folg-
te ein Inkubationsschritt mit einer 1 % BSA-Losung entweder 1 h bei RT oder
ebenfalls iiber Nacht bei 4°C unter konstantem Schiitteln. Im nachsten Schritt wur-
den die Platten dreimal mit TBS-T (0,05 % Tween-20) je 5 min gewaschen. Es
folgte ein zusatzlicher Inkubationsschritt mit einer Abfang-Losung bestehend aus
Carbonat-Puffer und Kanninchen anti-Schaf-IgG (1:750, Jackson ImmunoResearch)
iiber Nacht bei 4°C. Zum Abschluss wurden die Platten erneut dreimal mit TBS-T
(0,05 %) je 5 min gewaschen, in Folie verpackt und bei 4°C bis zu 6 Monate gelagert.
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7.7 RNNA-Arbeiten
7.7.1 RNA Extraktion

Die Isolation von Gesamt-RNA aus dem Hodengewebe erfolgte durch klassische
RNA-Isolation mit Phenol. Dafiir wurde ein halber Hoden direkt nach der Entnahme
aus dem Tier mit Trizol (life technologies) iiberschichtet, mit Hilfe eines RNase frei-
en StoBels zerkleinert und nach Phenol-Chloroform-Extraktion durch Zugabe von 70
%igen Ethanol gewaschen. Im Anschluss wurde das Pellet in nuklease-freiem Wasser
(Promega) suspendiert und ein DNA-Verdau mit dem DNA-free DNase Treatment
and Removal Reagent Kit (life technologies) durchgefiithrt. Die Konzentration der
RNA erfolgte mittels Nanodrop. Die isolierte RNA wurde bei -80°C gelagert oder
direkt fiir die Synthese der cDNA verwendet.

7.7.2 cDNA Synthese mit Reverser Transkriptase

Alle Pipettierarbeiten wurden an einer Werkbank mit laminarem Luftstrom und
unter Verwendung von DNA-Away und RNaseZap durchgefiihrt, um Nukleotidkon-
taminationen an allen Flachen und Pipettierhilfen zu minimieren. Die Synthese der
cDNA aus bereits isolierter Gesamt-RNA erfolgte in 0,5 ml Eppendorfgefafien mit
dem Super Script First Strand Synthese Kit (life technologies). Um eine Umschrei-
bung von mRNA in ¢cDNA zu erzielen, wurden Oligo dT-Primer verwendet. Entspre-
chend der eingesetzten Oligonukleotide wurde nach dem Protokoll des Herstellers
vorgegangen. Damit die Anwesenheit von RNA in der synthetisierten cDNA-Probe
ausgeschlossen werden konnte, wurde zuletzt ein RNaseH-Verdau bei 37°C fiir 20

min durchgefiihrt.

7.7.3 Reverse Transkriptase-Polymerase-Kettenreaktion

Nach der Synthese der cDNA (Abschnitt 7.7.2) wurde der RT-PCR-Ansatz an einer
Laminar-Flow-Werkbank pipettiert. Fiir die RT-PCR wurde Taqg-Polymerase nach
Herstellerangaben verwendet (life technologies). Zur Herstellung von anti-sense Son-
den gegen die mRNAs der Gene Ammecrl, Dnalil, Spata22, Akap9, Rhpnl und

Gapdh wurden die in der Tabelle 13 beschriebenen Primerpaare verwendet.

146



Material und Methoden

Tabelle 13: Ubersicht der verwendete Oligonukleotide fiir die RT-PCR

Gen Primername Primersequenz
AMMECR1 Ammecrl s ACCAATGACAAGGGATGAGC
Ammecrl as CTGGCGATGAGCAAGGTATT
Akap9 Akap9 s CTTCACTGATGATCGGACTAGAAAT
Akap9 as TTTCGTAGTTCAGCTTTTAGCTTGT
Rhpnl Rhpnl s ACCTGACATCTGTCCAGATCAAC
Rhpnl as GTTCTTGGTTGAAAACACAGACAAG
Spata22 Spata22 s CTTACCTGGACATAAAGAAGCTGAA
Spata22 as CTAATCAGTCTTGGAAGTTCACGAT
Dnalil Dnalil s ATGATACCCCCAGCAGACTC
Dnalil as TCACTTCTTCGGTGCGATAA
Gapdh Gapdh s TCAAGAAGGTGGTGAAGCAG
Gapdh as ACCACCCTGTTGCTGTAGCC

Die Bedingungen dieser PCR-Reaktionen waren wie folgt: Die initiale Dissoziation
doppelstrangiger DNA wurde bei 94°C fiir 5 min durchgefiihrt. Jeder Zyklus begann
mit 30 sec 94°C, gefolgt von einer 30 sec Anlagerungszeit bei 55°C bis 60°C, ent-
sprechd der Oligonukleotidpaarung. Anschlieend erfolgte die Elongation der DNA
bei 72°C fiir 30 bis 45 sec, entsprechend der Fragmentlange. Es wurden 35 Zyklen

verwendet, um die jeweiligen DNAs zu amplifizieren.

7.7.4 Herstellung von RNA-Sonden

Fiir die Herstellung von RNA-Sonden fiir die In Situ Hybridisierung wurden die
in Tabelle 14 aufgefithrten Oligonukleotide verwendet. Die erhaltenen cDNAs wur-
den aufgearbeitet und in den Vektor pCR2.1-TOPO subkloniert. Die gleichzeitige
Herstellung von anti-sense und sense Sonden war mit diesem Subklonierungsvek-
tor nicht moglich. Um parallel anti-sense und sense Sonden generieren zu konnen,
wurden die ¢cDNAs fiir Akap9, Rhpnl, Spata22 und Dnalil mit der Restriktions-
endonuklease EcoRI herausgeschnitten und in den mit EcoRI linearisierten Vek-
tor pBSKS ligiert. Ammecrl wurde mit den Restriktionsendonukleasen BamHI und
EcoRV aus dem pCR2.1-TOPO herausgeschnitten, der BamHI-Nukleotidiiberhang
entfernt und blunt in den pBSKS ligiert. Die Richtigkeit der Sequenzen wurde durch

eine abschliefende Sequenzierung verifiziert.
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Tabelle 14: Ubersicht der verwendete Oligonukleotide fiir die Herstellung der RNA-

Sonden
Gen Primername Primersequenz
AMMECR1 Ammecrl s ACCAATGACAAGGGATGAGC
Ammecr] as CTGGCGATGAGCAAGGTATT
Akap9 Akap9 s CTTCACTGATGATCGGACTAGAAAT
Akap9 as TTTCGTAGTTCAGCTTTTAGCTTGT
Rhpnl Rhpnl s ACCTGACATCTGTCCAGATCAAC
Rhpnl as GTTCTTGGTTGAAAACACAGACAAG
Spata22 Spata22 s CTTACCTGGACATAAAGAAGCTGAA
Spata22 as CTAATCAGTCTTGGAAGTTCACGAT
Dnalil Dnalil s ATGATACCCCCAGCAGACTC
Dnalil as TCACTTCTTCGGTGCGATAA

Die ¢cDNA-Fragmente der Gene Ammecrl, Akap9, Rhpnl, Spata22 und Dnalil im
pBSKS Vektor wurden als Matrize verwendet und mit den Oligonukloetiden M13 for
(TGT AAA ACG ACG GCC AGT) und M13rev (CAG GAA ACA GCT ATG ACC)
amplifiziert. Diese PCR-Ansatze waren Grundlage fiir die im nachsten Abschnitt

beschriebene in vitro Transkriptions-Reaktion.

7.7.5 In vitro Transkription

Fiir die in vitro Transkription wurden 10 pl eines PCR-Ansatzes verwendet. Zu der
DNA-Matrize wurden 6 pl 5xPuffer (Promega), 4 nl dATP, dCTP, dGTP Mix (10
mM pro NTP, Roche), 0,75 nl DIG-UTP-Mix (Roche), 3 pl DTT (100 mM), 1,5
nl RNase Inhibitor (Roche), entsprechend 1,5 ul T3 oder T7 Polymerase (Prome-
ga), sowie nuclease-freies Wasser bis 50 pl zugefiigt und 2,5 h bei 37°C inkubiert. 3
ul RNase-freie DNase (Roche) wurden nach der Transkription zugefiigt und noch-
mals 15 min bei 37°C inkubiert. Der Ansatz wurde anschlieBend durch Zugabe von
1,2 ml Glycogen (20 mg/ml), 12 pl 10mM Ammoniumacetat und 150 pl 100 %
EtOH gefillt, das Pellet mit 150 ul 70 % EtOH gewaschen und schliefflich in DEPC-
Wasser/Formamid Gemisch geldst. Die Uberpriifung der intakten RNA erfolgte,
durch die Analyse weniger pl der Probe in einem 1 % Agarosegel in RNase-freiem
TAE-Pulffer.
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8 Zusammenfassung

8.1 Deutsch

Der t-Haplotyp der Maus (t), eine variante Form des Mauschromosoms 17, bewirkt
in heterozygoten t¢/+-Ménnchen eine Verschiebung der Vererbungsrate zu seinen
Gunsten. Diese nicht-mendelsche Vererbung ist das Ergebnis eines Signalweges, in
dem mehrere Distorter additiv auf die Spermien-Motilitats-Kinase, SMOK1, wirken
und diese in allen Spermienzellen tiberméaflig stark aktivieren. Diese Hyperaktivie-
rung wird durch die Wirkung des ¢t-Komplex Responders, TCR, nur in den Spermi-
enzellen normalisiert, die auch den Responder-Genlocus tragen. Die Spermien, die
zusatzlich zu den Distortern auch unter dem Einfluss des Responders stehen, besit-
zen somit einen Vorteil, was zu einer hoheren Befruchtungswahrscheinlichkeit fiihrt.
Wie dieser Vorteil genau erreicht wird, ist nicht bekannt, da bislang keine direkten

Interaktionspartner oder Zielmolekiile fiir SMOK1 beschrieben waren.

Mit Hilfe der Hefe-Zwei-Hybrid Methode konnten in dieser Arbeit sowohl Bin-
dungspartner (Preys) fir SMOK1 als auch fiir mehrere Distorter-Proteine iden-
tifiziert werden. Weiterfithrend und basierend auf einer Auswahl wurden fiinf dieser
Preys (Ammecrl, Akap9, Rhpni, Spata22, Dnalil) auf ihre mRNA- und Protein-
Expression im Hodengewebe und in Spermatozoen untersucht. Durch elektronen-
mikroskopische Studien, die den genauen Expressionsort der Prey-Proteine zeigen,
konnte die Kolokalisation von TCR bzw. SMOK1 und den Preys an subzelluléren
Strukturen des Spermienschwanzes, wie der Fibrous Sheath und den Quter Dense Fi-
bers, abgeleitet werden. Ein Teil der Hefe-Zwei-Hybrid Interaktionen wurde schlief3-
lich durch Interaktionsstudien in Saugerzellen, wie der Lumineszenz basierten IP
Analyse und der bimolekularen Fluoreszenzkomplementation, sowie der klassischen
Pull-Down Untersuchung untermauert. Zusatzlich wurden neue Verkniipfungen be-
obachtet, die in der Hefe nicht identifiziert wurden. In einer weiteren Analyse konnte
eine direkte Bindung von SMOK1 an die GTPasen RAC1 und RHOA aber nicht an
CDC42 gezeigt werden. Diese Bindungen lassen vermuten, dass RAC1 und RHOA
zum Teil direkt die Aktivitat von SMOK1 beeinflussen konnten.

Die identifizierten Protein-Protein-Interaktionen wurden abschlieend in einem ver-
groflerten Netzwerk zusammengefasst. Sie zeigen, dass sowohl SMOKI1 als auch die
Distorter- und RHO-GTPasen tiiber Scaffold-Proteine wie AKAP9 und RHPN1 an

flagellaren Strukturen gebunden sein konnen. Die direkten Bindungen von zwei der
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getesteten GTPasen (RAC1 und RHOA) an SMOKI1, konnte die im molekularen
Modell dargestellte Distorter-RHO-SMOK1 Verkniipfung erstmals bestatigen. Die
Distorter-RHO-Komplexe konnten demzufolge direkten mit SMOK1 in Verbindung
stehen. Zudem konnte eine Interaktion von SMOK1 mit einem Bestandteil der in-
neren Dyneinarme (DNALI1) beobachtet werden, die moglicherweise iiber einen
SMOK1-AMMECR1-Komplex erreicht wird. Die Verbindung zwischen SMOK1 und
DNALI1 zeigt zum ersten Mal, dass die Kinase in der Lage sein konnte am Axonem
mit der Komponente eines Dyneinkomplexes zu interagieren. Durch eine gezielte
Wirkung von SMOK1 am Dyneinbestandteil DNALI1 kénnte diese Interaktion die
Flagellenbewegung beeinflussen und somit eine gestérte Motilitdtsphanotyp verur-
sachen.

Die Ergebnisse dieser Arbeit tragen somit dazu bei den Signalweg, der zur nicht-

mendelschen Vererbung in der Maus fithrt, besser zu verstehen.

8.2 Englisch

The t-haplotype of the mouse (¢), which is a variant form of mouse chromosome
17, causes the preferred transmission of the ¢ allele from heterozygous males (t/+).
This non-Mendelian inheritance results from effects on a signalling pathway, where
the presence of several distorter genes additively hyperactivate the sperm motility
kinase, SMOK1, in the whole sperm population. This hyperactivation is balanced by
the t-complex responder, TCR, only in spermatozoa carrying the responder gene.
Spermatozoa influenced by the distorters and by the responder have a motility
advantage, resulting in a higher probability for fertilization. It is still unclear how

this advantage is manifested, as no interaction partners or targets are yet known for
SMOK1.

New binding partners for SMOK1 and for the distorters were identified in this study
using the yeast two-hybrid method. Based on selection criteria, five prey candidate
genes (Ammecrl, Akap9, Rhpnl, Spata22, Dnalil) were tested for mRNA and prote-
in expression in testis and spermatozoa, respectively. The co-localization of SMOK1
or TCR with the prey proteins could be deduced within subcellular structures, such
as the fibrous sheath and the outer dense fibers of the sperm flagellum, using electron
microscopy. The protein-protein interactions identified by yeast two-hybrid were, in
part, verified in a mammalian system using a luminescence-based immunoprecipi-
tation analysis and a bimolecular fluorescence complementation assay, as well as

classical pull-down studies. In addition, new protein-protein interactions were ob-
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served, which were not identified by the yeast two-hybrid analysis. Further studies
revealed the direct interaction between SMOK1 and the GTPases RAC1 and RHOA,
but not CDC42. This evidence gives rise to the idea that the GTPases RAC1 and
RHOA are able to modify SMOK1 activity by binding to it directly.

Finally, the identified protein-protein interactions were summarized in an interac-
tion network. The interaction studies showed that SMOKI1, as well the distorters
and RHO proteins, are bound to flagella via scaffolding proteins like AKAP9 or
RHPNI. Furthermore, the direct binding of two GTPases (RAC1 and RHOA) to
SMOK1 confirm the link between distorters, RHO-proteins and SMOK1, which is
predicted by the molecular model of TRD. The novel interaction of SMOKI1 to a
component of the inner dynein arms (DNALI1) was additionally observed. This in-
teraction could potentially be generated by a SMOK1-AMMECR1 complex. The
specific modification of DNALI1 by SMOK1 could negatively affect the movement
of the sperm flagellum, and therefore generate the motility phenotype, leading to
non-Mendelian inheritance in males.

In summary, the results of these studies clarify our understanding of the signalling

pathway leading to non-Mendelian inheritance of the ¢-haplotype.
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Abbildung 58: Expression von Rhpnl mRNA im Maushoden und RHPN1 Protein im
Spermienflagellum. A: Expression von Rhpnl mRNA wéhrend der Ho-
denentwicklung in der Maus, Verwendung von 1 ng poly(A)™ RNA aus
Maushoden verschiedener postnataler Stadien zeigt Rhpnl mRNA Ex-
pression ab Tag 18 (Nakamura et al., 1999); B: Lokalisation von RHPN1
Protein im Hauptteil (Pricipal Piece) des Spermienflagellums durch Im-
munfluoreszenzfarbung mit einem affinitétsgereinigten anti-Rhpnl An-
tikorper, MaBistab: 10 pm (Nakamura et al., 1999). C: Subzellulédre Loka-
lisation von RHPN1 Protein vornehmlich an den QOuter Dense Fibers, zu
einem kleineren Prozentsatz auch an den Fibrouse Sheath im Flagellum,

MafBstab: 200 nm (Fujita et al., 2000).
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Abbildung 59: Molekulare Eigenschaften des TCR-Proteins (Responder). A: Aufbau
des Myc-Ter Transgens T¢9. B: Lokalisation des Tecr-Proteins (gelb)
im Principal Piece von Spermatozoen eines 7'99/0 Méannchens mittels
Immunfluoreszenz mit einem anti-Myc Antikorper, als Negativkontrolle
dient die Lokalisation in wi-Spermatozoen, DAPI (blau): Kernfarbung
C: Lokalisation des TCR-Proteins (griin) in Querschnitten von Hoden-
kanélchen eines T¢99/0 Méannchens mittels Immunfluoreszenz mit einem
anti-Myc Antikorper zeigt, dass dass das TCR-Protein an Spermatozoen
(Lumen) des Hodenkanélchens lokalisiert ist. Als Positivkontrolle fiir
Spermatozoen wurde ein anti-Tubulin Antikérper verwendet (rot), DAPI
(blau): Kernfarbung D: Subzelluldre Lokalisation des TCR-Proteins an
den Fibrouse Sheath und an den Outer Dense Fibers im Querschnitt des
Hauptstiicks [Principal Piece) eines Tg9/0 Spermatozoen durch Immu-
nogoldmarkierung und Elektronenmikroskopie, Mafistab: 500 nm. (Véron
et al., 2009)
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Abbildung 60: Schematische Querschnittdarstellung eines Axonems (A) und Anordnung

der dueren Dyneinarme, der inneren Dyneinarme und der Radial Spokes
entlang eines 96 nm Abschnittes am &ufleren Mikrotubuli-Dublett (B).
A: Querschnitt eines Axonems. 1-9: duflere Mikrotubuli-Dubletts beste-
hend aus A und B Tubulus, mit Dyneinen jeweils am A-Tubulus. C1/C2:
inneres oder zentrales Mikrotubuli-Dublett mit Zentralscheide. hell blau:
auBere Dyneinarme (ODAs). dunkel blau: innere Dyneinarme (IDAs).
griin: Nexin-Dynein regulatorischer Komplex. rot: Radial Spokes.
B: komplexe Anordnung der d&ufleren Dyneinarme (ODAs), der inneren
Dyneinarme (IDAs) und der Radial Spokes (RS) entlang eines 96 nm
Abschnittes am dufleren Mikrotubuli-Dublett. grau: &uflere Mikrotubuli-
Dubletts bestehend aus A und B Tubulus. hell blau: &uflere Dyneinarme
(ODAs). dunkel blau: innere Dyneinarme bzw. Isoformen a bis f (IDAs).
griin: Nexin-Dynein regulatorischer Komplex. rot: Radial Spokes (RS1,
RS2 und das verkiirzte RS3S) (Pigino & Ishikawa, 2012).
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