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Zusammenfassung

1 Zusammenfassung

Der Redoxstatus ist fur das Genexpressionsmuster und damit fur die
metabolische  Homoostase von Zellen bedeutsam. Eine Storung des
Redoxgleichgewichts kann zu Krankheiten wie Arteriosklerose oder Krebs fuhren. Die
Glutathionperoxidase-4 (Gpx4) und die 15-Lipoxygenase (Alox15) sind funktionelle
Gegenspieler im Redoxsystem tierischer Zellen. Die Gpx4 reduziert komplexe
Hydroperoxylipide, wirkt als endogener Alox15-Inhibitor und fungiert gleichzeitig als
Strukturprotein. Systemische Inaktivierung des Gpx4-Gens fuhrt zur Letalitat
homozygoter Knockout-Embryonen, wahrend sich Alox75-Knockout-Mause normal
entwickeln. Ein spermienspezifischer Knockout des Gpx4-Gens fuhrt zur Infertilitat
mannlicher Mause. Bislang war unklar, ob die embryonale Letalitat der Gpx4-
defizienten Mause auf den Mangel an Gpx4-Aktivitat oder auf das Fehlen des
Strukturproteins zurtckzufuhren ist. Es konnte nicht geklart werden, ob Gpx4 und
Alox15 auch in vivo als funktionelle Gegenspieler wirken und ob ein funktioneller
Knockout der Alox15 die Defizite der Inaktivierung des Gpx4-Gens ruckgangig machen
kann. Um diese Fragen zu beantworten, haben wir ein murines Knockin-Modell
hergestellt, bei dem das Gpx4-Gen durch ein Konstrukt ersetzt wurde, das fur ein
katalytisch inaktives Enzym (U46A Gpx4) kodiert. Mit diesem Modell wurden die
embryonale Letalitat homozygoter Embryonen und die Fertilitat heterozygoter
Merkmalstrager untersucht. Um den Effekt der Inaktivierung der Alox15 auf diese
Knockin-Mause zu untersuchen, wurde in einem zweiten Schritt ein homozygoter

Alox15-Knockout in die Gpx4 defizienten Mause eingekreuzt.

Heterozygote Gpx4-Knockin-Mause (U46A Gpx4”*+Alox15"*) entwickeln sich
normal, wahrend homozygote U46A Gpx4**+Alox15"*-Mause zwischen Embryonaltag
6.5 und 7.5 absterben. Die embryonale Letalitdt konnte durch einen zusatzlichen
Knockout der Alox15 (U46A pr4'/++Alox15'/') nicht kompensiert werden. Mannliche
U46A Gpx4”*+Alox15"*-Mause weisen eine reduzierte Fertilitat auf, die sich durch eine
verminderte Motilitat ihrer Spermien und durch morphologische Veranderungen in den
Mittelstiicken manifestieren. Die reduzierte Fertilitat der U46A Gpx4”*+Alox15"*-Mause
und die schlechtere Motilitat ihrer Spermien konnte durch einen zusatzlichen

homozygoten Knockout der Alox15 (U46A pr4'/++Aon15'/') ausgeglichen werden. Bei
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einzelnen Individuen kam es zudem zur Normalisierung der morphologischen

Veranderungen.

Diese Ergebnisse zeigen, dass die embryonale Letalitat Gpx4-defizienter Maus-
Embryonen durch den Verlust der katalytischen Aktivitat der Gpx4
(U46A Gpx4**+Alox15**) verursacht wird. Die embryonale Letalitdt konnte durch einen
zuséatzlichen homozygoten Knockout der Alox15 (U46A Gpx4™*+Alox15”) nicht
kompensiert werden. Jedoch konnte die Subfertilitat heterozygoter Gpx4-Knockin-
Mannchen (U46A Gpx4” +Alox15"*) und die verminderte Motilitat ihrer Spermien durch
einen zusatzlichen homozygoten Knockout der Alox15 (U46A Gpx4™ +Alox15")
ausgeglichen werden.



Zusammenfassung

1.1 Abstract

The redox-status is important for the expression pattern of cells and thus it
contributes to the regulation of the cellular metabolism. Dysregulation in the cellular
redox homeostasis has been related to the pathogenesis of various diseases such as
atherosclerosis and cancer. Alox15 and Gpx4 are functional counterplayers in
metabolism of complex hydroperoxy lipids. Gpx4 reduces Alox15-derived hydroperoxy
lipids, acts as endogenous Alox15 inhibitor but also functions as structural protein
(moonlighting character). Homozygous Gpx4-deficient animals die at an early stages of
embryogenesis and sperm specific disruption of the Gpx4 gene leads to male infertility.
Because of the moonlighting character of Gpx4 it remained unclear whether the lack of
catalytic Gpx4 activity or the deficiency of the structural protein might be considered the
major cause of embryonic lethality. Moreover, it has not been explored in the past
whether systemic inactivation of the Alox75 gene might reverse the defective

phenotypes induced by Gpx4 deficiency.

To address these questions we created Gpx4 knockin mice, in which the Gpx4
gene was replaced by a mutant construct that encodes for a catalytically silent enzyme
variant (U46A Gpx4). In a second step viable heterozygous Gpx4 knockin mice
(U46A Gpx4™*) were crossbred with Alox15 knockout mice (Alox15”) to explore the
impact of Alox15 on Gpx4 deficiency.

Employing these Gpx4 knockin mice we found that homozygous animals
(U46A Gpx4**+Alox15"*) die in utero between E6.5-7.5 and additional Alox15-deficient
(U46A pr4'/++Alox15'/') did not rescue embryonic lethality. In contrast, heterozygous
knockin mice (U46A Gpx4”*+Alox15"*) were viable but sperms extracted from the
epididymal cauda of U46A Gpx4” +Alox15”* mice exhibited impaired motility
characteristics. Detailed morphological studies including immune electron microscopy
indicated structural midpiece alterations within the mitochondrial capsule. When U46A
Gpx4™-mice were crossed with Alox-deficient animals the resulting males (U46A
Gpx4*"+Alox15”) exhibited improved fertility and motility characteristics. In some
individuals we even detected wildtype-like morphological sperm characteristics.



Zusammenfassung

Taken together these data indicate that Alox15 deficiency does not rescue the
lethal phenotype of U46A Gpx4™* knockin mice. Heterozygous expression of a catalytic
inactive Gpx4 variant (U46A Gpx4”*+Alox15"*) impairs male but not female fertility.
Additional systemic inactivation of the Alox15 gene (U46A Gpx4”*+Alox15") improves

the sperm motility characteristics and normalizes male fertility to wildtype levels.
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2 Einleitung

2.1 Embryogenese der Maus

Die Embryogenese der Maus beginnt mit der Verschmelzung von Eizelle und
Spermium (Fertilisation, Abbildung 2-1, Embryonaltag E 0). Dabei entsteht die Zygote,
die sich durch mehrere Mitosen zur Blastozyste differenziert. Wahrend der Nidation
(E 5) verschmilzt sie mit der Uterusschleimhaut.’ Die Embryogenese der Maus geht von
Embryonaltag E O bis E 13 (Abbildung 2-1). Sie beinhaltet die Organogenese und die
Differenzierung der einzelnen Gewebe (Kohnlein et al., 2001).

Abbildung 2-1: Embryogenese der Maus (modifiziert nach Bouvard et al. (2001))

Darstellung der Embryogenesestadien der Maus. Diese gehen von Embryonaltag E 0 bis E 13. Danach
wird bis zur Geburt (E 21) von der Fetogenese gesprochen.

Zwischen E 6.5 und E 7.5 bildet sich die Korperachse heraus (Arnold et al.,
2009). Die Gastrulation beginnt am Tag E 6.5 (Blum et al., 1992). Ab E 7 werden
hamatopoietische Stammzellen im Dottersack gefunden (M. A. Moore et al., 1970). Die
Neurulation, die Bildung des Neuralrohrs, beginnt ab E 7.5. Aus dem Neuralrohr
entsteht letztendlich das Gehirn und das Riickenmark.” An die Embryogenese schlieit
sich die Fetalperiode an, die sich von E 14 bis zur Geburt der Tiere (E 21) erstreckt.” In

dieser Periode der Individualentwicklung kommt es zum Wachstum des Fetus.

! Hill, M.A. . (2015). Embryology Mouse Timeline Detailed. Recherchedatum 6.11.2015
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Der Stoffwechsel des Embryos unterliegt wahrend der Embryogenese deutlichen
Veranderungen. Vor der Implantation in die Uterusschleimhaut durchlebt der Embryo
aufgrund einer mangelnden Blutversorgung eine Entwicklungsperiode, die durch einen
chronischen Mangel an energieliefernden Substraten, wie Glukose und Sauerstoff,
gekennzeichnet ist. Sowohl Glukose als auch Sauerstoff erhalt der Embryo
ausschlieBlich durch Diffusion aus extrazellularer Flussigkeit. Durch den relativen
Sauerstoffmangel ist der Energiestoffwechsel im Wesentlichen auf die Glykolyse
beschrankt. Energieliefernde Substrate, wie Fettsauren, Aminosauren und Ketonkorper,
uber die mitochondriale Atmung umgesetzt werden mussen, stehen dem Embryo
aufgrund des relativen Sauerstoffmangels in dieser Entwicklungsphase kaum zur
Verfugung (B. Fischer et al., 1993). Damit ist der Energiestoffwechsel durch einen
relativen ATP-Mangel und durch eine Adaptation an die hypoxischen Bedingungen
gekennzeichnet. Nach der Implantation in die Uterusschleimhaut verbessert sich das
Sauerstoff- und  Substratangebot drastisch. Uber die gut durchblutete
Uterusschleimhaut der Mutter wird der Embryo nun mit einem relativen Uberangebot an
energieliefernden Substraten und an Sauerstoff versorgt. Unter diesen Bedingungen
spielt der ATP-Mangel keine Rolle mehr, da nun die energieliefernden Substrate durch
den effektiven aeroben Energiestoffwechsel metabolisiert werden konnen. Gleichzeitig
kommt es aufgrund der verbesserten Sauerstoffversorgung zur Stoffwechselumstellung,
die dem Reperfusionssyndrom ahnelt. Der Embryo wird den hohen
Sauerstoffkonzentrationen des mudtterliche Blutes ausgesetzt, was zum oxidativem
Stress fuhrt (New et al.,, 1970), der durch eine vermehrte Bildung von reaktiven
Sauerstoffspezies (ROS) gekennzeichnet ist. Deshalb spielt ein fein abgestimmtes anti-
oxidatives Schutzsystem wahrend der Embryogenese eine besonders bedeutsame
Rolle. Durch Dysregulationen der embryonalen Redoxhomoostase entstehen erhohte
Konzentrationen an oxidierend wirkenden Substanzen, wie z.B. Wasserstoffperoxid.
Dadurch kommt es zu einer fehlerhaften Embryogenese mit Fragmentation und
Apoptose (H. W. Yang et al., 1998).

Andererseits werden fur die Initiierung der Embryogenese erhohte Mengen an
Superoxid benotigt. Die Befruchtung einer Eizelle durch ein Spermium erfordert die
Sprengung der Zona pellucida (Hatching) und dieser Prozess erfordert eine definierte
Menge an Superdioxid. Die Superoxidkonzentration ist zu diesem Zeitpunkt um ein
Zehnfaches hoher als vor oder nach dem Hatching (Thomas et al., 1997).
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2.2 Spermatogenese

Die Spermatogenese beschreibt die Bildung und Reifung der Spermien.? Sie
findet vor allem im Testis statt, wobei finale Reifungsprozesse auch im Nebenhoden
ablaufen. Neben der Spermatogenese produziert der Testis auch mannliche
Geschlechtshormone in den Leydig-Zellen. Die Spermatogenese findet im Keimepithel
der Samenkanalchen statt (Abbildung 2-2). Als Stiutzzellen dienen die Sertoli-Zellen.
Die Reifung wird in drei Stufen unterteilt: i) mitotische Vermehrung, ii) meiotische
Reifung, iii) Spermiogenese (finale Spermiendifferenzierung). In der ersten Stufe kommt
es zur Mitose der Stammzellen (Typ A-Spermatogonien). Dabei entstehen entweder
neue Typ A-Spermatogonien, die als Vorlauferzellen verweilen, oder Typ B-
Spermatogonien, die in die Meiose eintreten. Durch Plasmabricken zwischen den
Keimzellen wird eine synchrone Reifung der einzelnen Spermiengenerationen realisiert.
In der ersten meiotischen Reifeteilung werden primare Spermatozyten mit einem
doppelten Chromosomensatz mit vier Chromatiden (2n4c) =zu sekundaren
Spermatozyten (1n2c). Nach der zweiten Reifeteilung der Meiose kommt es in den
Spermatiden (1n1c) zur Metamorphose und letztendlich zur Freisetzung der Spermien
ins tubulare Lumen der Testiskanalchen. Die Blut-Testis-Schranke befindet sich
zwischen den Spermatogonien und den Spermatozyten. Sie dient als Schutz vor
schadigenden Einflissen des Organismus und als Schutz der reifenden Keimzellen vor
Antikorpern aus dem Organismus. Ab der Meiose unterscheidet sich der Genotyp der
einzelnen Spermatozyten. Durch Rekombination und Reduktionsteilungen verandert er

sich und wurde als kdrperfremd erkannt werden.

% For Miller-Keane Encyclopedia: spermatogenesis. (n.d.) Miller-Keane Encyclopedia and Dictionary of
Medicine, Nursing, and Allied Health, Seventh Edition. (2003). Recherchedatum 6.11.2015
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o N

= N

Abbildung 2-2: Spermatogenese im Keimepithel des Hoden

Schematische Darstellung der Spermatogenese im Keimepithel der Maus.

Die Spermatogonien (Typ A & B sind nicht unterschieden, 1: 2n4c) sind im Bereich A basal der
Bluttestisschranke dargestellt, die durch Tight junctions (2) gebildet wird. Im luminalen Verlauf sind die
Meiosestadien dargestellt. Primare (3: 2n4c) und sekundare Spermatozyten (4: 1n2c). Die
Spermiogenese beginnt ab den Spermatiden (6: 1n1c) und endet in dieser Darstellung mit den
Spermien (8: 1n1c), die noch nicht ins Lumen freigegeben wurden. Das Zytoplasma, das die Spermien
in der Reifung abstof3en, wird auch als Residualkérper (7) bezeichnent. Die einzelnen Stadien sind
durch Plasmabriicken (5) miteinander verbunden. Als Stiitzepithel dienen Sertolizellen (10: 2n1c), deren
Zellkerne (9) der Vollstandigkeit halber abgebildet sind. Die Anzahl der Chromosomen sind als n und
die Anzahl der Chromatiden als ¢ angegeben.

(modifiziert nach (0.V.)Online Embryologiekurs fir Studierende der Medizin, Recherchedatum
22.10.2015)

In der Spermiogenese kommt es zur (i) Ausbildung des Akrosoms, (ii) Reduktion
des Zytoplasmas, (iii) Zellkernkondensation und (iv) Geilelbildung, woraus letztendlich
der Schwanz entsteht. Der Plasmatropfen wird abgestreift. Das fertige Spermium wird
in Kopf, Mittelstuck und Schwanz unterteilt (Abbildung 2-3). Im Mittelstick sind die
Mitochondrien in einer mitochondrialen Kapsel eingebettet, die aus polymerisierten
Proteinen, unter anderem aus der Gpx4, besteht (Ursini et al., 1999). An Tag
P(Postnatal) 0 gibt es Sertoli-Zellen, sowie Gonozyten, die sich bis Tag P6 zu
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primitiven Typ A-Spermatogonien differenzieren (Bellve et al., 1977). An Tag P8

erscheinen erstmals Typ B-Spermatogonien (Bellve et al., 1977). Erste Stadien der

primaren Spermatozyten werden an Tag P 10 beschrieben, sekundare Spermatozyten

ab P 18. An Tag P 35 ist die Spermiogenese zum ersten Mal komplett abgelaufen

(Vergouwen et al., 1993).

Nach Abschluss der Reifung im Testis verweilen die Spermien fur vier bis sechs

Tage in der Epididymis (Adler, 1996). Wahrend der Passage in der Epididymis sinkt der

20 pm

Abbildung 2-3: Spermium

1 = Kopf mit Akrosom, 2= Mittelstlick,
3=Schwanz

Wasseranteil des Seminalplasmas (Da Silva et al.,
2006) und der Proteinanteil steigt an (Fouchecourt
et al.,, 2000). Mit der Reifung in der Epididymis
andert sich auch die Zusammensetzung der Lipide
der Spermienmembran. Dabei nimmt die Fluiditat
der Membran und die Anzahl der negativen

Ladungen zu (Kawano et al., 2011).

Bisher ist noch nicht abschlieRend geklart, ob
die Energie fur die Motilitat der Spermien aus den
Mitochondrien und daher aus der Atmungskette
oder aus der Glykolyse stammt (Ford, 2006). Wie
auch in anderen Zellen sind die Komplexe | und Il
der Atmungskette die Hauptquelle fur ROS
(Koppers et al., 2008). Die Motilitat der Spermien
hangt unter anderem von der Konzentration der
ROS ab, wobei sowohl zu viel als auch zu wenig
ROS die Motilitat negativ beeinflussen (Aitken,
1995; Griveau et al., 1994). Deshalb ist ein
ausgewogener Peroxidstoffwechsel fur die Spermen
von grof3er Bedeutung.

2.3 Selen — ein essenzielles Spurenelement

1817 wurde Selen von Jons Jakob Berzelius das erste Mal beschrieben. Es

gehort als Halbmetall zur sechsten Hauptgruppe des Periodensystems der Elemente.

Erstmalig 1916 im menschlichen Organismus nachgewiesen (Gassmann, 1916),
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ergaben nachfolgende Untersuchungen, dass es sich bei Selen um ein essenzielles
Spurenelement handelt (Schwarz et al.,, 1957). Die Deutsche Gesellschaft fur
Ernahrung empfiehlt die Aufnahme von 30-70 ug pro Tag fur Erwachsene®. Eine
Studie aus China gibt die Obergrenze mit 400 ug pro Tag an (G. Yang et al., 1989). Die
chronisch toxische Schwellendosis liegt bei 800 ug pro Tag (Leitzmann, 2003).
Untersuchungen bei Selenintoxikationen haben eine akute Selenose fur 3-7 mg Selen
ergeben (Biesalski et al., 2004). Dabei kann es zu Symptomen wie Diarrhoe, Faulnis
der Zahne oder Herzmuskelschwache kommen.

Selenmangel fuhrt zu mannigfaltigen Erscheinungen beim Menschen. Ein
Beispiel ist die Keshan-Krankheit, eine juvenile Kardiomyopathie. Diese wurde
erstmalig von chinesischen Forschern in einer Region mit Selenmangel (tagliche
Aufnahme <10 pg) beschrieben ("Epidemiologic studies on the etiologic relationship of
selenium and Keshan disease," 1979; Levander et al., 1997). Zur Myopathie kommt es
wahrscheinlich auf Grund des Selenmangels in Verbindung mit einer Coxsackie-Virus-
Infektion. Wallace et al. (1983) haben Mause fur drei Generationen selen-defizient
ernahrt und anschlieBend Caudaspermien untersucht. Sie haben fehlerhaft
angeordnete Mitochondrien im Mittelstlck und Defekte in den
Mitochondrienmembranen gefunden. Daraus folgerten Wallace et al., dass es durch
eine Selen-Defizienz zu einer defekten Bildung der Mitochondrienkapsel im Mittelstuck
der Spermien komme. Die Autoren spekulieren Uber den Einfluss von Disulfidbricken
des Selenocysteins und eine Fehlkonformation der Mitochondrien durch die Defizienz.

2.4 Biosynthese von Selenoproteinen

Das Selenocystein (U) ist die 21. proteinogene Aminosaure. Sie stellt eine
Variation des Cysteins dar. Es kommt statt der funktionellen Thiolgruppe des Cysteins
zu einer Selenol-Gruppe. Die Aminosaure wird auf mRNA-Ebene durch das Stopcodon
UGA codiert. Thiol-Selenolgruppen sind nukleophiler als Thiolgruppen und liegen bei
physiologischen Bedingungen (pH 7,4) als Anion dissoziiert vor. Der pKs-Wert betragt
5,7 fur das Selenocystein, der des Cysteins 8,4. Man nahm an, dass Proteine, die ein
Selenocystein im aktiven Zentrum nutzen, reaktionsfreudiger seien als Enzyme, die

Cystein nutzten. Experimente konnten bestatigen, dass es durch einen Austausch des

® Deutsche Gesellschaft fiir Ernahrung e. V., (2015). Recherchedatum 02.11.2015
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Selenocysteins der Gpx4 gegen ein Cystein, zu einen starken Abfall der katalytischen
Aktivitat der Enzyme kommt (Maiorino et al., 1995).

Die Umkodierung des UGA-Stopcodons zu einem Selenocystein-kodierenden
Triplet ist gekoppelt an die Existenz einer Selenocystein-Insertionssequenz (SECIS),
die bei Saugetieren im 3’-untranslatierten Bereich der mRNA liegt. Diese Sequenz ist
fur den kontrollierten Einbau des Selenocysteins verantwortlich. Sie verhindert das
vorzeitige Beenden der Translation und ist ein Schutz vor Trunkation der meisten
Selenoproteine. Selenoproteine sind Uberlebenswichtig. Bosl et al. (1997) zeigten, dass
tRNAS®°-Knockoutmausen kurz nach Implantation noch vor E 6.5 letal sind und

resorbiert werden.

Bei Selenmangel kommt es zu einer Hierarchie der Expression der
Selenoproteine und der Verteilung des Selens im Organismus. Bei Beginn von
Mangelzustanden kommt es weder im Gehirn noch im Testis zu einer verminderten
Selenkonzentration. Weiterhin wirkt sich ein beginnender Selenmangel auf die
Expression der Gpx1 sehr stark aus (Expressionshemmung), wahrend die Expression
der Gpx4 und des Selenoproteins P (Behne et al., 1988; Behne et al., 2001; K. E. Hill et
al., 1992) kaum beeinflusst wird.

2.5 Glutathionperoxidasen als Teil der Selenoproteine

Bei Menschen gibt es 25, bei Nagern 24 Selenoproteine (Kryukov et al., 2003).
Eine Subgruppe der Selenoproteine sind die Glutathionperoxidasen. Alle
Glutathionperoxidasen reduzieren organische und anorganische Hydroperoxide zu den
entsprechenden Hydroxy-Verbindungen. So wird zum Beispiel Wasserstoffperoxid
(H202) zu Wasser (H20) reduziert. Fur die Peroxidreduktion nutzen die Peroxidasen
entweder GSH oder andere Elektronendonatoren. Mit den frei werdenden Elektronen
von der Oxidation (2GSH - GSSG + 2H" + 2¢") wird das Peroxid (ROOH) zu einem
Alkohol (ROH) reduziert (Abbildung 2-4). Die Regeneration des oxidierten Glutathions
(GSSG) erfolgt durch eine Glutathionreduktase unter Verbrauch von NADPH/H".

11
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ROOH ROH
1
GPx-Se’ GPx-SeOH
GSSG
H* GSH
3 2
GPx-Se-SG
GSH

H,0

Abbildung 2-4: Reaktionsmechanismus der Glutathionperoxidasen (modifiziert nach Kuhn et
al. (2002)

Abgebildet ist der Reaktionsweg der Glutathionperoxidasen. Selen liegt im Enzym dissoziiert als Anion
vor (GPx-Se)).

(1) Im ersten Schritt wird ein Hydroperoxid (ROOH) reduziert, wahrend Selen kurzfristig zu einer Saure
oxidiert wird (GPx-SeOH).

(2) Ein Glutathion (GSH) bindet unter Abspaltung von Wasser (H,O) an das Selen.

(3) Das zweite GSH reduziert das Selen und es entsteht ein oxidiertes Glutathion (GSSG) und ist somit
regeneriert. Das regenerierte Selen steht jetzt fur einen neuen Zyklus zur Verfigung.

Nach heutigem Kenntnisstand gibt es acht Glutathionperoxidasen (Toppo et al.,
2008) (siehe Tabelle 2-1). Die erste Glutathionperoxidase wurde durch Mills (1957)
beschrieben. Sie ist das erste Mal aus Erythrozyten isoliert worden. Die Gpx1 ist in
allen Zellen zu finden und wurde auch intrazellulare Gpx genannt (Lubos et al., 2011).
Die Gpx2 wurde erstmals von Chu et al. (1993) erwahnt. Sie ist im Gastrointestinaltrakt
bei Menschen und Nagern zu finden. Die plasmatische Gpx ist 1987 entdeckt und im
selben Jahr als Gpx3 identifiziert worden (Maddipati & Marnett, 1987). Die zytosolische
Gpx4 wird erstmals durch Ursini et al. (1982) aus der Schweineleber isoliert.

Die Gpx5 ist durch Ghyselinck, Jimenez, et al. (1990) beschrieben und im selben
Jahr mit den Glutathionperoxidasen assoziiert worden (Ghyselinck & Dufaure, 1990).

12
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Tabelle 2-1: Bisher bekannte Glutathionperoxidasen

Isoform weitere Namen Struktur Hauptlokalisation Erstbeschreiber
Gpx1 zellulare Gpx / C- | Tetramer (U) ubiquitér, gering im | (Mills, 1957)
Gpx mannlichen
Reproduktionstrakt
und endokrine Organe
Gpx2 GI-Gpx Tetramer (U) gastroenteral: human | (Chu et al., 1993)
und murin, Leber:
human
Gpx3 Plasma-Gpx Tetramer (U) Plasma, Lunge, Leber | (Maddipati,
Gasparski, et al.,
1987)
Gpx4 Phospholipid- Monomer (U) mannlicher (Ursini et al., 1982)
Hydroperoxid Gpx / Reproduktionstrakt
PH-Gpx (Testis, Spermien)
und endokrine Organe
((Roveri et al., 1994))
Gpx5 epididymal Tetramer (C) mannlicher (Ghyselinck,
sekretorische Gpx Reproduktionstrakt Jimenez, et al,
(Epididymis, 1990)
Spermien)
Gpx6 - Tetramer (Maus | olfaktorisches (Dear et al., 1991)
(C), Human (U)) Riechepithel
Gpx7 NP-Gpx, non-selen- | Monomer (C) Brustdrise (Utomo et al., 2004)
PH-Gpx
Gpx8 - Monomer (C) (Toppo et al., 2008):

Die Gpx7 und Gpx8 enthalten kein Selenocystein und sind erstmalig durch Utomo et al.

(2004) beschrieben worden. Bisher ist noch nicht abschliel3end geklart, ob die Gpx8 nur

eine Unterform der Gpx7 oder eine eigenstandige Isoform ist (Pubmed Gene: Gpx8:

Lputative

)- Die Gpx6 enthalt bei Mausen und Ratten, im Gegensatz zum Menschen,

kein Selenocystein (Kryukov et al., 2003). Sie ist das erste Mal von Dear et al. (1991)

im Riechepithel gefunden worden.

* Pubmed: Recherchedatum 10.10.2015; http://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/69590

13
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2.6 Die Gpx4 als Vertreter der Glutathionperoxidasen

Die Gpx4 ist ein monomeres Enzym. Im Gegensatz zu den tetrameren
Glutathionperoxidasen kann sie neben Ioslichen Peroxiden auch komplexe
Hydroperoxyfettsauren reduzieren (Brigelius-Flohe et al., 2013; Ursini et al., 1982). Als
Elektronendonator konnen sowohl Glutathion, Thiole aus Proteinen oder enzymeigene
Thiolgruppen dienen (Ursini et al., 1999).

2.6.1 Struktur

Beim Menschen liegt das GPX4 Gen auf dem Chromosom 19 wahrend das
orthologe Maus-Gen auf dem Chromosom 10 lokalisiert ist. Beide Gene bestehen aus
sieben Exons, wobei das erste Exon als Variante la fur die zytosolische und
mitochondriale  Isoform und die
Variante Ib fur die nukleare Isoform
vorhanden ist. Die Gpx4 unterliegt
keinen posttranslationalen
Veranderungen (Roveri et al., 1994).
Lange Zeit gab es keine Informationen
Uber die Gpx4-Struktur, da sie unter
aeroben Bedingungen schnell
polymerisiert (Scheerer et al., 2007).
Durch die Anwesenheit von

reduzierend wirkenden Substanzen

[Tris(2-carboxyethyl)phosphin] konnte
Abbildung 2-5: Dreidimensionale Struktur

die Sec46Cys-Mutante der humanen der Gpx4

GPX4 kristallisiert und hinsichtlich  Abgebildet ist die dreidimensionale Struktur der

. .. humanen GPX4. Es sind die R-Faltblatter (blau) und

ihrer  3D-Struktur aufgeklart werden e g-Helices (rot) dargestellt. (modifiziert nach

(Scheerer et al., 2007). Scheerer et al. (2007))

Die Tertiarstruktur der Gpx4
enthalt ein typisches Thioredoxin-Motiv (Martin, 1995) mit vier a-Helices und sieben 13-
Faltblattern (siehe Abbildung 2-5). Das aktive Zentrum ist in einer Vertiefung an der
Enzymoberflache lokalisiert und enthalt drei katalytisch aktive Aminosauren:
Selenocystein 46, Glutamin 81 und Tryptophan 136 (Scheerer et al.,, 2007). Der N-
terminale Bereich des Enzyms (die ersten funf Aminosauren) sind strukturell sehr

14
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flexibel (Scheerer et al., 2007) und lassen sich bei Rontgenstrukturanalysen nicht
vollstandig abbilden. Im Gegensatz zu anderen Gpx-Isoformen (Gpx1) fehlen der Gpx4
zwei Schleifen auf der Enzymoberflache. Eine dieser Schleifen verdeckt bei anderen
Gpx-Isoformen das Tryptophan im aktiven Zentrum. Die Oberflachenexposition des
aktiven Zentrums der Gpx4 konnte ein Grund fur die Substratvielfalt des Enzyms sein
(Scheerer et al., 2007). Zum anderen dienen bei anderen Gpx-lsoformen die Schleifen
der Dimerisierung (Maiorino et al., 2007). Das Fehlen dieser Schleifen konnte eine

Erklarung sein, weshalb die Gpx4 in Zellen Uberwiegend als Monomer vorliegt.

2.6.2 Isoformen

Die zytosolische Isoform (cGpx4) wurde als erstes von Ursini et al. (1982)
beschrieben. Sie besteht aus 170 Aminosauren (Pushpa-Rekha et al., 1995) und hat
ein Molekulargewicht von ca. 20 kDa (Arai et al., 1996). Die mitochondriale Isoform
(mGpx4) wurde erstmals von Pushpa-Rekha et al. (1995) beschrieben. Die
Signalsequenz fur den Transport ins Mitochondrium ist 27 Aminosauren lang und wird
im Mitochondrium abgeschnitten. Das Molekulargewicht reduziert sich von 23 kDa mit
Signalsequenz auf 20 kDa im Mitochondrium (Arai et al., 1996). Die nukleare Isoform
(nGpx4) ist 34 kDa schwer (Behne et al., 1988) und enthalt durch das alternative Exon
Ib die Signalsequenz fur den nuklearen Import (Pfeifer et al., 2001). Die cGpx4 wird
konstitutionell in fast allen Zellen exprimiert, wahrend die n- und mGpx4 vor allem im
mannlichen Reproduktionstrakt vorhanden ist (Pfeifer et al., 2001). Die mGpx4 spielt
zudem eine wichtige Rolle in der Embryogenese (Borchert et al., 2006).

2.6.3 Funktion

Die exponierte Stellung der Gpx4 im Rahmen der Selenhierarchie weist auf eine
wichtige Funktion der Gpx4 hin. Welche biologischen Funktionen das Enzym aber
genau ausubt, war lange Zeit unklar und ist auch heute noch im Detail nicht vollstandig
geklart. Relativ fruh konnte gezeigt werden, dass die Gpx4 verschiedene LOX-
Isoformen, besonders die Alox15 (Schnurr et al., 1996) und die Alox5 (Weitzel et al.,
1993) hemmt. Durch die Hemmung der Alox5 kommt es zu einer verminderten
Leukotrienbiosynthese und damit zu einer Beeinflussung der Entzindungsreaktion
(Imai et al., 1998). Auch in der Entwicklung der Arteriosklerose wird eine Rolle der Gpx4
diskutiert (Sattler et al.,, 1994). Da die Arteriosklerose eine entzindliche

Gefalderkrankung ist, konnte auch hier die antiphlogistische Wirkung des Enzyms
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bedeutsam sein. Im Verlauf der Pubertat und des Testiswachstums kommt es zu einem
Anstieg der mGpx4 (Maiorino et al., 1998). Wahrend der Reifung der Spermien wird aus
der katalytisch aktiven Gpx4 ein inaktives Proteinpolymer, das am Aufbau der
mitochondrialen Kapsel im Mittelstick der Spermien bedeutsam ist (Ursini et al., 1999).
Beim Polymerisierungsprozess handelt es sich um eine Reaktion von Protein-Thiolen
der Gpx4 mit dem Selenocystein eines benachbarten Gpx4-Monomers. Dadurch
entstehen stabile S-Se-Brucken, die mehrere Monomere zum Polymer verbinden.
Dieser Polymerisierungsprozess erfordert zum einen die katalytische Aktivitat des
Enzyms, zum anderen aber auch dessen Eigenschaft als Strukturprotein zu fungieren
(moonlighting Charakter = Doppelfunktion der Gpx4) (Schneider et al., 2009). Die
nGpx4 stabilisiert die Kondensation der DNA wahrend der Spermienreifung Uber eine
Oxidation der Protamine (M. Conrad et al., 2005). Infertle Manner haben eine

signifikant geringere Menge Gpx4 in Spermien (Imai et al., 2001).

Imai et al. (2003) wiesen die Gpx4 an Tag E 7.5 im Ektoderm und an Tag E 8.5
im Dottersack nach. Ab E 10.5 werden alle drei Isoformen in murinen Embryos
exprimiert. Dabei ist die nGpx4 nur auf einem geringen Level mit weniger als 50 Kopien
pro 1000 GAPDH mRNA Kopien in Gehirn und Herz nachweisbar (Borchert et al.,
2006). Die m- sowie die cGpx4 sind mit mehr als 100 Kopien mRNA pro 1000 GAPDH
mRNA-Kopien auf deutlich hoherem Niveau exprimiert (Borchert et al., 2006). In der
spaten Gastrulation von Tag E 14.5 - 17.5 kommt es zu einer Herabregulierung der
mGpx4 (Borchert et al., 2006). Der genaue Mechanismus der Gpx4-Funktion wahrend
der Embryogenese ist bisher nicht bekannt. In-vitro-Embryogeneseuntersuchungen, bei
denen die Gpx4-Expression mit Hilfe der siRNA-Technologie ausgeschaltet wurde,
deuten darauf hin, dass das Enzym bei der Entwicklung des zentralen Nervensystems
eine Rolle zu spielen scheint (Borchert et al., 2006). Weiterhin wird eine Funktion der
Gpx4 bei der Erythropoiese diskutiert (Kaushal et al., 2011). Diese Hypothese konnten
kurzlich durch Experimente mit erythroid-spezifischen Knockout-Mausen bestatigt
werden (Canli et al., 2015).

2.6.4 Knockout-Modelle
Fur die Gpx4 gibt es viele verschiedene gentechnisch veranderte Tiermodelle.
Die gro3e Anzahl der Modelle spiegelt zum einen das Interesse der Wissenschaft an

dem Enzym wieder, ist zum anderen aber auch Ausdruck der funktionellen Multiplizitat
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des Proteins. Im Folgenden soll ein thematisch geordneter Uberblick Uber die
verfugbaren Modelle gegeben werden. Homozygote konventionelle Keimbahn-
Knockouts des Gpx4-Gens sind nicht lebensfahig, unabhangig davon, auf welche
Weise die funktionelle Inaktivierung des Gens vorgenommen wurde (Garry et al., 2008;
Imai et al., 2003; Yant et al., 2003). Es zeigen sich Auffalligkeiten in den Embryonen,
wie eine fehlerhafte HOhlenbildung und eine geringere Ausdifferenzierung der
Keimblatter (Yant et al., 2003). Ein Neuron-spezifischer Knockout der Gpx4 fuhrt nicht
zu einer embryonalen Letalitat, allerdings kommt es ab Tag P 5 zum Gewichtsverlust
trotz adaquater Futterung (Seiler et al., 2008). Die Tiere Uberleben nicht langer als
P 13, bevor sie auf Grund ihres Zustands getotet werden mussten (Seiler et al., 2008).
Bei einem induzierbaren systemischen Knockout des Gpx4-Gens zwischen dem
sechsten und neunten Monat kommt es zum Tod der Tiere durch Kachexie (Yoo et al.,
2012). Die genaue Todesursache ist dabei noch nicht endgultig geklart (Yoo et al.,
2012), wobei sich deutliche Symptome einer Neurodegenerationen zeigen. Dieses
Ergebnis deckt sich mit Untersuchungen der In-vitro-Embryogenese, bei denen
festgestellt werden konnte, dass die Inaktivierung der Gpx4-Expression mittels siRNA-
Technologie zu einer defekten Entwicklung des embryonalen ZNS kommt (Borchert et
al., 2006). Bei einer alleinigen selen-defizienten Ernahrung oder einem homozygoten
Knockout der m- oder nGpx4 kommt es nicht zu einer embryonalen Letalitat von
homozygoten Merkmalstragern (M. Conrad et al., 2005; Schneider et al., 2009; Wallace
et al., 1983).

Bei heterozygoten Mausen kommt es in einigen Knockout-Modellen zu
reduzierten Gpx4 mRNA-Konzentrationen in verschiedenen Geweben (Imai et al., 2009;
Imai et al., 2003; Yant et al., 2003). Zudem wurde eine verminderte Gpx4-
Proteinkonzentrationen im Testis und in der Leber nachgewiesen (Garry et al., 2008).
Bei induzierbaren Knockout-Mausen findet sich in allen untersuchten Geweben eine
verminderte Proteinkonzentration der Gpx4, die mit einer bis zu 40% verringerten ATP-
Produktion einhergeht (Yoo et al.,, 2012). In den nicht embryonal letalen mGpx4-
Keimbahn-Knockouts wurden verringerte Mengen an Gpx4 im Testis und in den

Mittelsticken der Spermien nachgewiesen (Schneider et al., 2009).

Bei induzierbaren Knockoutmausen wurde eine erhdhte Apoptoserate festgestellt
(Imai et al., 2003; Yoo et al., 2012). Dem gegenuber fanden Yant et al. (2003) keine
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erhohte Apoptoserate in den Embryonen, die aufgrund eines homozygoten Gpx4-
Mangels absterben und resorbiert werden. Seiler et al. (2008) beschrieben einen
Versuch, bei dem embryonale Fibroblasten aus induzierbaren Gpx4-Knockout-Mausen
kultiviert wurden. Nach In-vitro-Induktion des Gpx4-Knockouts wurde eine erhohte
Apoptoserate der Zellen nachgewiesen, die durch Zugabe von a-Tocopherol verhindert
werden konnte. Dabei wurde auch eine Hochregulation der Expression anderer
Glutathionperoxidasen beobachtet. Gpx4-defiziente Zellen besitzen eine erhohte
Anfalligkeit fur oxidativen Stress (Garry et al., 2008; Imai et al., 2003).

Kaushal et al. (2011) analysierten Veranderungen basaler Blutparameter bei
einer selen-defizienten Ernahrung. Es kam zum Beispiel zu einem erhdhten Anteil an
Methamoglobin sowie zu einer verminderten Stresserythropoiese. Es wurden
unzureichend differenzierte Erythrozyten in der Milz gefunden und die Erythrozyten im
peripheren Blut waren osmotisch instabil. Zudem fanden sich Heinz-Korperchen in den
Erythrozyten, die vor allem aus denaturiertem Hamoglobin bestanden. Uber Hif1 kam
es zu einer Hochregulation der Erythropoetinsynthese, was eine Gegenregulation der
bestehenden Anamie darstellte. Ein erythroid-spezifischer Knockout des Gpx4-Gens
induzierte bei erwachsenen Mausen eine Anamie, die durch eine verstarkte Nekroptose
in Erythrozytenvorlauferzellen hervorgerufen wurde (Canli et al., 2015). Dieser Effekt
kann partiell durch Vitamin E verhindert werden (Canli et al., 2015).

Heterozygote Gpx4-Knockout-Tiere zeigen keine phanotypischen Auffalligkeiten
und keine Unterschiede in der Anzahl der Nachkommen (M. Conrad et al., 2005; Garry
et al., 2008; Imai et al., 2003; Yant et al., 2003). Durch einen spermienspezifischen
Knockout der Gpx4 vermindert sich das Korper- und Testisgewicht (Imai et al., 2009).
Bei einem homozygoten Knockout der mGpx4 sind mannliche homozygote Tiere infertil.
Bei einer intrazytoplasmatischen Spermieninjektion in die Eizelle kommt es zu
befruchteten Eizellen, die sich nach Embryonentransfer zu normal lebensfahigen Tieren
entwickeln (Schneider et al., 2009).

Bei einem spermienspezifischen Knockout der Gpx4 sind homozygote
Mannchen infertil und die Spermienzahl ist stark vermindert (Imai et al., 2009). Bei
einem Knockout der nGpx4 ist die DNA-Kondensation der Spermien im Caput
vermindert (M. Conrad et al., 2005). Durch einen Verlust der mGpx4 kommt es zu

abnormalen Mittelsticken. Es werden geschwollene Mitochondrien mit einer
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fehlerhaften Anordnung innerhalb der mitochondrialen Kapsel beschrieben (Imai et al.,
2009; Ingold et al., 2015; Schneider et al., 2009). Beim Menschen kommt es durch eine
erhohte Lipidperoxidation zu einer Abnahme der Motilitat der Spermien und zu
Mittelstuckdefekten (Rao et al., 1989). In rund 10% der untersuchten infertilen Manner

wird eine geringere Expression der Gpx4 in den Spermien gefunden (Imai et al., 2001).

Durch ein fehlerhaftes Spleilien oder ein vorzeitiges Stopcodon im Gpx4-Gen
kommt es beim Menschen zur spondylometaphysalen Dysplasie vom Sedaghatian-Typ
(SSDM) (Smith et al., 2014). Es werden verkurzte Extremitaten durch metaphysare
Chondrodysplasie, Fehlbildungen im Gehirn und im Herzen beschrieben (Aygun et al.,
2012). Alles in allem ist dies eine sehr seltene rezessive Erbkrankheit. Bisher sind 18
Falle in 12 Familien bekannt (Aygun et al., 2012). Die Lebenserwartung ist gering. Das
alteste betroffene Kind ist 161 Tage alt geworden (Koutouby et al.,, 2000). Als
Todesursache in den Fallberichten wurden vorrangig Respirationsprobleme genannt
(Aygun et al., 2012). Der Phanotyp weist Parallelen zu gefundenen Veranderungen der
embryonal letalen Knockout-Mause auf (Imai et al., 2003; Ingold et al., 2015; Yant et al.,
2003).

2.7 Lipoxygenasen

Bei Vertebraten sind Lipoxygenasen (Lox) weit verbreitet. Wohingegen weniger
als 1% der wirbellosen Tieren funktionelle Lox haben (Horn et al., 2014). Bei Pilzen,
Pflanzen und Saugetieren sind sie beschrieben (Horn et al., 2014). Bakterien haben nur
teilweise funktionelle Lox-Gene (Hansen et al., 2013; Horn et al., 2014). Ein Vergleich
der Isoformen der einzelnen Spezies ist problematisch, da die Gene nur eine geringe

Homologie zu menschlichen Isoformen aufweisen (lvanov et al., 2015).

Die erste humane Lipoxygenase ist von Hamberg et al. (1974) in humanen
Thrombozyten beschrieben. Sie peroxidiert das zwolfte Kohlenstoffatom der
Arachidonsaure und ist daher 12-ALOX genannt worden. Wenig spater wurde eine
weitere Isoform, die spatere Alox15, aus Retikulozyten von Kaninchen isoliert (Schewe
et al., 1975). Beim Menschen sind insgesamt sechs funktionelle LOX-Isoenzyme
bekannt (ALOX5, ALOX12, ALOX12B, ALOX15, ALOX15B, ALOXES, siehe Tabelle
2-3) (Funk et al., 2002).
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Tabelle 2-3: Vergleich der humanen und murinen Lipoxygenasen

Mensch friherer | Maus friiherer Hauptexpressionsort Literatur
Name Name
- - i i Sun et al. (1996
ALOx15 | 1215 | Aloxis Lc12- eosinophile Granulozyten, ( )
LOX LOX Bronchialepithel Sigal et al. (1992)
15- Haarwurzel, Haut, | Brash et al. (1997);
ALOXTSB || oy | Alox15b 8-LOX Prostata Jisaka et al. (1997)
112- Funk et al. (1990);
ALOX12 on** Alox12 pl12-LOX | Thrombozyten, Haut Johnson et al. (1998);
Virmani et al. (2001)
12R- Boeglin et al. (1998);
ALOX12B LOX Alox12b 12R-LOX | Haut Meruvu et al. (2005)
Kinzig et al. (1999);
ALOXE3 | eLOX3 | Aloxe3 eLOX3 Haut Krieg et al. (2014); Yu
et al. (2006)
Faronato et al. (2007);
Leukozyten, (Funk et al., 1989);
ALOX5 5-LOX | Alox5 ALOX5 Makrophagen, Ghosh (2003);
dendritische Zellen Wasilewicz et al.
(2010)
Pseudogen Alox12e eLOX12 Haut Funk et al. (2002)

Dargestellt sind die humanen und murinen Lipoxygenasen mit dem jeweiligen Namen, der
hauptsachlichen Lokalisation und Literaturangaben (modifiziert nach Kuhn et al. (2014))

*lc — Leukozyten-Typ, **pl — Plattchen-Typ

Aus historischen Grunden richtete sich die Klassifizierung von Loxs nach ihrer

Reaktionsspezifitdat der Arachidonsaureoxidation. Wenn diese ausgewahlte
Polyenfettsaure durch eine Lox am Kohlenstoffatom 5 (C5) der Fettsaurekette
oxygeniert wurde, nannte man das Enzym Arachidonsaure-5-Lox (Alox5), Erfolgte die
Oxygenierung am C15, wurde das verantwortliche Enzym als Arachidonsaure-15-Lox
klassifiziert. Inzwischen ist diese Nomenklatur irrefUhrend geworden, da sie nicht die
evolutionare Verwandtschaft der Enzyme berucksichtigt. Zum anderen mussen nach
der klassischen von der Reaktionsspezifitat-abhangigen Lox-Nomenklatur funf (Alox15,
Alox12, Alox12b, Aloxe12, Aloxe3) der sieben murinen Lox-lsoformen als 12-Lox
klassifiziert werden. Die murine Alox15b, dessen menschlicher Ortholog eine 15-LOX
darstellt, ist nach dieser Nomenklatur eine 8-LOX. Dadurch ist eine Differenzierung der

murinen Isoformen mithilfe der klassischen Nomenklatur nur schwer moglich. Die
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murine Alox15 und die humane ALOX15 sind in der Lage veresterte Fettsauren zu
oxidieren. Weder die humane ALOX12 noch die murine Alox12 konnen das. Auch die
Verwandtschaftsanalyse zeigte, dass die murine Alox15 der humanen ALOX15 naher
steht (lvanov et al., 2015). Heutzutage ist man dazu Uubergegangen, die Isoformen der
LOXs nach ihrem evolutiondren Verwandtschaftsverhaltnis und weniger nach ihren
enzymatischen Eigenschaften zu klassifizieren (Tabelle 2-3).

2.7.1 Katalytischer Mechanismus der Lipoxygenasen

Lipoxygenasen sind stereo- und positionsspezifische Dioxygenasen mit einem
Nicht-Ham-Eisen im aktiven Zentrum (lvanov et al., 2010). Mehrfach ungesattigte
Fettsauren werden unter Verbrauch von Sauerstoff zu Hydroperoxyfettsauren H(p)ETEs
umgewandelt. Als Substrat fungieren alle mehrfach ungesattigten Fettsauren
(Polyenfettsauren oder PUFA), wie zum Beispiel Linolsdure oder Arachidonsaure
(lvanov et al.,, 2015). Intrazellular werden die primaren Lox-Produkte, die
Hydroperoxyfettsauren, unter anderem durch Glutathionperoxidasen meist schnell zu
Hydroxyfettsduren  reduziert. Wahrend der Dioxygenasereaktion entstehen
enzymgebundene Radikale. Unter Sauerstoffmangel oder unter extremen pH-Werten
konnen diese vom Enzym abdissoziieren und eine Radikalkettenreaktion verursachen
(Noguchi et al., 2002).

Die Lox-Reaktion kann grundsatzlich in vier Elementarreaktionen unterteilt
werden (Abbildung 2-6). Die Aktivierung der Lipoxygenasen erfolgt uber eine Oxidation
des ursprunglich 2-wertigen Nicht-Ham-Eisens in dessen 3-wertige Form. Im ersten
Schritt wird Wasserstoff von einer doppelallylstandigen Methylengruppe der Fettsaure
abgespalten. Es entsteht ein Fettsdureradikal und ein reduziertes Fe[ll]. Dieser Schritt
ist geschwindigkeitsbestimmend (Wecksler et al., 2009). Wahrend der
Radikalumlagerung wandert das Radikal um zwei Kohlenstoffatome Richtung
Methylende  [+2-Radikalverschiebung] oder  Richtung  Carboxylende  [-2-
Radikalverschiebung] (Kuhn et al., 1986). AnschlieRend wird Sauerstoff eingebaut. Im
letzten Schritt wird das Fettsaureperoxy-Radikal zur Hydroperoxyfettsaure reduziert.
Das bendtigte Elektron stammt aus der Oxidation des enzymgebundenen Fe[ll] zu
Fe[lll]. Die entstandene Hydroperoxyfettsaure wird protoniert und dissoziiert vom

aktiven Zentrum ab.
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Abbildung 2-6: Reaktionsmechanismus der Lipoxygenasen (modifiziert nach Ivanov et al.
(2010))

Die Aktivierung der Lipoxygenasen erfolgt Uber eine Oxidation zu einem dreiwertigen Eisen (Felll).

1.) Wasserstoffabspaltung: Wasserstoff wird von einer doppelallylstandigen Methylengruppe
abgespalten (geschwindigkeitsbestimmender Schritt der Reaktion).

2.) Radikalumlagerung: Radikal wandert Richtung Methylende [+2] oder Carboxylende [-2].
3.) Sauerstoffanlagerung

4.) Radikalreduktion: Fettsaure wird zur Hydroperoxyfettsaure reduziert. Das Elektron stammt vom
Eisen (Fe[ll]).
2.8 Die Alox15 als Vertreter der Lipoxygenasen

Die Isoformen Alox5 und Alox15 wurden am genauesten untersucht und
beschrieben. Die Namen 12/15-Lox und Lox15-1 wird synonym fur die Alox15 genutzt.
Sowohl die murine Alox15 als auch die humane ALOX15 konnen freie
Polyenfettsauren, Phospholipide (Schewe et al., 1975), an Cholesterol gebundene
Fettsauren (Belkner et al., 1991) und Lipoproteine oxidieren (Kuhn et al., 1993). Fur die
Reaktionen mit membrangebundenen Lipiden wird Kalzium bendtigt, wobei dessen
Rolle noch nicht abschlieend geklart ist. Die Neutralisation von negativ geladenen
Membranlipiden durch die positiv geladenen Kalzium-lonen wird diskutiert (Walther et
al., 2004).
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Die humane ALOX15 kann sowohl das 12., als auch das 15. Kohlenstoffatom der
Arachidonsaure oxygenieren, wobei eine starke Praferenz zur 15-Lipoxygenierung
besteht. Die spezifischen Produkte entstehen nur innerhalb der ersten Minuten,
nachdem die Lipide mit der ALOX15 inkubiert werden. Spater entstehen dann auch

unspezifische Nebenprodukte (Belkner et al., 1998).

2.8.1 Struktur

Die murine Alox15 besteht als monomeres Protein aus 663 Aminosauren und hat
ein Molekulargewicht von ca. 75 kDa. Das zugehorige Gen ist auf Chromosom 11
lokalisiert. Die Kristallisation der Kaninchen-Alox15 wurde von Sloane et al. (1990)
bereits vor 25 Jahren
publiziert. Sieben Jahre
spater folgte die erste 3D-
Struktur  (Gillmor et al.,
1997), die fur einen Enzym-

000000000000000000000000 WM’}\”‘?OOOOOOO

Hemmstoff - Komplex
aufgenommen wurde. Nach
weiteren zehn Jahren
wurden die originalen

Rontgenstrukturdaten (Choi

et al., 2008) neu
. ; : Abgebildet ist die 3D-Struktur der Kaninchen Alox15. Es ist das N-
interpretiert. Dabei ergab terminale mit den R-Faltblattern (gelb) und das C-terminale Ende mit
sich. dass der Datensatz die  den a-Helices (rot). Das Nicht-Ham-Eisen ist schwarz, die

’ Plasmamembran blau dargestellt. (modifiziert nach (Lomize et al.,

Koordinaten far zwei 2005-2013)

unterschiedliche Strukturen

Abbildung 2-7: Dreidimensionale Struktur der Alox15

enthielt. Zum einen konnte aus den Elektronendichteverteilungen auf die Struktur des
nicht-ligandierten Enzyms geschlossen werden. Zum anderen ergab sich die Struktur
des Enzym-Hemmestoff-Komplexes. Beide Strukturen ahnelten sich im Hinblick auf die
Globalstruktur, zeigten aber gravierende Unterschiede am aktiven Zentrum. So kam es
z.B. durch den Hemmstoff zur Dislokation einer Helix, welche das aktive Zentrum
deutlich vergroRRerte (lvanov et al., 2015). Eine ahnliche strukturelle Flexibilitat wurde

bisher fur keine andere Lox nachgewiesen (Ivanov et al., 2015).
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Die meisten der bisher strukturell untersuchten Lox haben eine N-terminale
Domane, die vorwiegend aus R-Faltblattern besteht, und ein C-terminale Domane, die
Uberwiegend aus a-Helices zusammen gesetzt ist (lvanov et al., 2015; Winkler et al.,
1990). Die N-terminale Domane enthalt das katalytische Zentrum mit dem Nicht-Ham-
Eisen (Gilbert et al., 2011; Ivanov et al., 2010; Romanov et al., 2006). Gegenuber dem
Nicht-Ham-Eisen gibt es eine sauerstoffaffine Region (Saam et al., 2007), welche
Bedeutung fur den Oxygenierungsprozess und damit fur die Spezifitdt des Enzym
haben sollte (Abbildung 2-7).

Seit vielen Jahren wurde davon ausgegangen, dass Lox Uberwiegend als
monomere Enzyme vorliegen. Neuere Untersuchungen deuten aber darauf hin, dass
die Enzyme dimerisieren konnen und dass intrazellular ein dynamisches Gleichgewicht
von Monomer-Dimeren vorliegt (Ivanov et al., 2012; Maiorino et al., 1995; Shang et al.,
2011). Die Lage dieses Gleichgewichts ist abhangig von den aulieren Bedingungen
(Enzymkonzentration, Salzkonzentration, Anwesenheit von Liganden) und scheint zur

Regulation der zellularen Lox-Aktivitat beizutragen.

2.8.2 Vorkommen und Aktivierung

In unreifen humanen Erythrozyten, in eosinophilen Granulozyten und im
Alveolarepithel ist die ALOX15 auf hohem Niveau exprimiert (Ludwig et al., 1988; Nadel
et al., 1991). In geringerem Mal3e ist sie auch im Endothel zu finden (Takayama et al.,
1987). In humanen Monozyten im Blut kann die Expression durch Interleukin 4 induziert
werden (D. J. Conrad et al., 1992; Nassar et al., 1994). Allerdings sprechen 10-40 %
der Monozyten nicht auf die Stimulation an (Kuhn et al., 2006). Der Grund ist bisher
nicht bekannt. Es konnte mit dem Reifegrad der Zellen zusammenhangen (Tsao et al.,
2014). Der Hauptbildungsort der murinen Alox15 sind die Peritonealmakrophagen
(Kuhn et al., 2006). Die Alox15 ist auch im murinen mannlichen Reproduktionstrakt
exprimiert (K. A. Fischer et al., 2005).

Obwohl die Alox15 komplexe Substrate wie Membranphospholipide bei einer
Freisetzung von freien Polyenfettsduren aus Membranphospholipiden und
Cholesterolester akzeptiert, zeigt sie eine deutliche Praferenz fur freie Polyenfettsauren.
Da in den meisten Saugetierzellen die Gleichgewichtskonzentration an freien

Fettsduren sehr gering ist, muissen zur Initierung der Lox-Reaktion freie

25



Einleitung

Polyenfettsauren durch die katalytische Wirkung der Phospholipase A2 bereitgestellt

werden.

2.8.3 Funktionen

Die Alox15 ist an der Produktion von Signalstoffen beteiligt (Kuhn, 1996; Powell
et al., 2015). Andererseits kann die Alox15 auch Uber die Modifikation von
Membranlipiden an der Umstrukturierung von Zellorganellen teilnehmen. In unreifen
roten Blutzellen kommt es durch die Alox15 zu einem Abbau von Mitochondrien im
Rahmen der erythroiden Differenzierung. Dies ist ein physiologischer Prozess bei der
Reifung von Erythrozyten in der spaten Erythropoiese (Schewe et al., 1977). Durch die
Regulation des Redoxstatus in Zellen nimmt das Enzym aber auch Einfluss auf die
Expressionsregulation (Kim et al., 2013). Die Alox15 spielt unter anderem eine Rolle im
Gehirn (Piomelli et al., 1987), bei der Spermiogenese und bei der Fortpflanzung (K. A.
Fischer et al., 2005; K. Moore et al., 2010). Weiterhin scheint sie in der Pathogenese
der Arteriosklerose (Gertow et al., 2011), bei Schlaganfallen (van Leyen, 2013) und bei
Entzindungsreaktion bedeutsam zu sein (Higgs et al., 1981).

2.8.3.1 Periventrikulire Leukomalazie

Durch oxidativen Stress kann es zur Apoptose von Neuronen kommen (Xiao et
al., 2011). Auswirkungen des oxidativen Stresses sind bei Parkinson, Alzheimer,
Schlaganfallen und bei der periventrikularen Leukomalazie (PVL) festzustellen. Bei
Frihgeborenen kommt es durch Sauerstoffmangel zu Schadigungen der weillen
Substanz und damit zu kognitiven und motorischen Stérungen (Haynes et al., 2013).
Sie zeigten, dass diese Schadigungen mit einem erhohten Expressionsniveau der
ALOX15 in den entsprechenden Lasionen bei PVL einhergeht. Diese Beobachtungen
wurden von In-vitro-Zellversuchen gestutzt, die eine ALOX15-abhangige Apoptose von
Oligodendrozyten-Vorlauferzellen herausgearbeitet haben (van Leyen et al., 2008;
Wang et al., 2004).

Im Verlauf der letzten Jahre gibt es immer mehr Hinweise darauf, dass die
Alox15 eine Rolle bei Gehirnschadigungen nach einer Ischamie spielt (van Leyen,
2013). Moskowitz et al. (1984) zeigten, dass es zu einem Anstieg von Alox15-
Metaboliten, wie zum Beispiel 12-HETE, bei Rennmausen nach einer Ischamie im
Gehirn kommt. Ein Knockout der Alox15 schutzte Mause bei einem experimentellen
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Schlaganfall (Khanna et al., 2005; van Leyen et al., 2006) und vor Odembildung (Jin et
al., 2008).

2.8.3.2 Spermiogenese und Fortpflanzung

Die Alox15 wurde in Plasmatropfen der Spermien nachgewiesen (K. A. Fischer
et al., 2005; K. Moore et al., 2010). Mannliche homozygote Alox75”-Knockout-Mause
sind subfertil und es kommt zu einer vermehrten Retention der Plasmatropfen (K. A.
Fischer et al., 2005; K. Moore et al., 2010). Auch beim Durchdringen des Spermiums
der Zona pellucida der Eizelle wird eine Rolle der Alox15 diskutiert (Lax et al., 1990;
Mack et al.,, 1992). In-vitro-Versuche an isolierten Leydig-Zellen von Ratten zeigen
einen Einfluss von Loxs auf die Testosteronproduktion (Mele et al., 1997). Wobei weder
der Mechanismus noch die beteiligten Lox-Isoformen bisher bekannt sind (Ilvanov et al.,
2015). Wahrend der Ovulation ist 15-HETE erhoht und eine Ovulation kann durch einen

Alox15-Inhibitor unterbunden werden (Downey et al., 1998).

2.8.3.3 Entziindungsreaktionen

Die Alox15 ist sowohl an pro- als auch an antiinflammatorischen Prozessen
beteiligt (Kuhn et al., 2014; Kuhn et al., 2006). Es kommt durch die Reaktionsprodukte,
wie 15-HETE, zu Entzindungsreaktionen bei dermaler Applikation (Higgs et al., 1981).
Eoxin, das Leukotrien E4-Analogon des  Alox15-Wegs, wirkt ebenfalls
proinflammatorisch. Es wird vermehrt bei bronchialen Entzindungen im
Zusammenhang mit Hodgkin-Lymphomen ausgeschuttet (Claesson, 2009; Sachs-
Olsen et al.,, 2010). Andere Alox15-Metabolite, z.B. die Lipoxine, wirken hingegen
antiinflammatorisch (Sachs-Olsen et al.,, 2010). Dadurch kommt es zu einer
Normalisierung der GefalRpermeabilitat und zu einer Apoptoseinduktion von
proinflammatorischen neutrophilen Granulozyten (El Kebir et al., 2013; Ereso et al.,
2009). Durch die Hemmung der Alox15 bzw. den Knockout des entsprechenden Gens
kommt es zur Exazerbation der Entzindungsreaktion in verschiedenen

Entzindungsmodellen (Kronke et al., 2009).

2.8.4 Knockout-Modell

1996 stellten Sun & Funk erstmals Alox15-defiziente Mause vor. Bei einer
groben makroskopischen Untersuchung der inneren Organe stellten sie keine
Unterschiede  zu entsprechenden Wildtypkontrollen fest. Selbst  die
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Peritonealmakrophagen der Alox15”-Tiere, die bei Wildtypmausen groBe Mengen an

+/+

Alox15 exprimieren, sind im Vergleich zu den Alox15™"-Wildtypen morphologisch nicht
verandert. Im Blut sind keine signifikanten Unterschiede zwischen Alox15'/'-, Alox157*-
und Alox15"*-Mausen aufgefallen. 2010 stellten Moore et al. fest, dass es
wahrscheinlich durch eine Retention des Plasmatropfens zu einer Subfertilitat der

Alox15”-Mannchen kommt.

Wenn Alox15"-Tiere Stress ausgesetzt werden, kommt es jedoch zu
phanotypischen Auffalligkeiten. Produkte der Alox15 regulieren den Tonus der
BlutgefaRe in unterschiedlichen Hypertonie-Modellen (Chawengsub et al., 2009). Alox”-
Mause reagieren im Vergleich zu Wildtypen auf eine salzinduzierte Blutdrucksteigerung
mit héheren Driicken (Kriska et al., 2012). Bei einer Kreuzung von Alox15”-Mausen mit
Arteriosklerose-Modell-Mausen (Apolipoprotein E-Knockout-Mause) gibt es einen
Ruckgang von circa 50 % der arteriosklerotischen Plaques in der Aorta der Mause
(Funk et al., 2002; Haeggstrom et al., 2011). Es gibt jedoch auch Hinweise auf eine
anti-arteriogene Wirkung der Alox15 in verschiedenen Arteriosklerose-Modellen (Shen
et al., 1996; Trebus et al., 2002).

2.9 Redoxstatus der Zelle

Der Redoxstatus einer Zelle ist ein wichtiger regulatorischer Parameter fur das
Genexpressionsmuster und tragt damit wesentlich zur Bestimmung des zellularen
Phanotyps bei (Kim et al.,, 2013). Der Redoxstatus wird durch pro- (z.B. Loxs) und
antioxidative (z.B. Gpxs) Enzyme aufrecht gehalten (Olsen et al., 2013). Die Alox15
sowie die Gpx4 sind wichtige Enzyme zum Erhalt dieses Gleichgewichts (Brigelius-
Flohe et al., 2013). Durch eine Uberlastung des Redoxsystems kann es zu einem
Uberwiegen der Oxidantien kommen. Dieser Zustand wird als oxidativer Stress
bezeichnet (Sies, 1997). Die Gpx4 kann Produkte der Alox15 reduzieren (Brigelius-
Flohe et al., 2013). Zudem konnen beide Enzyme membrangebundene Lipide als
Substrat nutzten. Auf Grund dieser Eigenschaften gelten diese Enzyme als funktionelle
Gegenspieler im Redoxsystem der Zelle (Kuhn et al., 2002).
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2.10 Ziel der Arbeit

Aus den bisherigen Knockout-Modellen geht hervor, dass die Gpx4 wichtige
Funktionen in der Embryogenese (2.6.4) und der Spermatogenese (2.6.3) erfullt.
Obwohl eine Reihe von Versuchen darauf hindeutet, dass die Alox15 als katalytischer
Gegenspieler der Gpx4 fungiert, gibt es bisher nur wenige Daten, die diese
antagonistische Funktion in Ganztiermodellen nachgewiesen haben. In bisherigen
Experimenten wurde der Alox15-Weg vor allem durch den Einsatz von Lox-
Hemmstoffen ausgeschaltet, was jedoch in mehrerer Hinsicht problematisch ist. Zum
einen existieren bislang keine Lox-Hemmstoffe, deren Isoform-Spezifitat uberzeugend
nachgewiesen wurde. Zum anderen wirken einige Lox-Hemmestoffe als Radikalfanger,
so dass es nahezu unmaglich ist zu differenzieren, ob ein biologischer Effekt auf die
Hemmung des Enzyms oder auf die Radikalfangerwirkung zurtckzufuhren ist. Um
diese Probleme zu umgehen, haben wir eine loss-of-function-Strategie gewahlt, die auf
Lox-Hemmstoffe verzichtet und stattdessen auf einer Inaktivierung des Alox15-Gens

basiert.

Die Gpx4 hat mehrere Funktionen und wirkt in biologischen Systemen sowohl als
Enzym als auch als Strukturprotein. In den bisherigen Knockout-Strategien wurde
Uberwiegend die Expression des Gpx4-Gens kompromittiert, so dass es nicht moglich
war, die Frage zu beantworten, ob z.B. die embryonale Letalitat der Keimbahn-
Knockouts auf das Fehlen der katalytischen Aktivitat oder das Nichtvorhandensein des
Strukturproteins zuruckzufuhren ist. Um diese Frage zu beantworten, haben wir ein
murines Knockin-Modell geschaffen, bei dem das native Gen der Gpx4 durch ein
Konstrukt ersetzt wurde, das fur ein katalytisch inaktives Enzym (U46A-Mutante)
kodiert.

Unter Verwendung dieser beiden Modellsysteme sollten in der vorliegenden
Arbeit folgende Fragen beantwortet werden: i) Fuhrt eine homozygote Expression der
katalytisch inaktiven U46A Gpx4 zu einem embryonal letalen Phanotyp? ii) Andert sich
die embryonale Letalitat durch einen zusatzlichen homozygoten Knockout des Alox15-
Gens? iii) Welche Parameter andern sich bei Spermien durch heterozygote Expression
der U46A Gpx4? iv) Konnen Veranderungen der Spermienparameter durch einen
zusatzlichen Knockout des Alox15-Gens ruckgangig gemacht werden?
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3 Material und Methoden

3.1 Material

3.1.1.1 Enzyme und Polymerasen

My Taq Red Mix

BioMix Red

RevertAid Premium Reverse Transkriptase
EcoRI; Hindlll; BamH1; Swal; BisWiI
Glutathionreduktase

SensiMix SYBR No-ROX Kit

3.1.1.2 Kits

Bioline, D - Luckenwalde
Bioline, D - Luckenwalde
Thermo Fisher Scientific, D - Darmstadt
Thermo Fisher Scientific, D - Darmstadt
Thermo Fisher Scientific, D - Dortmund

Bioline, D - Luckenwalde

GeneMATRIX Universal
DNA/RNA/Protein Purification Kit

RevertAid™ Premium first Strand cDNA
Synthesis Kit

SensiMix™ SYBR PCR Kit

Spermac Farbelésung

3.1.1.3 Verbrauchsmaterialien

EURXx Ltd.; PL - Gdansk

Thermo Fisher Scientific, D - Dortmund

Bioline, D - Luckenwalde

Minitiib, D -Tiefenbach

Pipettenspitzen

Safe Seal Micro Tubes
steriles Material Bench
Falkon-Tubes

Pipetten

Biozym, D -Hessisch Oldendorf
Sarstedt, D - Nimbrecht

Thermo Fisher Scientific, D - Dortmund
Thermo Fisher Scientific, D - Dortmund

Thermo Fisher Scientific, D - Dortmund
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3.1.1.4 Losungen und Puffer

TAE 40 mM Tris; 20 mM Natriumacetat; 2 mM EDTA, pH 8,5
RT-Puffer fir PCR 10 mM Tris-HCI, pH 8,0; 15 mM KCI; 0,6 mM Magnesiumchlorid pro 100ml

PBS 137 mM Natriumchlorid; 2,7 mM Kaliumchlorid; 12 mM Phosphat, pH 7,4

3.1.1.5 Chemikalien

Agarose Promega, D - Mannheim
Arachidonséaure Serva, D - Heidelberg

Belizitrat Serva, D - Heidelberg
Bromphenolblau Merck, D - Darmstadt

BSA (Bovine Serum Albumin) Sigma, D - Dreisenhofen
Chloroform Merck, D - Darmstadt
dNTP-Ldsung Roth, D - Karlsruhe

Dulbecco’s gepufferter Losung Sigma, D - Dreisenhofen

EPON 812 Serva, D - Heidelberg

EDTA Sigma, D - Dreisenhofen
Essigsaure Roth, D - Karlsruhe

Ethanol Roth, D - Karlsruhe
Ethidiumbromid Roth, D - Karlsruhe

Glycerol Sigma, D - Dreisenhofen
Glutaralaldehyd AGAR Scientific, GBR - Stansted
Glutathion Sigma, D - Dreisenhofen
Hamalaunlésung Roth, D - Karlsruhe

Histokitt Roth, D - Karlsruhe
HPLC-Standards Cayman Chem. Vertrieb: Spi Bio, FR - Montigny le Bretonneux
Isopropanol Roth, D - Karlsruhe

Kaliumchlorid Sigma, D - Dreisenhofen
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Kaliumlauge
Methanol
n-Hexan

NADPH  (Nicotinsdureamid-Adenin-
Dinukleotid-Phosphat)

Natriumactetat
Natriumborhydrid
Natriumchlorid
Natronlauge
Osmiumtetroxid
Phosphat
Propanol
Propidiumjodid
Rhodamin 123
Tris

Tween 20

Uranylacetat

3.1.1.6 Verwendete Primer

Roth, D - Karlsruhe

VWR International GmbH, D - Darmstadt

Baker Deventer, NL

Merck, D - Darmstadt

Roth, D - Karlsruhe

Technologies Inc., D - Eggenstein

Roth, D - Karlsruhe

Sigma, D - Dreisenhofen

Serva, D - Heidelberg

Biochrom, D - Berlin

Sigma, D - Dreisenhofen

Invitrogen, USA - Carlsbad

Invitrogen, USA - Carlsbad

Merck, D - Darmstadt

Roth, D - Karlsruhe

Serva, D - Heidelberg

5 GAC AGATGG CTC TGG ACCTGG GTG 3

5 TAATCT GGC GTG GTA GGG GCA GAC 3’

GPX4-

Genotypisierung

U46A Gpx4 — kurzer Arm des

Herstellung Vektors
Punktmutation
Neokasette

down

down

5- TGT ACC ACG TAG GTA CAG TGT CTG -3’

5- TGT GAA AGC ACA GGC TGT GAG -3

5- GTA GCA TAT TCT AGG GGT GTC CAC -3’

5- GGAACT TCG CTA GAC TAG TAC GCG TG -3

5- GCATGC TGG GAA AGT GAG TG -3

5- GGT AAA GTT CCATTT GAT GGC ACT GG -3
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FLP-Gen FLP1 5- CAC TGA TAT TGT AAG TAGTTT GC -3’

FLP2 5- CTA GTG CGA AGT AGT GAT CAG G -3

Alox15- Gemeinsamer up-Primer 5-GGC TGC CTG AAG AGG TAC AG -3
Genotypisierung
Knockout down-Primer 5-GGG AGG ATT GGG AAG ACA AT-3
Wildtyp down-Primer 5’- CCA TAG ACG AGACCAGCACA-3
qRT-PCR
GAPDH up 5-CCA TCA CCATCT TCC AGG AGC GA -3’

down 5-GGATGA CCT TGC CCACAGCCT TG -3’

m+zGpx4 up 5-CGC CTG GTC TGG CAG GCA CCA -3’

down 5-ACGCAGCCGTTCTTATCAATGAGAA-3’

m-phGpx4 up 5- GAG ATG AGC TGG GGC CGTCTG A -3’

down 5-ACGCAGCCGTTCTTATCAATGAGAA-3’

3.2 Methoden

3.2.1 Haltung der Mausstimme

Die Mause wurden zu viert oder funft in Kafigen frei gehalten und bekamen
Wasser und Futter ad libitum. Alle Tierexperimente wurden unter der
Tierversuchsnummer T 0437/08 durchgefuhrt und durch die zustéandige Landesbehodrde
Berlin bewilligt. Die Alox15-Knockout-Mause wurden von dem Jackson Labor (Bar
Harbor, USA) bezogen und von Sun et al. (1996) das erste Mal beschrieben.

3.2.2 Konstruktion der U464 Gpx4-Knockin-Maus

Durch einen Austausch des Selenocysteins mit Alanin an der 46. Stelle in der
Aminosauresequenz kommt es zu einem katalytisch inaktiven Protein (Scheerer et al.,
2007). Diese Punktmutation wurde durch einen Basenaustausch von TGA zu GCA in
den Primern mit einer Uberlappenden PCR-Strategie realisiert. Es wurde eine passende
Mausgensequenz aus einem positiv getesteten C57BL/6N BAC-Klon entnommen. Die
dafur verwendete genomische DNA-Sequenz der Gpx4 ist 653 bp lang und beinhaltet
Exon 3 und 4 der Gpx4. Im dritten Exon ist das Selenocystein enthalten. Es wurden
zunachst die einzelnen Sequenzen zwischen PT1 und 2 sowie zwischen PT3 und 4
amplifiziert und diese in einem weiteren PCR-Ansatz mit den Primer PT1 und 4
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vervielfaltigt. In den Primer PT3 und PT4 wurde die gewunschte Mutation eingefugt
(fettgedruckter Teil in der Primersequenz). Das entstandene Amplifikat wurde
sequenziert um die Punktmutation und Vollstandigkeit zu bestatigen. Die gesamte

Sequenz ist 8.53 kbp 1ang. | or, o 10 CATGCACGAATTCTCAGCCAAG 3

Die von der Maus | pro.5.CAGTTTTGCCTGCTTGCGAGGCCACGTTGGTG-3'
stammende genomische | PT3: 5-GTGGCCTCGCAAGCAGGCAAAACTGACGTAAACTAC-3'
Sequenz der pr4 entha|t PT4: 5-GCTAGATCGTACGCTTTGAGGCTCAGCCAGGTG-3’

alle 7 Exons. Eine Neokasette wurde 215 bp nach Exon 4 in das Intron 4/5 mit Hilfe des
Restriktionsenzyms BisWI eingeflgt. Der entstandene Vektor beinhaltet einen 3’- und
einen 5-Arm links beziehungsweise rechts der Neokasette, die von jeweils zwei
LoxP/FRT-Stellen gesaumt ist. Der 3°-Arm ist 2.96 kb lang und enthalt zusatzlich das
erste Exon, der 5-Arm ist ungefahr 4.93 kb lang. Die durch LoxP/FRT-Sequenzen
flankierte Neokasette befindet sich 215 bp nach dem Exon 4 (Abbildung 3-1 B, zweite
Reihe).

Das PCR-Konstrukt, die Gensequenz und die Neokasette wurden mit Hilfe des
Restriktionsenzym BisWI und EcoRI in den Vektor eingeflugt. Dieser ist synthetisch
hergestellt und 2.4 kb lang (pSP72, Promega, Madison, USA) und mit einer Ampicillin-
Resistenz versehen. Alles in allem ist der Vektor 12.43 kb lang. Zum Einbringen wurde
ein Aliquot mit 10 yg des gesamten Vektors mit Swal linearisiert und mit Hilfe der
Elektroporation in BA1 (C57BL/6N x 129/svEv) hybride embryonale Stammzellen
transfiziert.

Mit Hilfe einer PCR wurden die Klone, nach einer Ampicillin-Selektion analysiert.
Die hybriden embryonalen Stammzellen mit dem kurzen Arm des Vektors, der
Neokassette und der Punktmutation wurden ausgewahlt. Nach einer Bestatigung durch
Sequenzierung wurden die embryonalen Stammzellen in C57BL/6N-Blastozysten
transferiert. Die entstehenden Chimare (F1-Generation) wurden mit C57BL/6N-FLP-
Mausen (vom Jaxon Labor #003800) verpaart und zehn Generationen in den
C57BL/6N-Hintergund zuruckgekreuzt. Mit Hilfe der FLP-Sequenz wurde die
Neokassette herausgeschnitten (Abbildung 3-1 B, vierte Reihe).
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A)
EXON 3
Eco Rl Bsiwi
< 0,8kBp >
B)
wildtyp allele Exon 1a 1b 23 4 56 7

Sec>Ala|

O i

targeting vector

Sec’Ala |

%*
| HIH eS|
*Flp

Sec’Ala |

knock-in allele after Neo deletion n

targeted allele

1kbp
LoxP
< FRT

.

Abbildung 3-1: Herstellung der U46A Gpx4-Knockin Maus

A) Uberlappende PCR-Strategie: Mit Hllfe einer PCR wurde die Punktmutation in Exon 3 der Gpx4
eingefigt.

B) Herstellung des Gpx4-Knockin-Vektors: Dabei ist in der ersten Zeile das gesamte Gen eines
Wildtypen gezeigt. In der zweiten Linie ist der Vektor mit der U46A-Punktmutation (*) sowie der
Neokasette und den LoxP/FRT-Sequenzen dargestellt. In der dritten Zeile ist das Allel nach Insertion
und in der vierten das Allel nach Herrauschneiden der Neokasette abgebildet.

Bei den Nachkommen wurde per PCR Uberpruft, ob die Punktmutation und der
kurze Arm des Vektors enthalten waren und die Neokasette herausgeschnitten wurde.
Dies traf auf sechs Mause unserer ersten Generation zu. Diese wurden dann mit
C57BL/6N-Wildtypen gekreuzt. In der entstandenen zweiten Generation (F2) wurde

Uberprift, ob die Neokassette und das FLP-Gen nicht mehr enthalten war. Zudem
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wurde mit den oben genannten Primer kontrolliert, dass die Punktmutation noch
vorhanden ist. Am Ende waren es elf Mause, auf die alle Voraussetzungen zutrafen.
Diese F2-Tiere wurden verpaart und die daraus entstehende F3-Generation wurde auf
Deletion der Neokassette und auf das Vorhandensein der Punktmutation hin
untersucht. Eine Wildtypbande ist 837 bp, ein Knockin-Bande 1015 bp lang. Dies
kommt durch einen verbleibenden Rest der LoxP-Stelle im Genom zustande.

Homozygote Tiere waren Uber eine singulare Knockin-Bande zu identifizieren.

3.2.3 Verpaarungsstrategie

Um eine mdglichen Rettung der homozygoten U46A Gpx4**+Alox15”-Letalitat
durch einen Alox15”-Knockout zu Uberpriifen, wurden heterozygote U46A Gpx4™
+Alox15"*-Tiere mit homozygoten U46A Gpx4”+Alox15”-Tieren gekreuzt. Aus der
ersten Generation (F1) wurden die Tiere, die fur beide Gene heterozygot sind
(U46A Gpx4™ +Alox15*"), ausgewahlt und miteinander verpaart. In der darauffolgenden
Generation (F2) wurden U46A Gpx4”*+Alox15"-Tiere ausgewahlt. Fir eine
Erhaltungszucht wurden U46A Gpx4”*+Alox15” genutzt. In F3 wurden U46A Gpx4™*
+Alox15”-Tier zur Zucht verwendet.

3.2.4 DNA, RNA und Proteinisolation

Die zu analysierenden Proben wurden PCR-Programm zur Gpx4-Genotypisierung

. . 5 min 95°C

entsprechend der gelieferten Vorschrift des =" 95°C
DNA/RNA/Protein Purification Kits, | 15sec 60°C 40x

30 sec 72°C

aufgearbeitet. Zur RNA-Elution wurden 40 pl und | 5min 72°C

PCR-Mix zur Gpx4-Genotypisierung (1 Probe)

zur DNA-Elution wurden jeweils 50 pl des
10,3yl H20 dest.

mitgelieferten Elutionmediums verwendet. Die 0,6l Primer up (20 uM)

Konzentration der DNA bzw. RNA im Eluat Gl e s (20 pM)
. , ) , 12,541 MyTag-BIOLINE

wurde photometrisch bestimmt. Bis zur weiteren 1l 4DNA

Verarbeitung wurde die aufgearbeitete DNA und Volumen Gesamt: 24 pl Mix

die Proteine bei -20°C, die RNA bei -80°C gelagert. Proteine fur die
Aktivitatsbestimmung wurden bei -80°C und 10 % Glycerol gelagert.
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3.2.5 Genotypisierung der Tiere

Zur Genotypisierung wurden Ohrstanzen oder Gewebe von Embryonen
verwendet. Mit den in Abbildung 3-2 aufgelisteten Primern wurde die PCR zur
Genotypisierung des Gpx4-Genlokus durchgefuhrt. Das U46 Gpx4-Wildtyp-Allel ist
412 bp, das U46A Gpx4-Knockin-Allel ist 587 bp lang. Wie in der Abbildung 3-2
dargestellt, zeigte sich bei einem Wildtyp-Tier (U46A Gpx4”, Abbildung 3-2: -/-) und bei
einem homozygoten Tieren (U46A Gpx4™*, Abbildung 3-2: +/+) nur eine einzelne
Bande bei 412 beziehungsweise 587 bp. Bei heterozygoten Tieren (U46A Gpx4™,
Abbildung 3-2: -/+) waren zwei Banden zu sehen. Fur die PCR wurde die Polymerase
MyTagq Red Mix (Bioline, Deutschland) verwendet und die PCR entsprechend dem
Manual durchgefuhrt.

A)

(587 bp (U46A)
“412 bp (U46)

up 5’- GAC AGATGG CTC TGG ACC TGG GTG -3

down 5-TAATCT GGC GTG GTA GGG GCA GAC -3’

Abbildung 3-2: Gpx4-Genotypisierung:

(A): Darstellung der PCR-Banden im Agarosegel mit Hilfe von Ethidiumbromid: Ein Wildtyp-Allel (U46)
ist 412 bp lang wahrend ein Knockin-Allel (U46A) 587 bp lang ist [Gpx4-Genotyp: Homozygote U46A
Gpx4™"*-Tiere (+/+), heterozygote U46A Gpx4”*-Tiere (-/+), U46A Gpx4”-Wildtypen (-/-)]

(B) Primer zu Genotypisierung des Gpx4-Genlokus.
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Des Weiteren wurde mit dem

Knockout-Modell des Jackson-Lab fiir die PCR-Programm zur Alox15-Genotypisierung

94°C 3min
Alox15 gearbeitet, das erstmals durch Sun [gz°c 20860
. 64°C 30sec 12 Zyklen
und Funk (1996) vorgestellt wurde. Die dort | ... e
genannten Primer wurden zur | 94°C 20sec
58°C 30sec 25 Zyklen
Genotypisierung verwendet. Das Wildtyp- | 72°C 35sec
72°C 2min

Allel (Alox15") ist 200 bp lang und die

GrolRe des Knockout-Bande (Alox15) PCR-Mix zur Alox15-Genotypisierung (1 Probe)

N . . 2 oyl Pri
betragt 417 bp. Die PCR wurde mit der ﬁl P[;ﬂii\”,i”dtypdown

BioMix Red (Bioline, Deutschland) und dem | 2 M PrimerKnockout down
25 ul BioMix Red

entsprechenden Manual folgend | 17l Mix (50 ug gDNA + destilliertes Wasser)
des PCR- Gesamtvolumen: 48 pl Mix

durchgefuhrt. Jeweils 10 pl
Produkts wurden auf ein 1,5 %iges Agarosegel mit Ethidiumbromid aufgetragen. Die
PCR-Fragmente wurden bei 80V im Gel aufgetrennt. AnschlieRend konnten die
Banden auf einem UV-Tisch

beurteilt werden. Zudem Primer zur Alox15-Genotypisierung

wurde eine Kontrolle ohne up 5- GGC TGC CTG AAG AGG TAC AG -3’

DNA jeweils mitgeflhrt, um  \iigtyp-down 5'- CCA TAG ACG AGA CCA GCA CA -3
mogliche Verunreinigungen

Knockout-down 5- GGG AGG ATT GGG AAG ACA AT -3

des Mixes auszuschliefl3en.

3.2.6 Umschreibung von mRNA zu ¢cDNA oder Reverse Transkription

Die Isolation der gesamten zellularen RNA erfolgte wie in 3.2.4 beschrieben.
Wahrende der reversen Transkription wurde die enthaltene RNA in cDNA
umgeschrieben. Die Umschreibemenge betrug 300-1000 ng RNA. Die Reverse
Transkription erfolgte mit dem RevertAid™ Premium First Strand cDNA Synthesis Kit

und wurde entsprechend der beigelegten Vorschrift durchgefuhrt.

3.2.7 qRT-PCR

Die quantitative real-time PCR (gRT-PCR) wurde mit Hilfe des RotorGene 3000
(Corbett Research, Mortlake, Australien) und des SensiMix™ SYBR PCR Kit (BIOLINE,
Deutschland) durchgefuhrt. Bei jedem Lauf wurden definierte Standardverdinnungen
mitgefuhrt zur Bestimmung der Konzentration der enthaltenen cDNA der Probe und als
interne Pipettierkontrolle. Eine Negativkontrolle stellte sicher, dass keine
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g’"’i gtc'i';_gig qRT-PCR Verunreinigungen entstanden sind. Nach jedem Zyklus
]

0,5 ul Primer-Mix up 2,5uM | wurden, mit Hilfe des Farbstoffes Sybr-Green, der im
0,5 yl Primer-Mix down 2,5 uM T ) ] o

5 ul SensiMix Plus SensiMix Plus enthalten ist, die Extinktionen
1 ul der zu untersuchenden cDNA

bestimmt. Die Auswertung erfolgte mit Rotor-Gene
Monitor Software (Version 4.6). Als Bezugsgen wurde die GAPDH genutzt. Zur
statistischen Absicherung wurden mindestens drei Laufe pro Probe durchgefuhrt.

3.2.8 Waesternblot

Proteine wurden von den verschiedenen Geweben der Mause, wie in 3.2.4
beschrieben, prapariert. Die Proteinbestimmung erfolgte auf Grundlage der
Proteinquantifizierung nach Bradford (1976) mit dem Roti®-Quant System (Roth, D-
Karlsruhe). Die Eichung wurde durch eine BSA-Verdunnungsreihe vorgenommen. Die
SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE) erfolgte nach der Methode von
Laemmli (Laemmli et al., 1970). Dabei trennten sich Proteine der Grol3e nach in einem
elektrischen Feld auf. Aliquots, mit jeweils 100 ug Protein, wurden auf einem 12,5%
SDS-PAGE-Gel aufgetragen. In einem elektrischen Feld bei 25-30 mA trennten sich die
Proteine ihrer GroRe nach auf. Das Gel wurde auf eine Nitrozellulosemembran
(Amersham, Buckunghamshire, England) geblottet. Die Blotmembran wurde, zur
Absattigung von unspezifischen Bindungsstellen, mit Blotting Grade Blocker (Bio-Rad,
Munchen, Deutschland) inkubiert. AnschlieRend wurde sie mit dem ersten Antikorper
(anti-Gpx4: Mab63-1 (Borchert et al., 2010)), oder anti-GAPDH (Sigma, Deutschland)
Uber Nacht inkubiert. GAPDH wurde dabei als Referenzprotein genutzt. Nach der
Inkubation wurde die Membran mit PBS/0.3% Tween 20 gewaschen. Danach wurde der
zweite Antikorper (anti-Maus: Sigma, Germany oder anti-Kaninchen: Santa Cruz, USA)
fur 30 min inkubiert. Die Entwicklung erfolgte mit dem ECL Kit (Perkin Elmer, Waltham,
USA). Es wurden die Bandenintensitat und -grof3en verglichen. Die Quantifizierung

erfolgte immer relativ zum Wildtyp.

3.2.9 Photometrische Bestimmung der Gpx4-Aktivitiit

Die Gpx4-Aktivitat wurde mit einem gekoppelten Test spektrometrisch ermittelt.
Das Gewebe wurde in Lysepuffer homogenisiert. Das Homogenisat wurde zur Assay-
Losung gegeben und fur 5 min bei 37 °C inkubiert und anschliel3end bei 10 000 rpm
zentrifugiert. Im Uberstand wurde der Proteingehalt bestimmt und die Reaktion durch
die Zugabe von Substrat (25 yM Phosphatdidylcholin- Hydroperoxid) gestartet (Borchert
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et al., 2003). Durch den Einsatz von Phosphatdidylcholin-Hydroperoxid als Substrat
konnte die spezifische Aktivitat der Gpx4 gemessen werden (Maiorino et al., 1990). Die
Aktivitat wurde Uber den Verbrauch an NADPH

Lysepuffer bei 340 nm ermittelt (molarer

50 mM Tris-HCl, Extinktionskoeffizient fir NADPH: 6.22 x 10° (M’
0,3 M KCl .
1 mM EDTA xcm™).
10% Glycerol
5 mM TCEP

1% Triton X100 3.2.10 Entnahme von Peritonealmakrophagen

PIC ( Protease Inhibitor
Mischung ) Nach

zervikaler Dislokation und

B . Desinfektion des Bauchs wurde das Abdomen
Assaylosung fiir die Gpx4-

Aktivitaitsmessung bis auf HOhe des Peritoneums eroffnet.
- 1ml 0.1 M Tris/Cl Puffer, pH 7.4 AnschlieRend wurde steriles PBS intraperitoneal
- el R appliziert. Durch Einmassieren des PBS wurden
- 0.1 % Triton X-100 . . .

’ die Makrophagen mobilisiert und anschliel3end
- 0.2 mM NADPH
- 3 mM Glutathion mit dem PBS entnommen. Beim Injizieren und
- 1 Einheit Glutathionreduktase Aspirieren sollte darauf geachtet werden, dass

kein Darm verletzt wurde, da sonst die

Makrophagen in einer unsterilen Umgebung kultiviert werden wirden.

3.2.11 Alox15-Aktivititsassay und Analyse der Reaktionsprodukte

FUr den Lox-Assay wurden die entnommenen Peritonealmakrophagen nach
initialer Aufnahme und Zentrifugation in 0,5ml PBS resuspendiert und mit
Arachidonsaure (0.1 mM finaler Konzentration) versetzt. Die Zellen wurden im
Ultraschallbad lysiert und anschlieBend 15 min bei Raumtemperatur (21 -24 °C)
inkubiert. Die Hydroperoxyfettsauren wurden, mit Hilfe von Natriumborhydrid zu den
korrespondierenden Alkoholen reduziert. Anschliel3end wurde 0,5 ml eiskaltes Methanol
hinzugefuigt. Nach Abzentrifugation der Proteine wurde der klare Uberstand in RP-
HPLC injiziert und das Verhaltnis der HETE/HpETE bestimmit.

3.2.12 Lipidanalytik — Lipidextraktion und HPLC

Um die Lipide von anderen Zellbestandteilen zu trennen, wurde eine
Lipidextraktion auf Basis von Bligh et al. (1959) durchgefuhrt. Die 1 ml Zellsuspension
wurde zusammen mit 2,5 ml Methanol und 1,25 ml Chloroform in einem Schliffrohrchen

gevortext und anschlieend fur 30 min auf Eis inkubiert. Nach Zugabe von weiteren
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1,25 ml Chloroform und 1,25 ml destillietem Wasser wurde die Suspension 5 min
zentrifugiert (1000 rpm (rounds per minutes), 10 °C). Die organische Chloroform-
Unterphase wurde mit einer Glaspipette abgezogen und im Vakuumverdampfer bei
200 bar eingedampft. Die zurtckbleibenden Lipide im Schliffrohrchen wurden in 800 pl
Methanol resuspendiert. Damit es zu keinen zusatzlichen Oxidationen der Lipide
kommt, wurde die Suspension mit Argon Uberschuttet.

Zur Hydrolyse wurde der Lipid-Methanol-Mischung 150 pl 40%ige Kaliumlauge
hinzugegeben und fur weitere 30 min 60 °C inkubiert. Zur Neutralisation wurden 120 pl
Essigsaure hinzugefugt. Die Proben wurden anschlielend mit der HPLC aufgetrennt
oder nach erneuter Zugabe von Argon bei -20 °C gelagert. Es ist darauf zu achten, die
Proben, die spater verglichen werden sollten, moglichst in einem Mal aufzuarbeiten, um

eine gleiche Bearbeitung zu gewahren.

3.2.13 HPLC

Die Messungen der Lipidextrakte erfolgten mit der Shimadzu LC-20 HPLC. Die
RP-(Reverse Phase)-HPLC wurde mit einer Nucleodur C18 Schwerkraftsaule
(Macherey-Nagel, Duren, Deutschland; 250x4 mm, PartikelgroRe: 5 um) durchgefuhrt.
Die Messung der Hydroxyfettsauren (HETE) erfolgte bei 235 nm wund einer
Laufgeschwindigkeit von 1 ml/min. Die langkettigen Fettsauren wurden bei 210 nm
detektiert. Das Laufmittel ist ein Methanol-Wasser-Essigsauregemisch mit einem

Verhaltnis von 85/15/0,05 Volumenprozent.

Die Normale-Phase-HPLC wurde in einer Nucleosil 100-5 Saule(Partikelgrofle:
5 uym) durchgefuhrt. Das Laufmittel ist ein nHexan-2Propanol-Essigsaure-Gemisch
(100/2:/0,1 Volumenanteil) und die Laufgeschwindigkeit betrug 1 ml/min.

3.2.14 Testis- und Epididymisentnahme

Nach zervikaler Dislokation wurden Testis und Epididymis mit umgebendem
Fettgewebe entnommen und bei 4 °C bis zur weiteren Analyse gelagert. Die Analysen
wurden am Leibniz-Institut fur Zoo- und Wildtierforschung (IZW) in Berlin durchgefuhrt.
Die Motilitatsanalyse und die Rhodamine123-Propidiumjodid-Farbung erfolgte innerhalb

von 12 h nach Entnahme, um eine moglichst exakte Aussage Uber die Motilitat und
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Vitalitat zu erhalten. Man entfernte das Fettgewebe von Testis und Epididymis und wog
die Organe (elektronische Prazisionswaage bis 1 mg, Ohaus, Schweiz). Die Epididymis
wurden im Gesamten und nochmals nach Auftrennung in Caput und Cauda gewogen
(Abbildung 3-3).

3.2.15 Spermienzihlung 2

24.9.2014
Testis and Epididymis

Zur  Zahlung der

testikularen Spermien wurde 1& / —_—
ein halber Testis unter

3 -
&

Aussparung der Rete testis

mit Hilfe eines Morsers o
durch ein Nylonnetz
(PorengréBe 28 pm) Abbildung 3-3: Priiparation von Testis und Epididymis

gepresst und in einer Sicht auf einen freiprapartierten Testis (1) mit dazugehdrige

r

Epididymis (2, 3) und Ductus deferens (4). Die Abgrenzung

Suspension mit Dulbecco’s  ,yischen Caput (2) und Cauda (3) ist durch Striche gekennzeichnet
gepufferter Losung (Sigma

D 8537) suspendiert. Nach dem definierten Verdlinnen eines Aliquots der Probe mit
Wasser erfolgte das Zahlen der Spermien mit Hilfe der Neubauer-Zahlkammer. Die
Suspensionen der epididymalen Spermien wurden nach entsprechender Verdinnung
mit Wasser ebenfalls gezahlt.

3.2.16 Zellzyklusanalyse

Nach Analyse der prozentualen Anteile der verschiedenen Zellzyklusstadien im
Testisgewebe kann die Gonadenaktivitat abgeschatzt und eine Aussage uber die
Effektivitat der Meiose beziehungsweise der Spermatogenese gemacht werden. Dazu
wurde ein halber Testis bei - 20 °C eingefroren und bis zur Analyse gelagert. Aus dem
Testisparenchym wurden die Zellen vereinzelt, permeabilisiert und die DNA in den
Zellkernen proportional mittels 4°,6-Diamidino-2-phenylindol (DAPI) angefarbt (Blottner
et al., 1996). Am Durchflusszytometer (CyFlowSpace, Partec, Deutschland) wurde die
Fluoreszensintensitat der Zellkerne (ca. 15 000) und damit deren Zellzyklusstadium
ermittelt und mit Hilfe der Software FlowMax Software (Partec, Germany) ausgewertet.

Es gibt tetraploide Zellen (4C) mit einem vierfachen Chromosomensatz. Diese
befinden sich in der G2/M-Phase des Zellzykluses. Es sind vor allem Spermatozyten in

der ersten Reifeteilung der Meiose, aber auch die Spermatogonien und andere
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somatische Zellen wahrend einer mitotischen Teilung. Diploide Zellen (2C) besitzen den
doppelten Chromosomensatz. Dieses Signal kommt entweder von Spermatogonien vor
der Reifeteilung oder somatischen Testisgewebszellen auflerhalb der Zellteilung.
Haploide Zellen (1C) sind die Spermatiden oder Spermien mit einem einfachen
Chromosomensatz nach der zweiten meiotischen Teilung. Ein hoher Anteil an 1C-
Zellen spricht fur eine hohe meiotische Aktivitat. Das Verhaltnis von 2C- zu 4C- und von
1C- zu 2C-Zellen gibt an, ob eine Meiose stattfindet. Somit beschreibt das Verhaltnis
von 1C- zu 4C-Zellen die Effektivitat der Meiose.

3.2.17 Bestimmung des Verhiltnisses von Tubuli zu Interstitium

Die mit einer standardmaligen Hamatoxylin-Eosin-Farbung gefarbten
Testisschnitte wurden auf das Verhaltnis von Tubuli zu Interstitium hin untersucht.
Dabei wurden Bereiche ausgewanhlt, in denen die Tubuli quer angeschnitten sind. In
diesen Abschnitten wurde das Verhaltnis von tubularen zu interstitiellen Flachen
gemessen (Schon et al., 2004). Dadurch konnte beurteilt werden, ob eine
TestisvergroRerung durch eine allgemeine Gewebevermehrung oder durch einen

Vermehrung des einen oder anderen Anteils zustande kommt.

3.2.18 Spermiengewinnung

Im ersten Schritt wurde die Epididymis in Cauda und Caput unterteilt. Je nach
Fragestellung wurde rechte und linke Epididymis getrennt oder zusammen untersucht.
Cauda beziehungsweise Caput wurden mit Hilfe einer Schere fein zerkleinert. Die
Spermien schwammen bei Raumtemperatur (21 - 24 °C) 5 min in 200 pl mit 0,4 % (w/v)
BSA M199 versetztem Medium (Schradin et al., 2012) aus. Zur Trennung der Spermien
von grolReren Gewebestucken wurde die Suspension mit weiteren 600 yl Medium durch
einen Zellfilter (PorengroRe 30 ym, Partec, Deutschland) gespdult und far 5 min in einen
Thermoblock bei 37 °C inkubiert.

3.2.19 Motilitit der Spermien von Cauda und Caput

5 yl der jeweiligen Spermiensuspension mit einer Konzentration von circa 4 -
8*10° Spermienzellen/ml wurden auf eine auf 38 °C vorgewarmte Makler Kammer
(Sefi-Medical Instruments, Israel) pipettiert. Die Motilitat wurde im einem Mikroskop
(negativer Phasenkontrast, 10x,AXIOScopeA1, Zeiss, Deutschland) mit Hilfe eines
Computer assistierten Spermienanalyse-Systems (CASA, AndroVision, Minitub,
Germany) analysiert. Es wurden jeweils acht Felder bei einer Bildrate von 100 Bildern/s
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und einer Laufzeit von 1s Tabelle 3-1 Kriterien zur morphologischen

aufgenommen. Pro Feld wurden Bewertung der Spermien
circa 30 bis 50 Spermien glggrnn?ilﬁrsn keine Defekte
registriet und  ausgewertet. einzelner Kopf
Anhand der Sequenzen konnten Knick zwischen Kopf und Mittelstiick (>90°)
Versch|edene Mot"'tatsparameter Kopf Knick zwischen KOpf und Mittelstiick (>180°)
deformierter Kopf
erfasst werden. Das Programm e
identifizierte die Kopfe und defektes Akrosom
. ) _ Verjingung klein (Ldnge<Durchmesser)
Mittelsticke der Spermien. Verjliingung groR (Lange>Durchmesser)
_ Kri
Dadurch konnten bewegliche von | Mittelstiick | oo
Krimmung und Verjingung
unbeweglichen Spermien Krimmung an Verjlingung
hied q Lokal abgebrochen
unterschieden  werden. oka Sohwans Krimmung
bewegliche Spermien legten abgebrochen

weniger als 20 ym/s zurick. Langsam motile Spermien legten weniger als 80 ym/s
zurlck. Schnell progressive Spermien legten mindestens 80 ym/s zuruck. Alle Werte

wurden in Prozent angegeben.

3.2.20 Morphologie mittels Spermac®-Firbung

5 yl der Spermiensuspension aus 3.2.18 wurden fur die Spermac-Farbung auf
einen Objekttrager ausgestrichen und getrocknet. Anschliel3end wurden sie fur 5 min in
die Fixierlosung gestellt und fur mindestens 12 h bei Raumtemperatur getrocknet und
mit der Spermac®-Farbung (Minitub, Deutschland) gefarbt. Nachdem die Objekttrager

) getrocknet waren, wurden die Spermien mit der HistoKitt-
Spermac®-Farbung . . . ,
Farbeldsung A 3 min Fixierung von Roth eingebettet. Fur ein gutes Ergebnis

waschen (Leitungswasser) | sollten die Spermien innerhalb von einer Woche beurteilt
Farbelosung B 45s . o )
waschen (Leitungswasser) werden, da sonst die Intensitat der Farbung nachlassen
Farbelésung C 1 min
waschen (Leitungswasser)

kann. Laut Manual stellen sich Akrosomen dunkelgrin,

Kerne rot und Mittelstlicke grin dar. Die Spermien wurden
bei 1000-facher VergroRerung und Olimmersion unter einem Mikroskop (Zeiss,
Deutschland) beurteilt. Fur die Morphologie wurden 100 Spermien pro Probe
ausgezahlt. Dabei wurden Deformationen oder andere Defekte an Kopf, Mittelstick und
Schwanz beurteilt (Tabelle 3-1).
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Zur weiteren Beurteilung der optischen Erscheinung des Mittelstiucks wurde
dessen Morphologie erfasst und es wurden pro Objekttrager in zehn Feldern je zehn
Spermien gezahlt. Dabei erfolgte die Auszahlung einfachblind. Die Auffalligkeiten der
Mittelsticke wurden in drei Grade unterteilt. Bei Grad 1 wiesen die Mittelsticke eine
glatte Oberflache auf und hatten eine regelmafige grine Farbung. Grad 2 beschrieb
Mittelsticke, die eine leicht gewellte Oberflache und eine unregelmallige oder nicht
grune Farbung aufwiesen. Spermien mit Grad 3 wiesen eine stark aufgeworfene
Membran mit groRen Durchmesserschwankungen auf. Die Farbung war nicht einheitlich
grun (Abbildung 3-4). Die Aufteilung in Grade wurde durch uns vorgenommen, um die
Unterschiede quantitativ darstellen zu kénnen.

Grad1 Grad2 Grad3

« ~

20u \

20um '\ 20pm

Abbildung 3-4: Morphologische Beurteilung der Spermienmittelstiicke

Die Farbung der Spermien wurden mit Hilfe der Spermac®-Farbung durchgefihrt. Es sind die Grade
der Auffalligkeiten im Mittelstiick dargestellt. Die Grade wurden zur quantitativen Erfassung
ausgearbeitet.

Grad 1: Die Mittelstiicke wiesen eine glatte Oberflache auf und hatten eine regelmaflige Farbung.

Grad 2: Mittelstiicke wiesen leichte Unebenheiten auf und hatten eine unregelmafig gewellte
Zellmembran.

Grad 3: Mittelstlicke wiesen starke Unebenheiten und eine aufgeworfene Membran auf.

3.2.21 Morphologie mittels Elektronenmikroskopie und Immunogold

Fir die Elektronenmikroskopie wurden die Spermien in 3 % (w/v) Glutaraldehyd
fixiert, in PBS (pH 7.2) gewaschen und anschliefend in 2 % Osmiumtetroxid fixiert. Fur
die Dehydratation wurde Ethanol genutzt und schlieBend werde die Proben in
EPON 812 eingebettet. Die Spermien wurden mit Uranylacetat und Bleizitrat gefarbt,
die Ultradunnschnitte wurden mit einem RMC Ultramikrotom (Boeckeler Instruments,
USA) angefertigt. Fur die Elektronenmikroskopie wurden ungefarbte Schnitte bei
Raumtemperatur mit dem monoklonalen Anti-MenschGpx4-Antikorper (Borchert et al.,
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2010) in einer 1:2000 Verdunnung inkubiert. Nach einer Stunde Inkubation bei
Raumtemperatur wurden die Schnitte nach einem Waschschritt mit einigen Tropfen
PBS mit einem kommerziellen Ziege-Anti-Maus IgG Antikorper behandelt (Verdinnung
1:40, Goldpartikelgro3e 12 nm). Dieser wurde fur 45 min bei Raumtemperatur inkubiert
und anschlieend wurden die Schnitte mehrmals mit PBS und Wasser gewaschen. Die
Elektronenmikroskopie wurde mit dem FEI TecnaiSpiritBT Mikroskop (120 kV; FEI
Deutschland GmbH) durchgefihrt. Die Elektronenmikroskopie sowie die notigten
Vorfarbungen wurden durch das 1ZW Berlin durchgefuhrt.

3.2.22 Mitochondrien-AKktivitit

Mit Hilfe einer Rhodamin123-Propidiumjodid-Farbung ist es mdglich, die Vitalitat
der Spermien darzustellen. Rhodamine123 akkumuliert in der Membran vitaler
Mitochondrien. Propidiumjodid penetriert nicht vitale Zellen und akkumuliert an der
DNA. Es wurden 1-2*10° Zellen in 250 pl M199 mit 1 ul Rhodamin 123 (50 pg/ml) und
2,5 yl Propidiumjodid (1 mg/ml) fur 20 min bei 38 °Celsius im Dunkeln inkubiert. Die
Spermien wurden mit dem Durchflusszytometer (CyFlowSpace, Partec, Germany)
ausgestattet mit einem 50 m\W Laser (488 nm) und geeigneten Filtern (515-560 nm
Bandpass fur Rhodamin 123 (grin) und 620 nm Langpass fur Propidiumjodid (rot))
vermessen und die Signale mit Hilfe der Software FlowMax Software, (Partec,
Germany) ausgewertet (Schradin et al., 2012).

3.2.23 Statistik und Auswertung

Die adressierten Fragestellungen sind sehr allgemein gefasst. Um Auswirkungen
und Unterschiede in den erhobenen Daten zu finden, wurde eine explorative
Datenanalyse angestrebt. Das Ziel einer solchen Analyse ist, Daten zu erfassen und
Unterschiede  herauszufinden, um  daraus  weitere Erkenntnisse  und

Ansatzmaoglichkeiten zu finden (Behrens, 1997).

Die Normalverteilung wurde mit dem Kolmogorov-Smirnov-Anpassungstest
uberpruft. Danach wurde der zutreffende Test ausgewahlt und mit Hilfe von SPSS 23
(IBM Armonk New York, USA) durchgefuhrt. Bei den erhobenen Daten handelte es sich
nur teilweise um Normalverteilungen, deswegen wurden zur Auswertung nicht
parametrische Tests verwendet. Wenn nicht anders erwahnt, wurde bei zwei zu
vergleichenden Stichproben der Mann-Whitney-U-Test genutzt, um Unterschiede von

zentralen Tendenzen zu testen. Bei einem Vergleich von mehreren Gruppen wurde der
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Kruskal-Wallis-Test genutzt, um auf einen Unterschied zwischen den Gruppen zu
testen. Bei einer Signifikanz wurden anschliel3end Einzelvergleiche mit Hilfe des Mann-
Whitney-U-Tests durchgefuhrt. Das Signifikanzniveau betrug p<0,05. Bei einem
Gruppenvergleich wurde das Signifikanzniveau der Einzelteste entsprechend der alpha-
Fehler-Inflation mit der Bonferroni-Korrektur,  p(Einzeltest)<0,05/Anzahl  der
Einzelvergleiche, korrigiert. Die statistische Auswertung der Arbeit ist nach Konsultation
mit dem Institut fur Biometrie und Klinische Epidemiologie der Charité durchgefihrt
worden. Im Boxplot geben die dicken Balken den Median an. Die gesamte Box
entspricht allen Werten zwischen der 25. und 75. Perzentile. Die Balken am Ende der
Linien entsprechen den hochsten beziehungsweise niedrigsten Werte. Ausreiller
werden als Punkte auRerhalb dargestellt.
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4 Ergebnisse

4.1 Allgemeine Charakterisierung der U464 Gpx4”*+Alox15""-Maus

Katalytisch aktive Selenoproteine wie die Gpx4 enthalten am aktiven Zentrum ein
Selenocystein, dessen Selen im Reaktionszyklus des Enzyms einem
Wertigkeitswechsel unterliegt (Schuckelt et al., 1991). Wird die redox-aktive
Aminosaure Selenocystein gegen eine redox-innerte Aminosaure ausgetauscht, sollte
es zu einer drastischen Beeintrachtigung der katalytischen Aktivitat kommen. So haben
Scheerer et al. (2007) gezeigt, dass ein Austausch des Selenocysteins zu einem Alanin
im aktiven Zentrum der Gpx4 zu einer kompletten Inaktivierung des Enzyms fuhrt.
Deshalb wurde fur die Herstellung einer Mauslinie mit einer katalytisch inaktiven Gpx4
das Codon fur das Selenocystein im Gen der Gpx4 gegen ein Alanin-kodierendes
Triplet ausgetauscht (siehe 3.2.2). Zunachst wurden die heterozygoten Nachkommen
(U46A Gpx4™) genauer charakterisiert. Diese Mause sind lebensfahig, fruchtbar und
ausgewachsene Mause wiesen keine phanotypischen Veranderungen auf, solange die
Tiere nicht anderweitig gestresst wurden.

Zunachst wurde die HoOhe der Gpx4-mRNA-Expression in verschiedenen
Geweben quantifiziert. Dazu wurde zunachst die Gesamt-RNA aus verschieden
Geweben von U46A Gpx4”-+Alox15"*-(Wildtyp-Mause) und U46A Gpx4”* +Alox15"*-
Tieren (heterozygote Knockin-Mause) prapariert und mit Hilfe von Isoform-spezifischen
Primern die Gleichgewichtskonzentrationen der verschiedenen Gpx4-mRNA-Isoformen
(zytosolisch, mitochondrial, nuklear) mittels quantitativer RT-PCR (qRT-PCR)
quantifiziert. Dabei ergaben sich keine signifikanten Unterschiede im Expressonsniveau
der Gpx4-Isoformen zwischen Wildtyp-(U46A Gpx4” +Alox15"*) und  Knockin-
(U46A Gpx4™* +Alox15"*)-Mause (Abbildung 4-1).
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Abbildung 4-1: Expression der Gpx4 mRNA-Isoformen in heterozygoten U464 Gpx4™*
+Alox15" - und Wildtyp-(U46A4 Gpx4” +Alox15"")-Miusen

Die RNA-Praparation wurde wie in ,Material und Methoden* beschrieben durchgefiihrt. Nach Extraktion
der RNA aus verschiedenen Geweben und Umschreiben mit Hilfe der gRT-PCR wurde das
Expressionsniveau der unterschiedlichen Isoformen (zytosolische, mitochondriale und nukleare Gpx4)
in U46A Gpx4™ +Alox15"*- und U46A Gpx4™ +Alox15™*-Tieren bestimmt. Die Signifikanz wurde mit
Hilfe des Students-T-Tests durchgefihrt (*p<0.05). Es waren vergleichbare Level der zytosolischen,
mitochondrialen und nukledren Gpx4 in unterschiedlichen Geweben zu finden (p>0,05). Es wurden
jeweils zwei Tiere in einem Dreifachlauf ausgewertet.
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Abbildung 4-2: Expression des Gpx4-Proteins in heterozygoten U464 Gpx4”* +AloxI15"*- und
Wildtyp-(U46A4 Gpx4” +Alox15"")-Miusen

Der Western-Blot wurde wie in ,Material und Methoden* beschrieben durchgefiihrt. Nach
Homogenisierung der Gewebe wurde ein Western-Blot mit 60-100 ug Protein und mit Hilfe eines
spezifischen Anitkérpers durchgefihrt. Die GAPDH diente als Referenz-Protein. In allen untersuchten
Geweben war eine erhdhten Konzentration des Gpx4-Proteins in heterozygoten U46A pr4'/+

+/+

+Alox15" -Mausen zu finden.
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Abbildung 4-3: Gpx4-Aktivititsassay in heterozygoten U464 Gpx4”" +Alox15"" - und Wildtyp-
(U464 Gpx4”" +Alox15"")-Miusen

Die Gpx4-Aktivitdt wurde wie in ,Material und Methoden* beschrieben durchgefiihrt. Die verschiedenen
Gewebe wurden homogenisiert und die Gpx4-Aktivitat mit Phospholipidhydroperoxid als Substrat
gemessen. Die Aktivitat wurde auf die eingesetzte Menge an Protein angeglichen. Die Signifikanz
wurde mit Hilfe des Students-T-Tests durchgefihrt (n=3, *p<0.05, ***p<0,001). In Testis, Gehirn und
Nieren kam es zu einer verminderten Aktivitat der Gpx4 (p<0,05). In Milz, Leber und Herz gibt es keinen
Unterschied (p>0,05).

Mit Hilfe eines spezifischen Anti-Gpx4-Antikorpers wurde die Menge des Gpx4-
Proteins in den verschiedenen Geweben quantifiziert. Dabei wurde festgestellt
(Abbildung 4-2), dass es in allen untersuchten Geweben zu einer erhohten Expression
des Gpx4-Proteins bei den heterozygoten U46A Gpx4”*+Alox157*-Mausen im
Vergleich zu U46A Gpx4” +Alox15"*-Tieren kam. Der verwendete Antikdrper konnte
nicht zwischen dem Wildtyp- und dem Knockin-Protein unterscheiden. Um zu
Uberprifen, ob es durch eine vermehrte Proteinkonzentration zu einem Unterschied in
der Enzymaktivitat kommt, wurde, mit Phospholipidhydroperoxid als Substrat, die Gpx4-
Aktivitat gemessen. Im Testis, im Gehirn und in den Nieren kam es zu einer signifikant
(p<0,05) verminderten Gpx4-Aktivitit bei den U46A Gpx4”* +Alox15"*-Mausen im
Vergleich zu U46A Gpx4” +Alox15*-Tieren In Milz, Leber und Herz gab es keine
signifikanten Unterschiede (Abbildung 4-3).

Zusammenfassung: Trotz gleicher mRNA-Menge kommt es zu einer vermehrten
Proteinkonzentration. In einigen Geweben, wie Milz, Leber und Herz, kommt es zu einer
vergleichbaren Aktivitat der Gpx4. In anderen Geweben gibt es trotz erhohter Gpx4-
Proteinkontentration eine verminderte Aktivitat (Testis, Gehirn und Nieren).
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4.1.1 Reduktionskapazitiit der U464 Gpx4”* +Alox15"*-Peritonealmakrophagen

Die Gpx4 kann die primaren Produkte des Alox15-Stoffwechsels, die
Hydroperoxylipde, zu den entsprechenden Hydroxylipiden reduzieren. Um zu testen, ob
die Reduktionskapazitat fur Hydroperoxylipde von heterozygoten Knockin-
Peritonealmakrophagen (U46A Gpx4”* +Alox15”*-Mause) im Vergleich zu Wildtyp-
Makrophagen verandert ist, wurden ruhende Peritonealmakrophagen von beiden
Mauslinien prapariert und hinsichtlich ihrer Reduktionskapazitat untersucht. Dabei
konnte zunachst festgestellt werden, dass sich keine signifikanten (p>0.05)
Unterschiede in der Expression der Alox75-mRNA im Vergleich beider Mauslinien
nachweisen lielen. Von beiden Mauslinien wurden die Zellen mit exogener
Arachidonsaure (52,82,11Z,14Z-Eicosatetraensaure) inkubiert, wurde dieses Substrat
durch die Alox15 zu 12S-Hydroperoxy-57,8Z,10E,14Z-eicosatetraensaure (12S-
HpETE) und 15S-Hydroperoxy-5Z,8Z2,11Z,13E-eicosatetraensaure  (15S-HpETE)
umgewandelt. Die katalytisch inaktive Form der Gpx4 (U46A) ist nicht in der Lage, die
12S-und 15S-HpETE zu 12S- und 15S-HETE zu reduzieren und daher wird bei den
heterozygoten Knockin-Mausen ein erhohtes Verhaltnis von 12S- + 15S-HpETE / 12S-
+ 15S-HETE in Peritonealmakrophagen erwartet. Nach der Inkubation der praparierten
Zellen mit Arachidonsaure wurde das Verhaltnis 12/15HpETE / 12/15HETE) mit Hilfe
der SP-HPLC ermittelt (Abbildung 4-4). Sowohl die U46A Gpx4” +Alox15"*-
Peritonealmakrophagen als auch die heterozygoten U46A Gpx4” +Alox15"*-
Makrophagen oxygenierten exogen zugesetzte Arachidonsaure zu 12- und 15-HpETE
mit einem Verhaltnis von 10:1. Fir heterozygote Knockin-Mause (U46A Gpx4”*
+Alox15"*-Makrophagen) konnte ein Quotient von 12S/15S-HETE vs.12S/15S-HpETE
von 0.29 + 0.03 (n=5) ermittelt werden. Diese Daten belegen, dass nur ca. ein Dirittel
der gebildeten Hydroperoxylipde zu den entsprechenden Hydroxyverbindungen
reduziert wurden. Der entsprechende Quotient bei Wildtyp-Mdusen (U46A Gpx4”
+Alox15"*-Makrophagen) lag bei 0.52 + 0.02 (n=5). Im Students-T-Test ergab sich ein
statistisch  signifikanter (p<0.001) Unterschied. Diese Daten belegen, dass
Peritonealmakrophagen von heterozygoten Knockin-Mause (U46A Gpx4™* +Alox15"*-
Makrophagen) eine signifikant geringere Kapazitat zur Reduktion von
Hydroperoxylipden aufweisen als entsprechende Zellen von Wildtyp-Tieren
(U46A Gpx4” +Alox15"*).
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Abbildung 4-4: Oxigenierungsprodukte der Peritonealmakrophagen von U464 Gpx4”*
+Alox15"*- und U46A4 Gpx4” +Alox15"*-Miusen nach Inkubation mit Arachidonsiure

Die Peritonealmakrophagen wurden von U46A Gpx4™* +Alox15™"- und U46A Gpx4” +Alox15™*-Tieren
wie in 3.2.10 beschrieben entnommen. Die Mausen haben einen Alox15+/+—Hintergrund. Nachdem die
Peritonealmakrophagen gewaschen und in PBS aufgenommen wurden, wurde ein Alox15-
Aktivitdtsassay mit Arachidonsaure durchgefuihrt. Die Produkte wurden mit der HPLC analysiert. Das
Verhaltnis von HETE/HpETE war in U46A Gpx4”* +Alox15"*-Mausen (0.29+0.03) im Vergleich zu
Wildytpen (U46A Gpx4” +Alox15™, (0.52+0.02) signifikant geringer (p<0.001). Zur Auswertung wurde
der Students-T-Test genutzt (n=5).

Zusammenfassung: Das Verhaltnis von HETE/HpETE als mdglicher Indikator fur die
Gpx4-Aktivitat ist in den Peritonealmakrophagen bei U46A Gpx4”* +Alox15**-Mausen
geringer als in U46A Gpx4” +Alox15"*-Tieren. Dies bestatigt unsere Vermutung der

geringeren Reduktionskapazitit der U46A Gpx4™* +Alox15"*-Knockin-Mause.

4.2 Embryonale Letalitiit der homozygoten Gpx4"* +Alox15"*-Knockin-Maus

Die Gpx4 fungiert als Enzym im Peroxidstoffwechsel komplexer Lipide spielt aber
gleichzeitig eine Rolle als Strukturprotein (Brigelius-Flohe, 1999). Inaktivierung des
Gpx4-Gens fuhrt zur embryonalen Letalitat der homozygoten Knockout-Mause (Imai et
al., 2003). Bislang war jedoch unklar, ob die embryonale Letalitat der Knockout-Mause
auf den Mangel an katalytischer Gpx4-Aktivitat oder auf den Mangel des

Strukturproteins zurlckzufuhren ist. Um diese Frage zu beantworten, haben wir
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versucht, durch Paarung heterozygoter U46A Gpx4”* +Alox15*-Mannchen mit
Weibchen des gleichen Genotyps homozygote U46A Gpx4**+Alox15"*-Nachkommen
zu erzeugen. Aus zehn Warfen gingen 35 Nachkommen hervor, die nach ungefahr drei
Wochen genotypisiert wurden. Laut den Mendelschen Regeln sollte es zu einer
relativen Verteilung der verschiedenen Genotypen von 1(wt) : 2(he) : 1(ho) kommen.
Von den 35 Nachkommen wurden 16 Mause als U46A Gpx4” +Alox15"*-Wildtypen und
19 Méuse als heterozygote U46A™* +Alox15"*-Tiere identifiziert. Es wurden keine
homozygote U46A** +Alox15"*-Nachkommen genotypisiert (Tabelle 4-1). Diese
Ergebnisse deuten darauf hin, dass homozygote U46A Gpx4**+Alox15"*-Embryonen

nicht lebensfahig sind.

Tabelle 4-1: Nachkommen der U4647* +Alox15"" x U4647* +Alox15""-Verpaarung

Gpx4-Genotyp der Nachkommen Tatsachliche Anzahl Erwartete Anzahl (Mendel)
-/- 16 12
-/+ 19 23
++ 0 12
Gesamte Anzahl Nachkommen 35 47

Zusammenfassung: Eine homozygote Inaktivierung der Gpx4 fuhrt zu einer

embryonalen Letalitat der Mause.

4.2.1 Zeitpunkt der embryonalen Letalitit der U464 Gpx4"”" +Alox15"*-Maus
Systemische Inaktivierung des Gpx4-Gens fuhrt zur Resorption homozygoter
Knockout-Embryonen zwischen dem 6. und 7. Schwangerschaftstag (E 6.5-E 7.5) (Imai
et al., 2003; Yant et al.,, 2003). Um zu Uberprufen, zu welchem Zeitpunkt der
Embryonalentwicklung der homozygote Gpx4 U46A** +Alox15"*-Knockin letal ist,
wurden Embryonen an den Embryonaltagen E 6.5 und E 7.5 prapariert und
genotypisiert. Bei E 6.5 fanden sich homozygote Embryonen, in einem fur den Zeitpunkt
normalen Entwicklungstand (Abbildung 4-5 A). Bei E 7.5 konnten Embryonen in
Stadium der Resorption identifiziert werden, die sich bei der anschlielRenden
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genetischen  Analyse als homozygote  U46A Gpx4™* +Alox15"*-Embryonen
herausstellten (siehe Abbildung 4-5 B). Obwohl bei den sich unter Resorption
befindenden Embryonen nicht mehr eindeutig zwischen Dottersack und
Embryonalanlage unterschieden werden konnte, war es mdglich, den embryonale Anteil

vom umliegenden mutterlichen Gewebe eindeutig abgrenzen.

A) Ausschnitt der Genotypisierung von Embryonen an Tag E6.5

E6.5

marker

i i i J 1
+ + ¥ ~ <

+ + +
7 R S

<587 bp (U46A)
<412 bp (U46)

B) Ausschnitt der Genotypisierung von Embryonen an Tag E7.5

++

E7.5

marker N

+ o+
- -

<587 bp (U46A)
<412 bp (U46)

Abbildung 4-5: PCR-Ergebnis der Genotypisierung von Embryonen an den Embryonaltagen
E6.5 und E7.5

Es wurden U46A Gpx4”* +Alox15"*-Tiere gekreuzt und die Embryonen an der Embryonalentwicklung
E 6.5 und E 7.5 genotypsiert (Methode siehe 3.2.5). Die Bande bei 587 bp zeigt das Knockin-Allel
(U46A), die Bande bei 412 bp das Wildtyp-Allel (U46). Bei heterozygoten (-/+) Tieren sind beide
Banden, bei Wildtypen (-/-) und homozygoten Tieren (+/+) nur eine der Banden vorhanden.

(A) Embryonen an Embryonaltag E 6.5
(B) Embryonen an Embryonaltag E 7.5

Zusammenfassung: Es werden zum Zeitpunkt E 6.5 homozygote normal entwickelte
U46A Gpx4™* +Alox15*-Embryonen gefunden. Auch zum Zeitpunkt E 7.5 sind
homozygote U46A Gpx4™* +Alox15"*-Embryonen vorhanden. Diese befanden sich
aber ausnahmslos im Stadium der fortgeschrittenen Resorption. Damit ist ein
homozygoter Knockin einer katalytisch inaktiven Gpx4 zwischen E 6.5 und E 7.5
embryonal letal.
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4.3 Einfluss einer Alox15"-Defizienz auf Lebensfihigkeit von U464 Gpx4™*-
Embryonen

4.3.1 Embryonale Letalitit bei U464 Gpx4”" +Alox15"-Tieren

Gpx4 und Alox15 sind antagonisierende Enzyme im Peroxidstoffwechsel von
Lipiden (Brigelius-Flohe et al., 2013). Bei In-vitro-Versuchen konnte die Apoptose von
homozygoten Gpx4-Knockout-Zellen durch einen Lox-Inhibitor verhindert werden
(Seiler et al., 2008). Auf Grund dieses Ergebnisses stellten Seiler et al. die These auf,
dass die Alox15 eine entscheidende Rolle bei der Apoptose von Gpx4-Knockout-Zellen
spielt. Ubertragt man diese Datenlage auf In-vivo-Verhaltnisse, kdnnte das bedeuten,
dass homozygot letale Gpx4-Knockout-Embryonen durch ein zusatzliches Ausschalten
der Alox15 lebensfahig werden konnten. Um diese These zu Uberprifen, haben wir
U46A Gpx4” +Alox15"*- mit U46A Gpx47/-+Alox15"-Mausen gekreuzt. Mause der
ersten Generation (F1), mit dem Genotyp U46A Gpx4”*+Alox15"", wurden miteinander
verpaart und hinsichtlich des Genotyps in beiden Genloci typisiert. Aus der
entstandenen zweiten Generation (F2) wurden mannliche und weibliche Mause mit dem
Genotyp U46A Gpx4”*+Alox15” ausgewahlt und fir die drite Generation (F3)
miteinander gekreuzt. Unabhangig vom Alox15-Genotyp der Mause sollten in F2 und

F3 laut Mendelschen Regeln 25 % homozygote U46A Gpx4™*-Mause entstehen.

Weder in der zweiten noch in der dritten Generation wurden Tiere mit einem
homozygoten U46A Gpx4**-Genlocus identifiziert. Die unter unseren

+/+

Kreuzungsbedingungen zu erwartete Anzahl an homozygoten U46A Gpx4™ -Tiere
betrug fur die F2 Generation 31 (Tabelle 4-2 A). In der F3 Generation sollten es 28
homozygote Tiere (U46A Gpx4™*) sein (Tabelle 4-2 B). Tatsachlich wurden aber keine
Nachkommen mit homozygoten Knockin des U46A Gpx4-Allels (U46A) nachgewiesen.
Diese Daten weisen stark darauf hin, dass ein homozygoter Knockin des U46A-Allels

auch bei simultaner Ausschaltung der Alox15-Expression nicht lebensfahig ist.
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Tabelle 4-2: Anzahl der Nachkommen bei Verpaarungen

A) F2-Generation: U46A pr4'/++Aon15'/'-Kreuzung

Genotyp Nachkommen F2-Generation
Tatséachliche Anzahl Erwartete Anzahl
U46A-Gpx4 Alox15
-/- +/+ 9 7
-/- +/- 10 14
-/- -/- 10 7
+/- +/+ 14 14
+/- +/- 30 28
+/- -/- 12 14
+/+ +/+ 0 7
+/+ +/- 0 14
+/+ -/- 0 7
Gesamte Anzahl Nachkommen 85 112

B) F3-Generation: U46A pr4'/++Aon15'/'-Kreuzung

Genotyp Nachkommen F3-Generation
Tatsachliche Anzahl Erwartete Anzahl
U46A-Gpx4 Alox15
-/- -/- 34 31
+/- -/- 58 60
+/+ -/- 0 31
Gesamte Anzahl Nachkommen 92 122

Um direkt zu zeigen, dass es auch bei den U46A Gpx4”*+Alox15”"-Kreuzungen
zu einer embryonalen Letalitdt kommt, wurden Embryonen zum Zeitpunkt E 8.5
prapariert. Dabei fanden sich neben normal entwickelten Embryonen auch Individuen in

unterschiedlichen Resorptionsstadien. Nach der Genotypisierung stellten sich die
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Embryonen, die sich im Stadium der Resorption befanden, ausnahmslos als
homozygote U46A Gpx4**+Alox15”-Tiere heraus (Abbildung 4-6 Reihe 3 +/+).

E8.5

1
~—
]

+/+

+ + o+
O

<587 bp (U46A)
<412 bp (U46)

Abbildung 4-6: Genotypisierung des U464 Gpx4-Genotyps von ausgewihlten U464 Gpx4”*
+Alox15"-Embryonen an Embryonaltag E8.5

Zwei U46A pr4'/++Alox15'/'—Méuse wurden verpaart und Embryonen an E 8.5 préapariert und
genotypisiert (Methode siehe 3.2.5). Das Wildtyp-Allel (U46) hat 412 bp, wahrend das Knockin-Allel
(U46A) 587 bp hat. Es zeigen sich neben U46A pr4'/'—WiIdtypen (Reihe 1,2,7 von links, -/-) auch
heterozygote U46A™*-Tiere (Reihe 4,5,6, -/+) und ein homozygoter U46A™*-Knockin (Reihe 3, +/+).

+/+

Zusammenfassung: Homozygote U46A Gpx4™*+Alox15"-Embryonen sterben in der
Embryogenese vor Tag E 8.5. Ein zusatzlicher homozygoter Knockout der Alox15 kann

die embryonale Letalitat der U46A Gpx4**-Embryonen nicht verhindern.

4.3.2 Lipidzusammensetzung der U464 Gpx4”*+Alox15"-Peritonealmakrophagen

Neben der Alox15 sind in der Maus sechs weitere Lipoxygenase-lsoformen
bekannt (Kuhn et al., 2014). Um zu Uberpriifen, ob die verwendeten U46A Gpx4™
+Alox15”-Knockout-Mause tatsachlich keine funktionelle Alox15 exprimieren und um zu
klaren, ob es beim Alox15-Knockout zu einer Kompensationsreaktion durch die
Hochregulation anderer Lipoxygenaseisoformen kommt, wurde die
Fettsaureoxygenierungskapazitat von Peritonealmakrophagen quantifiziert. Nach
Inkubation mit exogener Arachidonsaure wurden die
Arachidonsaureoxygenierungsprodukte mit Hilfe der SP-HPLC analysiert. Zu
Kontrolluntersuchungen wurden U46A Gpx4” +Alox15"*-Méduse verwendet. Wie aus
Abbildung 4-7 hervorgeht, waren Peritonealmakrophagen von U46A Gpx4™* +Alox15"*-
Mausen in der Lage, Arachidonsaure zu 12-H(p)ETE zu oxygenieren. Das war bei
U46A Gpx4”*+Alox157-Mausen nicht der Fall. Interessanterweise kam es bei den
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U46A Gpx4” +Alox15”-Mausen zu einer verstérkten 5-H(p)ETE-Bildung. Diese Daten
deuten darauf hin, dass der Alox715-Knockout zu einer Verstarkung des Alox5-Weges
gefuhrt haben konnte. Obwohl dieser Effekt mehrfach beobachtet wurde, sind
weiterfuhrende Experimente notig, um dies Schlussfolgerung zu bestatigen. Dies
Uberstieg aber den Rahmen meiner Arbeit.
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Abbildung 4-7: Oxigenierungsprodukte der Peritonealmakrophagen von U464 Gpx4™*
+Alox15"-Miusen nach Inkubation mit Arachidonsiiure

Nach Entnahme der Peritonealmakrophagen wurden diese in PBS aufgenommen und mit
Arachidonsaure (100 yM) fiir 15 min inkubiert. AnschlieRend wurden die Lipide mit Hilfe der SD-HPLC
analysiert (siehe ,Material und Methoden®). Als Kontrolle dienen U46A Gpx4™*+Alox15"*-Mause. U46A
pr4'/++Aon15'/'-Méuse produzieren kein 12-HETE.

Zusammenfassung: U46A Gpx4”*+Alox15”-Mause kdnnen exogene Arachidonsiure
nicht zu den typischen Alox15-Produkten (12S/15S)-H(p)ETE oxygenieren. Zwar kommt
es zu einer verstarkten Bildung von 5-H(p)ETE, was jedoch aufgrund der
unterschiedlichen biologischen Wirkungen von 12- und 5-H(p)ETE nicht als

Kompensationswirkung interpretiert werden sollte.
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4.4 Fertilitit der U464 Gpx4” +Alox15""-Minnchen

Die Gpx4 spielt bei der Spermatogenese eine bedeutsame Rolle, da sie als
Strukturprotein wesentlicher Bestandteil der mitochondrialen Kapsel ist und damit
essentiell fur den Energiestoffwechsel der Spermien zu sein scheint (Ursini et al.,
1999). Ein systemischer heterozygoter Knockout des Gpx4-Gens fuhrt nicht zu
Einschrankungen ~ der  mannlichen Fortpflanzungsfahigkeit, =~ wahrend ein
spermienspezifischer homozygoter Knockout des Gpx4-Gens zu mannlicher Infertilitat
fuhrt (Imai et al., 2003; Schneider et al., 2009). Bisher war allerdings unklar, ob die
heterozygote Expression einer katalytisch inaktiven Gpx4 die Fertilitat der Mause
verandert. Um diese Frage zu klaren, wurden heterozygote U46A Gpx4™ +Alox15"*-
Mause und Wildtyp-(U46A Gpx4”+Alox15**)-Kontrollen untereinander und mit den
jeweiligen Vergleichsmausen gepaart und die Nachkommenzahlen pro Wurf
quantifiziert (Abbildung 4-8).

+/+

Bei der Verpaarung von U46A Gpx4”+Alox15
Durchschnitt 8 Nachkommen pro Wurf (6,25-9,00, 25.-75. Perzentile) geboren. Bei der
Verpaarung von heterozygoten U46A Gpx4”*+Alox15"*-Mausen untereinander (U46A
Gpx4”*+Alox15"* x U46A Gpx4”*+Alox15"*) waren es durchschnittlich 5,33 (3,34-6,67,

25.-75. Perzentile) lebensfahige Nachkommen, so dass ein signifikanter Unterschied

-Wildtypmausen wurden im

(p=0,005) festgestellt werden konnte. Da homozygote Gpx4-Knockin-Embryonen
zwischen E 6.5 und E 7.5 absterben und resorbiert werden, musste die Anzahl der
gezeugten Nachkommen entsprechend der Mendelschen Regeln korrigiert werden. Die

in Abbildung 4-8 angegebenen Zahlen enthalten bereits diese Korrekturen.

Die bei der Verpaarung heterozygoter Knockin-Mause ermittelte Anzahl der
Nachkommen pro Wurf erlaubt nicht die Unterscheidung, ob die heterozygoten
Mannchen oder die heterozygoten Weibchen eine verminderte Zeugungsfahigkeit
aufweisen. Um diese Frage zu beantworten, wurden sowohl heterozygote U46A Gpx4™*
+Alox15"*-Weibchen als auch heterozygote U46A Gpx4”*+Alox15"*-Mannchen mit
einem Wildtyp-(U46A Gpx4” +Alox15"*)-Partner verpaart. Wenn das Mannchen
heterozygot fiir die Gpx4 ist (U46A Gpx4”*+Alox15"*) und das Weibchen zwei Wildtyp-
Allele besalR (U46A Gpx4”+Alox15"*), wurden durchschnittlich 5 (3,00-6,25, 25.-75.
Perzentile) Nachkommen pro Wurf geboren.
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Das sind signifikant weniger Nachkommen als eine reine U46A Gpx4™”"
+Alox15**-Wildtyp-Verpaarung (p<0,001). Wurde ein heterozygotes U46A Gpx4™*
+Alox15"*-Weibchen mit einem Wildtyp Mannchen (U46A Gpx4”+Alox15"*) verpaart,
konnten 6,5 (4,0-9,0, 25.-75. Perzentile) Nachkommen pro Wurf quantifiziert werden
(Abbildung 4-8). Dies ergibt im Vergleich zu einer Wildtyp-Verpaarung keinen
signifikanten Unterschied (p=0,133). Es =zeigte sich allerdings kein Unterschied
zwischen den Verpaarungen von Wildtypen (U46A Gpx4” +Alox15"*) mit heterozygoten
Mannchen (U46A Gpx4”*+Alox15"*) beziehungsweise heterozygoten Weibchen (U46A
Gpx4”*+Alox15"*). Aus diesen Daten ergab sich, dass heterozygote U46A Gpx4™*
+Alox15"*-Mannchen subfertil waren, wahrend entsprechende Knockin-Weibchen

keine Fertilitatsprobleme hatten.
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| | | |
U46A Gpx4 Gpx4+/- M=U46A M=U46A
-/- (Mendel) Gpx4+/-; Gpx4-/-;
W= U46A W= U46A
CGpx4 -/- Gpx4 +/-

Genotyp der Eltern

Abbildung 4-8: Nachkommen pro Wurf der Wildtypen U464 Gpx4” im Vergleich zu
heterozygoten U464 Gpx4”* x U464 Gpx4”*- und U464 Gpx4”"x U464 Gpx4”-Verpaarungen

Mannchen und Weibchen mit verschiedenen Genotypen wurden verpaart und die Nachkommenzahl
wurde ermittelt. Da homozygote U46A Gpx4” ™ Tiere embryonal letal sind, wurde die Nachkomm/enzahl

mit Hilfe der Mendelschen Regeln angeglichen. Der Alox15-Genotyp ist jeweils Wildtyp (Alox157"). Die
Signifikanz wurde mit Hilfe des Mann-Whitney-U-Tests durchgefiihrt (*p<0,05).

U46A pr4 :36 Verpaarungen mit 269 Nachkommen U46A Gpx4” 7 x U46A pr4 : 9 Verpaarungen
mit 35 Nachkommen (nach Mendel: 47); U46A pr4 -m (Mannchen) x U46A pr4 “-w(Weibchen): 18
Verpaarungen mit 115 Nachkommen, U46A pr4 -m (Mannchen) x U46A pr4 -w (Weibchen): 50
Verpaarungen mit 257 Nachkommen.
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Zusammenfassung: Werden heterozygote Gpx4-Knockin-Mannchen (U46A Gpx4™*
+Alox15") mit Weibchen gleichen Genotyps und auch mit Wildtyp-Weibchen gepaart,
werden signifikant weniger Nachkommen pro Wurf geboren. Dieses Ergebnis deutet auf
eine Subfertilitat der Knockin-Mannchen hin.

4.5 Fertilitit der U464 Gpx4”*+Alox15" -Minnchen

Die homozygote Letalitit der U46A Gpx4”*-Tiere konnte durch einen
zusatzlichen Alox15-Knockout nicht gerettet werden. Ein heterozygoter Knockin der
U46A Gpx4™ fiihrt zu einer Subfertilitdt des Mannchens (Abbildung 4-8). Aus der in
einigen in vitro Systemen gezeigten antagonistischen Wirkung von Gpx4 und Alox15
ergab sich damit die Frage, ob ein systemischer Knockout der Alox15 die Subfertilitat

der U46A Gpx4”*+Alox15"*-Mannchen positiv beeinflussen kann.
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U46A Gpx4(+/-) M=U46A Gpx4 U46A Gpx4(+/-)
+Alox15(+/+) (+/-)+Alox15 +Alox15(-/-)
(Mendel) (+/+); W= U46A (Mendel)
Gpx4 (-/-)
+Alox15(+/+)
Genotyp der Eltern

Abbildung 4-9: Nachkommen der U464 Gpx4”*+Alox15"-Verpaarung im Vergleich zur
Verpaarungen von heterozygoten U46A4 pr4'/++Alox15+/+-M§innchen mit Wildtyp-Weibchen
(U464 Gpx4 ™" +Alox15™")

U46A pr4'/++Aon15'/'-Ménnchen wurden mit Weibchen mit dem selben Genotyp verpaart. Bei 85
Verpaarungen kam es zu 394 Nachkommen (nach Mendel: 525). Da ein homozygoter U46A pr4+/+—
Genot)/p embryonal letal ist, sind die Zahl der Nachkommen nach den Mendelschen Regeln fir U46A
Gpx4""+Alox15"- und U46A Gpx4”*+Alox15"*-Verpaarungen korrigiert worden. Die Signifikanz wurde
mit Hilfe des Mann-Whitney-U-Tests durchgefihrt (*p<0,05).

Bei mannlichen heterozygoten U46A*+Alox15""-Tieren zeigt sich eine
Subfertilitat. U46A Gpx4”*+Alox15”-Parchen haben 6,67 (4,00-8,00, 25.-75. Perzentile)
Nachkommen pro Wurf (Abbildung 4-9, 85 Verpaarungen mit 394 Nachkommen (nach
Mendel: 525). Im Vergleich zu den subfertilen U46A Gpx4™* +Alox15"*-Mannchen, die
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mit einem Wildtyp-Weibchen (U46A Gpx4”+Alox15"") verpaart wurden, sind es mit
p=0,007 signifikant mehr Nachkommen. Bei einem Vergleich der Nachkommen der
U46A Gpx4”*+Alox157-Verpaarungen mit Verpaarungen heterozygoter Gpx4-Mause
(U46A Gpx4” +Alox15"* x U46A Gpx4”*+Alox15"*) gibt es keinen signifikanten
Unterschied (p=0,187, Abbildung 4-9).

Eine Subfertilitat durch einen Alox15-defizienten Hintergrund haben K. A. Fischer
et al. (2005) gezeigt. Wir konnten bei unseren Verpaarungen eine Subfertilitat der
homozygoten Alox15-Tiere mit einem Wildtyp-Gpx4-Lokus (U46A pr4'/'+Aon15'/')
bestatigen. Alox15-Wildtypverpaarung (U46A Gpx4”+Alox15"*) hatten 7,00 (5,00-8,00,
25.-75. Perzentile) Nachkommen pro Wurf (72 Verpaarungen mit 488 Nachkommen).
Homozygote Alox715-Knockout-Verpaarungen (U46A Gpx4”+Alox15” x U46A Gpx4”
+Alox15'/') hatten 6,00 (4,00-7,00, 25.-75. Perzentile) Nachkommen pro Wurf (116
Verpaarungen mit 647 Nachkommen). Dies bedeutet, dass es durch einen alleinigen
Knockout der Alox15 (U46A pr4'/'+Aon15'/') zu einer Subfertilitat (p<0,001, Abbildung
4-10) im Vergleich zum Wildtyp (U46A Gpx4”+Alox15"*) kommt.

Um weitere Hinweise darauf zu erhalten, ob der Alox15-Knockout zu einer
Verbesserung der mannlichen Fertilitdt von heterozygoten Gpx4-Knockin Mausen
(U46A-Gpx4™*+Alox15**) filhrt, wurden die Schwangerschaftsraten der Verpaarungen
quantifiziert. Verpaarungen von zwei heterozygoten U46A”*+Alox15"*-Mausen hatten
eine Schwangerschaftsrate von knapp 11%. Bei Verpaarung von U46A pr4'/++
Alox15”-Mausen untereinander gab es circa 30% tragende Weibchen (Tabelle 4-3).

Tabelle 4-3: Anzahl tragender U464 Gpx4’*+Alox15""-Weibchen im Vergleich zu U464
Gpx4” +Alox15" -Weibchen nach terminierten Verpaarung

Nicht tragend tragend Schwangerschaftsrate(%)
U46A Gpx4™* +Alox15"*-Verpaarungen 25 3 10,7
U46A Gpx4™* -Alox15"-\erpaarungen 36 13 33,3
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Abbildung 4-10: Anzahl der Nachkommen bei U464 Gpx4”+Alox15"- im Vergleich zu U46A4
Gpx4”+Alox15" -Tieren

U46A Gpx4”+Alox15"-Mannchen wurden mit Weibchen, mit dem selben Genotyp verpaart. Bei 85
Verpaarungen kam es zu 394 Nachkommen. Bei einer Wildtyp-Verpaarungen(U46A pr4'/'+Aon15+/+
x U46A pr4'/'+Aon15+/+) kam es zu 488 Nachkommen bei 72 Wiirfen. Dies ergibt mit p<0,001 einen
signifikanten Unterschied. Die Signifikanz wurde mit Hilfe des Mann-Whitney-U-Tests durchgefuhrt
(*p<0,05).

Zusammenfassung: Ein heterozygoter Gpx4 U46A™*-Knockin fiihrt bei Mannchen zu
einer Subfertilitat. Durch die Einkreuzung einer homozygoten Alox15-Defizienz in den
U46A Gpx4”*-Stamm kommt es zu einer Erhdhung der Nachkommenzahl pro Wurf.
Diese Verbesserung der Fertilitdt zeigt sich auch an einer erhohten Rate an tragenden
Weibchen.

4.6 Charakterisierung der U464 Gpx4”"+Alox15"*-Spermien

Auf Grund unserer Beobachtungen der Subfertilitit der U46A™*+Alox15"*-
Mannchen sowie aus Beobachtungen vorhergegangener Knockout-Modelle (Imai et al.,
2009; Ingold et al., 2015; Wallace et al., 1983) wurden die Gonaden, die
Spermiogenese sowie die Struktur und Funktion der Spermien von heterozygoten
Gpx4-Knockin-Mannchen (U46A Gpx4”*+Alox15"*) genauer untersucht.

Zunachst wurden die Korpergewichte der Versuchstiere quantifiziert. Bei 16
untersuchten mannlichen U46A Gpx4”+Alox15""*
durchschnittliche Korpergewicht 30,5 g (28,7-33,4, 25.- 75. Perzentile). Bei den 18

-Mausen (Wildtyp-Mause) betrugt das
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untersuchten  maénnlichen  U46A Gpx4”*+Alox15"*-Mause  ergab  sich  ein
durchschnittliches Korpergewicht von 31,2 g (28,2-34,5; 25.-75. Perzentile). Es zeigt
sich mit einem Signifikanzniveau von p=0,686 und damit kein signifikanter Unterschied

im Korpergewicht der beiden Mausstamme.

Zur Untersuchung der Testisgewichte wurden acht U46A Gpx4”*+Alox15"*-
Mause und fiinf U46A Gpx4” +Alox15"*-Mause zufillig ausgewahlt. Die Testes dieser
U46A pr4'/'+Aon15+/+—Tiere wogen durchschnittlich 2,7 (2,3-3,3; 25.- 75. Perzentile,
n=5) mg/g Korpergewicht. Die Hoden der U46A Gpx4”"+Alox15"*-Mannchen wogen
durchschnittlich 3,0 (2,7-3,4; 25.- 75. Perzentile) mg/g Korpergewicht (n= 8). Damit
ergaben sich keine Unterschiede (p=0,464) im Testisgewicht zwischen heterozygoten
Gpx4-Knockin-Mausen und entsprechenden Wildtyp-Kontrollen (Abbildung 4-11). Die
méannliche Subfertilitdt der Gpx4-Knockin Méuse (U46A Gpx4”*+Alox15"") lasst sich

damit nicht auf ein reduziertes Hodengewicht zurtckfuhren.
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Abbildung 4-11: Testisgewicht pro Korpergewicht bei U464 Gpx4”+Alox15"" im Vergleich zu
U464 Gpx4™*+Alox15""

Nach Entnahme und Praparation wurde das Testisgewicht ermittelt und auf das Kérpergewicht d/er

Maus bezogen. Dabei zeigte sich kein signifikanter Unterschied zwischen U46A pr4'/++Aon15 -
Mannchen (n=8) und den Wildtypen (U46A pr4'/'+Aon15+/+, n=5). Die Signifikanz wurde mit Hilfe des
Mann-Whitney-U-Tests durchgefiihrt (*p<0,05).

Um einen groben Eindruck der Morphologie der Testes zu bekommen, wurden

diese mit einer Hamatoxylin-Eosin-Farbung gefarbten. In Hodenschnitte ergaben keine
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offensichtlichen Strukturunterschiede. Das Verhéaltnis von tubularen zu interstitiellen
Flachen war vergleichbar (p>0,05).

Um die Gonadenaktivitat und die Effektivitat der Meiose beurteilen zu konnen,
wurden die Zellzyklusstadien der testikularen Spermien und deren Vorlaufer bestimmt.
Mit Hilfe des Durchflusszytometers wurden die Chromosomensatze der Zellkerne in den
somatischen Zellen und den Keimzelltypen im Testis analysiert. Dabei sind bei den
jeweils funf untersuchten Tieren keine Unterschiede aufgefallen (p>0,05). Mit Hilfe der
Neubauer-Zahlkammer wurde die absolute Anzahl der testikularen Spermien sowie der
Spermien in den Abschnitten der Epididymis bestimmt. Die Zahl der Spermien ist nicht
signifikant unterschiedlich (p>0,05).

Zusammenfassung: Durch die heterozygote Expression einer katalytisch inaktiven
Gpx4 (U46A Gpx4™ +Alox15"*) kommt es zu keinen einem signifikanten Unterschieden
in Korper- und Testisgewicht im Vergleich zu Wildtyptieren (U46A Gpx4”+Alox15™*).
Zudem zeigen sich keine Unterschiede in Effektivitat der Meiose und den
Spermienzahlen in Testis und Epididymis.

4.6.1 Motilitit der U464 Gpx4”"+Alox15"*-Spermien von Cauda und Caput

Durch einen spermienspezifischen homozygoten Knockout der Gpx4 kommt es
zu einer Infertilitat der Mannchen (Imai et al., 2009). Sie beschrieben bei diesen
Mausen wurden vor allem im Mittelstick der Spermien morphologische Auffalligkeiten.
Die heterozygote Expression einer enzymatisch inaktiven Gpx4 fuhrt zu einer
Subfertilitat. Im Folgenden wurde untersucht, ob sich die Spermien der U46A Gpx4*"
+Alox15"*-Knockin Mause strukturell und funktionell von den Zellen entsprechender
Kontrolltiere unterscheiden.

Zur Charakterisierung der Spermien bestimmten wir zunachst mit Hilfe des
CASA-Programms die Motilitat (siehe Material und Methoden 3.2.19). Dafur wurden von
fiinf U46A Gpx4”*+Alox15"*-Knockin-Mausen und fiinf Wildtyp-Kontrolltieren (U46A
pr4'/'+Alox15+/+) Spermien aus dem Caput und der Cauda der Epididymis isoliert. Bei
Caput-Spermien ist in keinem der untersuchten Motilitatsparameter ein signifikanter
Unterschied festzustellen (p>0,05). Bei Wildtyp-Mausen (U46A Gpx4”+Alox15"*) lag
der Anteil der motilen Spermien, die aus der Cauda des Nebenhodens isoliert wurden,
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durchschnittlich bei 37,1 % (28,0-41,7; 25.— 75. Perzentile). Bei heterozygoten Gpx4-
Knockin-Tieren (U46A Gpx4”*+Alox15™*) erreichte dieser Anteil jedoch nur bei
13,7 % (10,4-27,3; 25.- 75. Perzentile) (Abbildung 4-12 A). Aus diesen Daten konnte
geschlussfolgert werden, dass die Spermien der Gpx4-Knockin-Mause signifikant
(p=0.016) weniger motil waren als die Keimzellen von Wildtyp-Kontroll-Mausen. Auch
der Anteil an progressiv motilen Spermien war bei U46A Gpx4™*+Alox15"*-Mausen mit
54% (4,1-13,7; 25.-75. Perzentile) gegeniiber Wildtyp-Mausen (U46A Gpx4™”
+Alox15"*) mit 28,4 % (17,7-31,0; 25.-75. Perzentile) signifikant (p=0.016) geringer
(Abbildung 4-12B). Der prozentuale Anteil an schnell progressiven Spermien betrug bei
heterozygoten Knockin-Tieren (U46A Gpx4”*+Alox15"*) 1,9% (0,7-10,0; 25.-
75. Perzentile). Damit liegt der Anteil der schnellen Schwimmer signifikant (p=0.009)
unter dem Anteil dieser Zellen (15,3 %; 10,5-21,5; 25.— 75. Perzentile) bei Wildtyp-
Kontrollmausen (Abbildung 4-12 C). Rein rechnerisch ergab sich aus diesen Zahlen,
dass der Anteil immotiler Spermien bei heterozygoten Gpx4-Knockin-Mausen mit
86,5% (72,7-89,6; 25.-75. Perzentile; signifikant (p=0.016) Uber dem Anteil von
Wildtypmausen (62,9 %, 58,3-72,0; 25.—-75. Perzentile) lag (Abbildung 4-12 D).

Im Vergleich der totalen Motilitat der Cauda-Spermien waren die Spermien der
U46A Gpx4”*+Alox15"-Mause sogar besser als die der Wildtyp-Mause (p=0,047;
U46A Gpx4”*+Alox15": 54,38 % (45,65-62,04); U46A Gpx4”+Alox15"*: 37,08 %
(27,99-41,70)). Dies spricht fiir eine Uberkompensation des zusétzlichen Knockouts der
Alox15 bei einem heterozygoten Gpx4-Genotyp.

Die Spermatogenese lauft Uberwiegend im Hoden ab und reife Spermien werden
in den Kopf des Nebenhodens abgegeben. Sie wandern dann durch dieses Organ in
den Schwanz des Nebenhodens. Wahrend ihrer Passage des Organs reifen die
Spermien nach und verbessern ihre Beweglichkeit. Epididymale Cauda-Spermien von
Wildtyp-(U46A Gpx4”+Alox15"*)-Mausen zeigten eine um 707 % (218-2003; 25.-75.
Perzentile) hohere schnell progressive Motilitat im Vergleich zu Caput-Spermien. Im
Gegensatz dazu betrug die Steigerung der progressiven Motilitat bei U46A Gpx4™*
+Alox15"*-Spermien nur 141 % (29-141; 25.—75. Perzentile). Diese Daten belegten,
dass die Steigerung der Motilitdt wahrend der Nebenhodenpassage bei Gpx4-Kockin-
Mausen signifikant (p=0,027) geringer ausfallt als bei Normaltieren. Damit kann
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geschlussfolgert werden, dass der Gpx4-Knockin bei der epididymalen Spermienreifung
eine besondere Rolle spielt.
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Abbildung 4-12: Motilitiit der Spermien aus der Cauda von U464 Gpx4”*+Alox15""-Miusen
im Vergleich zu U464 Gpx4"+Alox15"*-Miusen

Die aus der Epididymis extrahierten Spermien wurden computerassistiert untersucht (siehe 3.2.19). Es
wurden jeweils flnf Tiere von jedem Genotyp untersucht. Im Alox15-Genlocus sind sie jeweils Alox15™".
Die Signifikanz wurde mit Hilfe des Mann-Whitney-U-Tests durchgefiihrt (*p<0,05).

(A) motile Spermien (progessive, kreismotile und lokal motile Spermien)
(B) progressive Spermien (schnell progressiv, langsam progressiv)
(C) schnell progressive Spermien

(D) immotile Spermien

Zusammenfassung: Durch einen funktionellen heterozygoten Knockout der Gpx4 wird
die Motilitat der Spermien signifikant schlechter. Zudem kommt es in der Passage in der
Epididymis zu einer geringeren Steigerung der progressiven Motilitat der U46A Gpx4™*
+Alox15"* -Spermien im Vergleich zum Wildtyp (U46A Gpx4”+Alox15™").
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4.6.2 Morphologische Unterschiede der U464 Gpx4”*+Alox15"" -Spermien im Vergleich
zu U464 Gpx4”+Alox15"" -Spermien

4.6.2.1 Mikroskopische Betrachtung und Beurteilung

Bisher wurden strukturelle Veranderungen von Spermien bei unterschiedlichen
spermienspezifischen Gpx4-Knockout-Modellen untersucht (M. Conrad et al., 2005;
Imai et al., 2009; Schneider et al., 2009). Um zu uberprufen, ob die beobachteten
funktionellen Veranderungen (geringere Motilitat der Gpx4-Knockin-Spermien) von
Strukturanderungen begleitet werden, wurde eine Spermac®-Farbung durchgefuhrt.
Nach der Farbung wurden die Spermien unter 1000-facher Vergrolerung genauer
untersucht und bewertet (3.2.20). Durch die Farbung werden Zellkerne rot, Akrosomen

dunkelgrin und Mittelstucke grun
dargestellt. Bei der Beurteilung wurden
normale Spermien ohne Defekt, von Zellen
mit morphologischen Auffalligkeiten
unterschieden. Es wurde besonderes
Augenmerk auf das Mittelstick gelegt. Es

wurden Auffalligkeiten wie ein Abknicken

’ 20pm im Mittelstick oder ein abgebrochener
| Schwanz quantifiziert (siehe 3.2.20). Im
Abbildung 4-13: Verjiingung als Durchschnitt hatten 4 % (2,5-6,5; 25.-75.
morphologisches Korrelat zur L
fehlenden Mitochondrienkapsel im Perzentile) der U46A Gpx4”’ -Spermien
Bereich des Mittelstiick eines . . ) .
U464 Gpx4™*-Spermiums (n=5) eine Verjungung im Mittelstlick

1000-facher VergroRerung eines U46A Gpx4”*- (Abbildung ~ 4-13).  Dabei ist die

Spermiums mit Augenmerk auf die Verjiingung : . . . ..

im Mittelstiick (). Mitochondrienkapsel im Mittelstlck
unterbrochen und man sah freiliegende

Mikrotubuli. Bei den U46A pr4'/'+Aon15+/+—Wildtypen (n=5) waren weniger als

1 % (0,0-1,0; 25.—75. Perzentile) der Spermien betroffen (p=0,008).

In allen U46A Gpx4” +Alox157*-Spermien fielen UnregelmaBigkeiten im
Mittelstick auf. Trotz blinder Auszahlung war daher eine rasche Zuordnung zum
Genotyp der Maus moglich. Diese morphologischen Unterschiede konnten am besten
als Vergroberung der Struktur des Mittelstuck charakterisiert werden, die sich als

Kornung darstellt. Diese Vergroberung spiegelte eine irregulare Struktur der
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Mitochondrienkapsel des Mittelsticks wieder. Zur besseren Objektivierbarkeit wurde
diese morphologische Kornung in drei Schweregrade aufgeteilt und die Zellen
morphometrisch ausgewertet. Dazu wurden an zehn unterschiedlichen Stellen des
Praparats, die zufallig ausgewahlt wurden, jeweils zehn Spermien bewertet. Grad 1
beschreibt ein normales Spermium mit durchgangig grinem Mittelstick und gerade
verlaufender Plasmamembran. Grad 2 beschreibt Spermien, deren Mittelstucke gewellt
erscheinen und deren Farbe nicht vollstandig grun ist. Grad 3 Spermien sind Spermien,
die groRe Durchmesserschwankungen aufweisen und deren Mittelsticke wiederum
nicht vollstandig griin erscheinen. U46A Gpx4”+Alox15"*-Spermien hatten {iber 90%
normale Spermien (Grad 1: 95,0 % (90,0-100,0; 25.—75. Perzentile), Grad 2: 5,0 % (0,0-
10,0; 25.—75. Perzentile)). Im Gegensatz dazu wurden bei U46A Gpx4”*-Knockin-
Mause keine Grad 1-Spermien gefunden. Bei diesen Tieren konnten im Schnitt 40,0 %
(28,0-58,0; 25.-75. Perzentile) Grad 2 und 60,0 % (42,0-72,0; 25.— 75. Perzentile)
Grad 3-Spermien festgestellt werden. Der Anteil an Grad 1- und Grad 3- Spermien ist
mit  p=0,005 signifikant unterschiedlich. Bei Grad 2-Spermien betragt der
Signifikanzgrad p=0.009 (Abbildung 4-14).

Zusammenfassung: U46A Gpx4”*+Alox15"*-Spermien haben signifikant haufiger eine
unterbrochene Mitochondrienkapsel im Mittelstick. Normale (Grad 1) Spermien werden
bei U46A Gpx4”*+Alox15"*-Tieren nicht gefunden, wahrend stark gekdrnte Grad 3
Spermien bei Wildtyp-Mausen (U46A pr4'/'+Aon15+/+) nicht nachweisbar waren.
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Abbildung 4-14: Morphologie der Mittelstiicke der Spermien von Madiusen mit einem
heterozygoten enzymatischen Knockin der Gpx4 im Vergleich zu einem Wildtyp

Die Spermien wurden aus der Epididymis extrahiert und mit der Spermac®-Farbung gefarbt (siehe
,Material und Methoden®). Im Alox15-Genlokus sind die Spermien jeweils Alox15+/+(VViIdtyp). Die
Unterscheidung in Grade erfolgte auf Grund der morphologischen Unterschiede im Mittelstiick. Grad 1
beschreibt normale Spermien, Grad 2 beschreibt moderate Veranderungen und Grad 3 starke
Veranderungen des Mittelstlicks. Die Signifikanz wurde mit Hilfe des Mann-Whitney-U-Tests
durchgefiihrt (*p<0,05).
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4.6.2.2 Elektronenmikroskopie und Immunogoldfirbung der U464 Gpx4'*+Alox15""-

Spermien

Zur genaueren Charakterisierung der morphologischen Besonderheiten wurden
die Spermien mittels der Transmissions-Elektronenmikroskopie untersucht. Als
morphologisches Korrelat fur die im Mikroskop beschriebenen morphologischen
Auffalligkeiten im Mittelstlck zeigten sich geschwollene Mitochondrien. Es waren auch
Vakuolen in den Mitochondrien und eine irregulare Anordnung der Mitochondrien
innerhalb der mitochondrialen Kapsel zu sehen (Abbildung 4-16). Diese Auffalligkeiten
zeigten sich in allen gesichteten Mittelstiicken der U46A Gpx4”*+Alox15"*-Spermien,
unabhangig davon, ob die Spermien aus dem Caput oder aus der Cauda des
Nebenhodens isoliert wurden. Die oben genannten Verjingungen im Mittelstick waren
als freiliegende Mikrotubuli der Mittelstlcke sichtbar.

Um die subzellulare Verteilung der Gpx4 in den Spermien zu untersuchen,
wurden Immunogold-Untersuchungen mit Spermien von Wildtyp-Mausen(U46A Gpx4™”"
+Alox15"*) und heterozygoten U46A Gpx4* +Alox15"”*-Mausen durchgefiihrt. Zu
diesem Zweck wurde ein monoklonaler Anti-Gpx4-Antikorper (Borchert et al., 2006) zur
Immunfarbung eingesetzt. Die Antigen-Antikorperkomplexe wurden dann mit einem
goldmarkierten Anti-Maus-IgG-Antikorper detektiert. Dabei wurde festgestellt, dass die
Gpx4 sowohl bei Wildtyp-Mausen (U46A pr4'/'+Alox15+/+) als auch in den Gpx4-
Knockin Tieren (U46A Gpx4”*+Alox15"") im Zytosol, im Zellkern und in den
Mitochondrien nachzuweisen ist (Abbildung 4-15). Dabei ergaben sich keine
Unterschiede zwischen Caput- und Cauda-Spermien. Bisher wurde das Vorkommen
der Gpx4 in den Plasmatropfen nicht beschrieben. Diese temporaren Zellorganellen, die
wahrend der Spermienreifung gebildet wurden und zytosolische Zellkomponenten
enthalten, die in den spateren Reifungsstadien der Spermien nicht mehr gebraucht
werden, enthielten entsprechend unserer Immunfarbungen groRe Mengen an Gpx4.
Frihere experimentelle Ergebnisse haben gezeigt, dass diese temporaren
Zellorganellen die Alox15 enthalten (K. A. Fischer et al., 2005).
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Caput Plasmatropfen (U46A Gpx4”+Alox15™")  Caput Plasmatropfen (U46A Gpx4”*+Alox15"")

Cauda Kopf (U46A Gpx4”*+Alox15"")

Cauda Mittelstiick (U46A Gpx4™+Alox15™")

Abbildung 4-15: Immunogoldfirbung von Spermien aus Caput und Cauda von U464 Gpx4” - und
U464 Gpx4”*-Miusen

Die Immunogoldférbung der verschiedenen Teile des Spermiums zeigte die Lokalisation der Gpx4. Die
Goldpartikel sind als schwarze Punkte erkennbar.
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Caput

U46A Gpx4”+Alox15™* U46A Gpx4™*+Alox 15"

Cauda

Abbildung 4-16 Transelektronenmikroskopische Aufnahmen von Spermien aus Caput und
Cauda von U46A Gpx4”*+Alox15""- und U464 Gpx4+AloxI5”"-Miusen mit besonderem
Augenmerk auf dem Mittelstiick

Die Gewinnung und Farbung der Spermien ist in ,Material und Methden* beschrieben. Die Aufnahmen
zeigen Mittelstlicke. Es sind charakteristische Mittelstiicke von Grad 3 Veranderungen der U46A pr4'/+
+Alox15"*-Spermien sowie Mittelstiicke von normalen Wiltyp-(U46A Gpx4” +Alox15"*)Spermien

(Grad 1) dargestellt. Der MaRstab betragt 2um.

Zusammenfassung: Durch einen heterozygoten Knockin der Gpx4 (U46A Gpx4”*

+Aon15+/+) andert sich die Morphologie des Mittelstlicks der Spermien und die
Anordnung der Mitochondrien innerhalb der mitochondrialen Kapsel. Die Mitochondrien
selbst erscheinen geschwollen und tragen teilweise intramitochondriale Vakuolen. Mit
Hilfe der Immunogoldfarbung wurde die Gpx4 in Zellkern, im Zytosol, in den
Mitochondrien und im Plasmatropfen nachgewiesen.
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4.6.2.3 Vitalitit der U464 Gpx4”+Alox15""- und U464 Gpx4”*+Alox15"*-Spermien

Mit Hilfe einer Rhodamin-123-Propidiumjodid-Farbung wurde die Vitalitat der
Spermien untersucht. Rhodamin-123 fluoresziert und farbt aktive Mitochondrien grun
an. Propidiumjodid penetriert in den Zellkern von nicht vitalen Spermien und farbt
diesen rot. Bei einer untersuchten Anzahl von funf Tieren pro Genotyp zeigten sich
keine Unterschiede in der Anfarbbarkeit der Spermien. Bei der Auswertung der
Farbungen fiel auf, dass von einem Teil der Spermien sowohl Rhodamin-123 als auch
Propidiumjodid aufgenommen wurde. Diese Spermien wurden als ,ehemals aktiv*
eingeordnet, sind aber gerade dabei, ihre Integritdt zu verlieren. Dieses
Zwischenstadium gab es in dhnlichen Anteilen sowohl bei dem U46A Gpx4”*+Alox15"*-
als auch bei den U46A Gpx4”+Alox15"*-Tieren.

Zusammenfassung: Es finden sich keine Unterschiede in der Vitalitat der Spermien im
Vergleich von U46A Gpx4”*+Alox15"*- und U46A Gpx4”+Alox15"*-Mausen.

4.7 Spermien der U46A4 pr4'/ *+Alox15"-Maus

Bisher wurden Unterschiede in der Motilitat und der Morphologie der U46A Gpx4
“+Alox15"*-Spermien im Vergleich zu U46A Gpx4”+Alox15"*-Wildtypspermien
beschrieben. Obwohl die Expression von LOX im Testis schon vor vielen Jahren
beschrieben wurde (Dix et al., 1985), gibt es bisher nur wenig Daten zu Rolle der
Alox15 bei der Spermatogenese. Dabei konnte nachgewiesen werden, dass ein
systemischer Knockout der Alox15 zu einer subtilen Subfertilitat der Tiere fuhrt im
Vergleich zu Wildtyp-Mausen (K. A. Fischer et al., 2005; K. Moore et al., 2010). Ob ein
homozygoter Knockout der Alox75 auch die Morphologie von U46A Gpx4”*+Alox15"*-

Spermien beeinflusst, wurde im Folgenden untersucht.

4.7.1 Verinderung der Testisparameter bei einer zusitzlichen homozygoten
Inaktivierung der Alox15 in heterozygoten U464 Gpx4” +Alox15"" -Miusen

Wie in 4.5 beschrieben, kam es bei U46A Gpx4”*+Alox15"-Méusen zu einer
verbesserten Fertilitat (erhohte Trachtigkeitsrate, erhohte Nachkommenzahl pro Wurf)
im Vergleich zu U46A Gpx4”*+Alox15"*-Tieren. Ob sich diese funktionelle
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Kompensation der  Subfertilitdt auch  morphologisch in  Gonaden und

Spermienparametern nachweisen lasst, sollte im Folgenden untersucht werden.

Als Ubersichtsparameter fiir die Gonadenmorphologie wurden dafiir zunachst die
Hodengewichte quantifiziert. Bei U46A Gpx4”*+Alox15"*-Mausen variierten die
Hodengewichte zwischen um 3,0 mg/g Korpergewicht (2,7-3,4, 25.— 75. Perzentile, n=8,
Abbildung 4-17). Durch einen zusatzlichen systemischen Knockout des Alox15-Gens
(U46A Gpx4”*+Alox15") erhéhten sich die Hodengewichte signifikant (p<0.001). Bei
diesen Tieren lagen Hodengewichte um 4,0 mg/g Korpergewicht (3,7-4,7, 25.— 75.
Perzentile, n=11, Abbildung 4-17). Alox15-Knockout-Mause, die im Gpx4-Genort zwei
Wildtyp-Allele  trugen (U46A Gpx4”+Alox15"), zeigten ein durchschnittliches
Testisgewicht von 3,6 mg/g Korpergewicht (3,5-4,0, 25. -75. Perzentile, n=8), wobei
sich keine signifikanten Unterschiede (p=0.125) zu U46A Gpx4" +Alox15"-Mausen
nachwiesen lielken. Bei der absoluten Zahl der Spermien, die aus dem Testis und den
einzelnen Abschnitten der Epididymis (Caput, Cauda) isoliert wurden konnten, ergaben
sich keine signifikanten (p>0.05) Unterschiede zwischen den Mausen verschiedener

Genotypen.
*
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Abbildung 4-17: Testisgewicht in mg/g Kérpergewicht bei U464 Gpx4™*-, U464 Gpx4™
+Alox15"- und U46A Gpx4” +Alox15"-Miusen

Nach Entnahme und Praparation wurde das Kérpergewicht und das Testisgewicht bestimmt. U46A Gpx4
"+Alox157: 11 Mause; U46A Gpx4’+Alox15":8 Mause, U46A Gpx4’*+Alox15"": 8 Mause. Die
Signifikanz wurde mit Hilfe des Mann-Whitney-U-Tests durchgefiihrt (*p<0,05).
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Durch einen Knockout der Alox15” kam es unabhangig vom Gpx4-Genotyp zu
vergroRerten Hoden. In einem morphologischen Vergleich des Verhaltnisses von
tubularen zu interstitiellen Flachen waren zwischen U46A pr4'/++Alox15'/'-, U46A
Gpx4”*+Alox15"*- und U46A Gpx4”+Alox15"-Mausen keine Unterschiede aufgefallen
(p>0,05).

Durch Kombination der DAPI-Farbung mit der Durchflusszytometrie konnen
verschiedene Reifestadien der Spermien wahrend der Spermatogenese differenziert
werden. Damit war es moglich, Beeintrachtigungen der Effektivitat der Spermatogenese
zu quantifizieren und einen Arrest des Reifungsprozesses zu definieren. Dabei ergaben
sich keine signifikanten Unterschiede innerhalb der Spermienreifung bei den
verschiedenen Genotypen (n=5).

Zusammenfassung: Die funktionelle Inaktivierung des Alox15-Gens fuhrt zu einer
VergroRerung des Testis unabhangig davon, ob der Gpx4-Genlokus durch zwei
Wildtyp-Allele (U46A Gpx4”+Alox15") oder durch ein Wildtyp-Allel und ein Knockin-
Allel (U46A Gpx4™+Alox15”) besetzt ist. Es gibt keine signifikanten Unterschiede in der
Effektivitat der Spermatogenese und der Anzahl der praparierbaren Spermien bei den
Tieren mit den drei untersuchten Genotypen (U46A Gpx4”+Alox15™*, U46A Gpx4™
+Alox15”, U46A Gpx4™ +Alox157).

4.7.1.1 Motilitit der U464 Gpx4”*+Alox15"-Spermien aus Cauda und Caput

Heterozygote Gpx4-Knockin Mause (U46A Gpx4”*+Alox15") zeigten im
Vergleich zu Wildtyp-Kontrollen (U46A pr4'/'+Alox15+/+) eine verminderte Fertilitat
(Abbildung 4-12). Die reduzierte Fertilitat verbesserte sich jedoch durch einen
homozygoten Knockout der Alox15 (U46A Gpx4”’*+Alox15”). Im Folgenden sollte
uberpruft werden, ob die verbesserte Fertilitat auf eine Erhohung der Spermienmotilitat

zuruckzufihren ist.

Die Motilitidtsparameter der Caputspermien von U46A Gpx4”*+Alox157-Mause
waren weder im Vergleich zu denen von der U46A Gpx4”*+Alox15"*-M&use noch zu
denen von U46A Gpx4”+Alox15"-Mause signifikant verdndert (Kruskal-Wallis-H-Test:
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p>0,05, n: jeweils funf Tiere). Bei den U46A Gpx4”*+Alox15"-Tieren lag der
Prozentsatz aller motilen Spermien bei 54,4 % (45,7-62,0; 25.-75. Perzentile). Der
Anteil der progressiv motilen Spermien erreichte hier 34,1 % (25,5-42,8; 25.-75.
Perzentile). Es gab einen Anteil von 22,0 % (14,8-30,7; 25.-75. Perzentile) schnell
progressiven Spermien und einen Anteil von 45,6 % (38,0-54,3; 25.-75. Perzentile) an
immotilen Spermien (siehe Abbildung 4-18).

Wahrend ihrer Wanderung vom Caput zur Cauda des Nebenhodens erhoht sich
normalerweise die Motilitat der Spermien. Diesen Prozess bezeichnet man als
epididymale Spermienreifung. In unseren Experimenten kam es bei der
Epididymispassage zu einer Steigerung der progressiven Motilitat um 173 % (135-591;
25.-75. Perzentile) bei U46A Gpx4”*+Alox15”"-Spermien. Diese war vergleichbar mit
der Steigerung der progressiven Motilitit der U46A Gpx4”*+Alox15"*-Spermien
(p>0,05). Die Motilitat der U46A Gpx4”*+Alox15"*-Spermien erhéhte sich um 141 %.

Fur die U46A Gpx4**+Alox15"-Tiere lag der Anteil der motilen Spermien bei
46,7 % (28,4-60,5; 25.-75. Perzentile). Es gab 36,1 % (15,7-43,1; 25.-75. Perzentile)
progressive Spermien und 20,5 % (6,9-28,0; 25.-75. Perzentile) schnell progressive
Spermien. Der Prozentsatz der immotilen Spermien lag bei 53,3 % (39,5-71,6; 25.-75.
Perzentile) (siehe Abbildung 4-18, n=5).

Die Motilitat der Alox15”-Spermien aus dem Caput war in folgenden Parametern

+/+

signifikant besser als die der Alox15" -Spermien: Anteil an Spermien mit totaler
(p=0,028), progressiver (p=0,028), schnell progressiver (p=0,047), lokaler (p=0,028)
Motilitat und Anteil immotiler Spermien (p=0,028). Es sind jeweils funf Tiere untersucht
worden. Wahrend im Caput die Motilitat signifikant verbessert war, glich sich diese im

Cauda bei Alox15"* und Alox15” wieder an.
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Abblldung 4-18: Motllltat der U46A pr4 +Alox15 -Spermien im Vergleich zu den U464
pr4 *+Alox15"*- und U464 Gpx4”+Alox15"-Spermien

Spermien wurden extrahiert und ihre Motilitdten computergestutzt bestimmt (siehe ,Material und
Methoden®). Es wurden jeweils von finf Mannchen Spermlen entnommen (Mannchen mit U46A pr4 -
Genotyp, homozygot defizienten Alox15-Mannchen (Alox15 )yund Mannchen die sowohl fur die Alox15
homozygot als auch fur die Gpx4 heterozygot defizient sind (U46A pr4 *+Alox15” ’)). Die Signifikanz
wurde mit Hilfe des Mann-Whitney-U-Tests durchgefiihrt (*p<0,05).

(A) motile Spermien (progessive, kreismotile Spermien und lokal motile)
(B) progressive (vorwarts motile Spermien: schnell progressiv, langsam progressiv)
(C) schnell progressive Spermien

(D) immotile Spermien

Zusammenfassung: Durch eine zusatzliche homozygote Alox15-Defizienz wird die
verschlechterte Motilitdt in den Cauda-Spermien eines U46A Gpx4”*+Alox15™*-Tieres
verbessert. Ein alleiniger homozygoter Knockout der Alox15 (U46A Gpx4”+Alox15”")
induziert im Caput eine Verbesserung der Motilitat im Vergleich zu einem Wildtyp
(U46A Gpx4”+Alox15**). In der Cauda gleichen sich deren Werte wieder an.
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4.7.2 Morphologische Unterschiede der U464 Gpx4”*+Alox15"-Spermien im Vergleich zu
U464 Gpx4”+Alox15"" - und U464 Gpx4” +Alox15"*-Spermien

4.7.2.1 Morphologie der U464 Gpx4”*+Alox15"-Spermien

Fiar ihre Motilitat bendtigen Spermien Energie, wobei noch nicht vollstandig
geklart ist, ob die mitochondriale Atmung die Hauptquelle fur die ATP-Synthese von
Spermien ist. Durch systemische Inaktivierung des Alox15-Gens bei heterozygoten
U46A Gpx4”*-Mausen (U46A Gpx4”*+Alox15") verbessert sich die Motilitit. Fiir die
Beantwortung der Frage, ob sich die morphologischen Auffalligkeiten der heterozygoten
Knockin-Spermien durch einen zusatzlichen Knockout der Alox15 ruckgangig machen
lassen, wurden vergleichend U46A Gpx4”*+Alox15”-Spermien und U46A Gpx4”*
+Alox15"*-Spermien (n=5) mit der Spermac®-Farbung gefarbt und ihre Morphologie
beurteilt.

Die Spermien der U46A Gpx4”*+Alox15"-Tiere hatten 0,0 % (0,0-78,5, 25. -
75 Perzentile) Spermien mit einem normalen Mittelstick (Grad 1). Grad 2
Mittelstickdefekte gab es im Durchschnitt bei 44,0 % (21,5-63,0, 25. -75 Perzentile) der
Spermien. Starke Veranderungen (Grad 3) im Mittelstick gab es bei 36,0 % (00,0-
46,5, 25. -75 Perzentile) der Spermien (siehe Abbildung 4-19). Ahnliche Werte ergaben
sich auch fiir die Spermien von U46A Gpx4™*+Alox15**-Tiere.

Daraus konnte geschlussfolgert werden, dass ein zusatzlicher systemischer
Knockout des Alox15-Gens die morphologischen Defekte, die durch den heterozygoten
Knockin des U46A Gpx4-Allels induziert wurden, nicht abschwacht (Abbildung 4-19,
p>0,05). U46A Gpx4”*+Alox15"-Spermien hatten weniger Grad 1-Spermien im
Mittelstiick (p=0,009) als der Wildtyp (U46A Gpx4”+Alox™*). Sie hatten signifikant mehr
Spermien mit leichten morphologischen Defekten im Mittelstick (Grad 2: p= 0,009). Die
groRe Streuung kam durch eine hohe morphologische Heterogenitat der U46A Gpx4”*
+Alox15”-Spermien zustande.
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Abbildung 4-19: Morphologie der Mitochondrien der Spermien der U464 pr4'/++Aon15'/ -
Knockin-Spermien im Vergleich zu U464 Gpx4™* - und U464 Gpx4”+Alox15"*-Spermien

Spermien wurden aus der Epididymis extrahiert und mit der Spermac®-Farbung gefarbt (siehe
»Material und Methoden). Die Unterscheidung in Grade erfolgte aufgrund der morphologischen
Unterschiede im Mittelstiick. Grad 1 beschreibt normale Spermien, Grad 2 beschreibt moderate
Veranderungen und Grad 3 starke Veranderungen des Mittelstlicks. Die Signifikanz wurde mit Hilfe
des Mann-Whitney-U-Tests durchgefihrt (*p<0,05).
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U46A Gpx4”+Alox15"* U46A Gpx4™*+Alox15™"

Abbildung 4-20 Transmissions-elektronenmikroskopische Aufnahmen von Spermien von
U464 pr4'/++Alox15'/ -Miiusen mit besonderem Augenmerk auf dem Mittelstiick

Die Gewinnung der Spermien und die Elektronenmikroskopie ist in 3.2.21 beschrieben. U46A pr4'/+
+Alox15"-Tiere wiesen Unterschiede in den Mittelstiicken auf. So gibt es Tiere, die Spermien wie U46A
Gpx4”*+Alox15™*-Tiere (vgl. Tier 413), wahrend andere wie U46A Gpx4” +Alox15™*-Tiere (vgl. Tier 221)
hatten. Der MaRstab ist in den Bildern eingefligt und entspricht 2um.

Wir stellten bei unseren Untersuchungen fest, dass es unter den U46A Gpx4*"
+Alox157-Mausen Tiere gab, deren Spermien wie die von U46A Gpx4”*+Alox™"*-
Mausen aussahen (starke morphologische Veranderungen). Andererseits gab es auch
Tiere, deren Spermien morphologisch denen von Wildtyp-Mausen (U46A-pr4'/'
+Aon+/+)—Méiusen ahnelten (Abbildung 4-20 Tier 221, Abbildung 4-20 Tier 413). Trotz
der Heterogenitat in der Morphologie der Mittelsticke waren die U46A Gpx4”*+Alox15"
-Spermien motiler als die Spermien der U46A Gpx4”*+Alox15"*-Mause.

Zusammenfassung: Ein zusitzlicher homozygoter Knockout der Alox15” fiihrt bei
einem Teil der heterozygoten U46A-Gpx4* -Knockin-Mause (U46A Gpx4”*+Alox15")
zu einer Kompensation der morphologischen Veranderungen, die durch einen
heterozygoten U46A Gpx4-Knockin (U46A Gpx4”*+Alox15"*) entstehen. Entweder
kommt es bei den U46A Gpx4”*+Alox15”-Spermien nur zu geringen morphologischen
Veranderungen oder die Spermien dhneln denen, die aus U46A-Gpx”*-Tieren prapariert

worden sind.
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4.7.3 Oxidativer Status der Spermien

Die Alox15 und die Gpx4 sind enzymatische Gegenspieler im Stoffwechsel von
Hydroperoxylipden (Kuhn et al., 2002). Wahrend die Alox15 mehrfach ungesattigte
Fettsauren zu den entsprechenden Hydroperoxiden oxidiert, werden die
Hydroperoxyfettsauren von der Gpx4 zu den entsprechenden Alkoholen reduziert.
Durch die katalytische Wirkung der Gpx4 reduziert sich der zellulare Gehalt an
Hydroperoxylipden, so dass eine wichtige Quelle von freien Radikalen eliminiert wird.
Die freien Radikale konnten in der Folge Sekundarreaktionen initiieren, die eine
verstarkte Oxidation von Membranlipiden bewirken konnten. Mit Hilfe der RP-HPLC
kann das Verhaltnis von oxygenierten Polyenfettsauren (OH-FA) zu nicht-oxygenierten
Polyenfettsauren (PUFA) bestimmt werden, das als ein verlassliches Malk des

Oxygenierungsgrades der Membranlipide angesehen werden kann.

Durch einen heterozygoten Knockin der enzymatisch inaktiven U46A-Variante
der Gpx4 kam es weder bei Caput- noch bei Cauda-Spermien zu einer Veranderung
des Oxygenierungsgrades der Membranlipide, wenn verschiedene Genotypen
miteinander verglichen wurden. So zeigten z.B. Spermien, die aus U46A-Gpx4”
+Alox157-Mausen isoliert wurden, ein &hnliches OH-PUFA/PUFA-Verhaltnis der

Membranlipide wie Spermien von U46A-Gpx4”*+Alox15”-Mausen.
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Abbildung 4-21: Membranoxidationsgrad von Spermien aus Cauda und Caput

Nachdem die Spermien und anschlieRend deren komplette Membranlipide extrahiert wurden, wurden
die veresterten Fettsduren hydrolisiert und die Lysate mit der HPLC analysiert (siehe 3.2.12). Es ist das
Verhaltnis (in %) von oxygenierten Polyenfettsduren zu nicht-oxygenierten Polyenfettsduren in der
Lipidmembran der Spermien dargestellt. Die Signifikanz wurde mit Hilfe des Mann-Whitney-U-Tests
durchgefiihrt (*p<0,05).

(A) Verhaltnis von HETE/langkettigen Fettsiuren in Caput und Cauda von U46A Gpx4”*- und U46A
Gpx4'*Alox15"*-Tieren. (jeweils n=8)

SB) Verhaltnls von HETE/Iangkettlgen Fettsduren in Caput und Cauda von U46A Gpx4™*- | U46A Gpx4
*+Alox15” - und Alox15”-Tieren (jeweils n=8)

Zusammenfassung: Weder die heterozygote Expression der katalytisch inaktiven
U46A Gpx4-Variante, noch der systemische Knockout der Alox75 induziert in den
Spermien einen signifikant veranderten Oxidationsgrad der Membranlipide. Auch die
Kombination beider genetischer Manipulationen ein kombinierter Knockout (U46A
Gpx4”*+Alox15") fihrt zu keiner Anderung.
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5 Diskussion

Die Gpx4, als Teil der Familie der Selenoproteine, ist sowohl fur die
Embryonalentwicklung (Imai et al., 2003; Yant et al., 2003) als auch fir das Uberleben
adulter Mause bedeutsam (Yoo et al., 2012). Auf Grund der Funktion der Gpx4 als
endogener Lox-Inhibitor (Schnurr et al., 1996; Wendel et al., 2009) konnte es durch ein
Defizit der Gpx4 zu einer vermehrten Lipidperoxidation durch die Alox15 oder zu einer
erhohten Leukotrienbiosynthese durch die Alox5 kommen. Weiterhin wird vermutet,
dass die Funktionalitat anderer LOX-Isoformen (z.B. Alox12b, Aloxe3) dysreguliert
werden konnte, was Probleme bei der epithelialen Differenzierung hervorrufen konnte
(Brash et al., 2007; Krieg et al., 2013). Zum anderen konnte ein Fehlen der Gpx4 als
Strukturprotein zu fur die embryonale Letalitdt von Gpx4-Knockout-Embryonen
verantwortlich sein. Zu Beginn meiner Forschungsarbeiten gab es bereits Keimbahn-
Knockout-Modelle der Gpx4. Es existierte jedoch noch kein In-vivo-Modell mit dem
uberpruft werden konnte, ob die Expression einer katalytisch inaktiven Gpx4-Variante
zu ahnlichen funktionellen Veranderungen fuhren wurde wie die systemische
Inaktivierung des Gpx4-Gens. Hauptziel des ersten Teils meiner Dissertation war es
deshalb herauszufinden, ob die homozygote Expression einer katalytisch inaktiven
Gpx4 (U46A-Mutante) ahnlich wie der systemische Keimbahn-Knockout zu einem
embryonal letalen Phanotyp fuhrt und ob die Inaktivierung des Alox15-Gens den Gpx4-
Mangel ausgleichen kann. Da die Gpx4 eine wesentliche Rolle bei der Spermatogenese
spielt, sollte im zweiten Teil meiner Arbeit untersucht werden, ob heterozygote Knockin-
Mause, welche die inaktive Enzymvariante exprimieren, Defizite in der Spermatogenese
aufweisen. Auch hier sollte anschlielfend geklart werden, ob die Inaktivierung des
Alox15-Gens die defizitare Spermatogenese normalisieren und damit die Fertilitat

verbessern kann.

5.1 Bedeutung der Gpx4 in der Embryogenese

Die Gpx4 stellt ein besonderes Selenoprotein dar. Neben der Wirkung als
Peroxid-reduzierendes Enzym besitzt die Gpx4 auch eine Funktion als Strukturprotein
(Brigelius-Flohe, 1999). Ein systemischer Knockout des Gpx4-Gens ist embryonal letal
(Garry et al., 2008; Imai et al., 2003; Yant et al.,, 2003). Aus den bisherigen Gpx4-
Knockout-Modellen liel3 sich jedoch nicht ableiten, ob die embryonale Letalitat auf den

Verlust der Enzymaktivitat oder auf das Fehlen des Strukturproteins zurtickzufuhren ist.
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Mit Hilfe des vorgestellten U46A Gpx4-Knockin-Maus-Modells lasst sich diese Frage
beantworten. Durch die Verwendung des U46A Gpx4-Knockin-Modells konnte erstmals
gezeigt werden, dass ein Verlust der enzymatischen Aktivitdt der Gpx4 zur
embryonalen Letalitat fuhrt. Die Mutation des Selenocysteins im aktiven Zentrum zum
Alanin fuhrt zur kompletten katalytischen Inaktivierung des Enzyms (Scheerer et al.,
2007).

Heterozygote U46A Gpx4”*-Knockin-Mause sind lebensfahig, fertil und zeigen
keine offensichtlichen phanotypischen Auffalligkeiten. Aus dem von uns vorgestellten
Knockin-Modell Iasst sich schlieRen, dass die embryonale Letalitat auf den Verlust der
enzymatischen Funktion der Gpx4 zuruckzufuhren ist. Der Zeitpunkt der embryonalen
Letalitat verandert sich im Vergleich zu anderen Gpx4-Knockout-Mausen nicht (Imai et
al., 2003; Yant et al., 2003). Die Publikation von Ingold et al. (2015), die kurz nach der
ersten Publikation (Brutsch et al., 2015) erschienen ist, konnte dies bestatigen.

Uber die genaue Funktion der Gpx4 in der Embryogenese kann an dieser Stelle
nur spekuliert werden. Allerdings konnte durch den enzymatischen Knockout gezeigt
werden, dass die Gpx4 mit ihrer enzymatischen Funktion fur die Embryogenese
unerlasslich ist. Als moglicher Ansatzpunkt flur eine mechanistische Erklarung der
embryonalen Letalitat dient der Zeitpunkt des intrauterinen Absterbens der Embryonen:
i) Durch den Zeitpunkt der Letalitat sowie Nachweise der Gpx4 im Ektoderm kann eine
Rolle der Gpx4 in der Entwicklung des zentralen Nervensystems diskutiert werden
(Borchert et al., 2006; M. A. Hill, 2015). ii) Auch eine allgemeinere Rolle der Gpx4 in der
Gastrulation oder bei der Differenzierung kann moglich sein, da homozygote
Embryonen auch eine unzureichende Hohlenbildung in der Gastrulation aufweisen (M.
A. Hill, 2015; Imai et al., 2003). Zudem beginnt die Gastrulation zum Zeitpunkt des
Absterbens der homozygoten Embryonen. iii) Es werden zu diesem Zeitpunkt die ersten
hamatopoietischen Zellen im Dottersack gefunden (M. A. Moore et al., 1970). Zudem
kommt es durch eine Gpx4-Defizinez zur Nekroptose der Erythrozytenvorlauferzellen
(Canli et al., 2015). Durch eine selen-defiziente Diat kommt es zu hamatopoietischen
Veranderungen (Kaushal et al., 2011). Eine Rolle der Gpx4 in der Differenzierung der

Erythrozyten ist demnach denkbar.

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass der homozygote Verlust der
enzymatischen Funktion der Gpx4 zur Letalitdt der Embryonen fuhrt. Dieser Befund
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wurde unabhangig voneinander an zwei verschiedenen Knockin-Modellen bestatigt
(Brutsch et al., 2015; Ingold et al., 2015). Der Zeitpunkt der embryonalen Letalitat
andert sich nicht. Die Gpx4 als Strukturprotein hat keinen Einfluss auf die embryonale
Letalitat der Gpx4.

5.2 Charakterisierung der U464 Gpx4” +Alox15""-Miuse

In heterozygoten Gpx4-Knockout-Mausen kam es auf Grund des Verlusts der
Expression eines Gpx4-Allels zur verminderten mRNA- und Protein-Expression (Yant et
al., 2003; Yoo et al., 2012). Bei einem heterozygoten enzymatischen Knockin der Gpx4
fanden wir ein vergleichbares mRNA-Level bei U46A Gpx4”+Alox15"*- und
U46A Gpx4”*+Alox15"*-Mausen. Auf Proteinebene konnte eine erhdhte Gpx4-
Expression in allen untersuchten Geweben mittels Immunoblotting nachgewiesen
werden. Dabei muss betont werden, dass der eingesetzte Antikorper (Borchert et al.,
2006) nicht zwischen dem Wildtyp- (U46) und dem Knockin-Protein (U46A)
unterscheiden kann, so dass keine Aussage daruber gemacht werden kann, ob beide
Gpx4-Varianten in ahnlicher Menge exprimiert werden oder ob eine der beiden
Proteinvarianten dominiert. Auf RNA Ebene ist das Verhaltnis der Expression von
Wildtyp-(U46)- und Knockin-(U46A)-Allel in den untersuchten Geweben der Knockin-
Mause identisch (Brutsch et al., 2015). Es stellt sich die Frage, ob es posttranslational
zu einer verstarkten Expression des Gpx4-Gens kommt, um den Verlust an katalytisch
aktivem Enzym auszugleichen. Die erhohte Konzentration des Gpx4-Proteins konnte
darauf hinweisen, dass es durch die enzymatische Inaktivierung der Gpx4 zu einer
kompensatorisch erhdohten Synthese von Gpx4 kommt. Diese Regulation muss
posttranskriptional stattfinden, da wir vergleichbare mRNA-Konzentrationen fur die
Wildtyp-Gpx4 (U46) und ihre U46A-Variante nachweisen konnten. Mechanistisch
konnte es zu einer vermehrten Translation beider mRNA-Spezies oder zu einer
Stabilisierung der mRNA kommen. Des weiteren ist es moglich, dass die erhohte
Proteinkonzentration auf Grund einer erhohten Translationseffizienz des U46A-Allels
zustande kommt (Gonzalez-Flores et al., 2013). Die geringere enzymatische Aktivitat
der Gpx4 ist am ehesten auf den heterozygoten Verlust und beziehungsweise oder auf

eine nicht vollstandige Kompensation zurtckzufuhren.

In Testis, den Nieren und im Gehirn konnten wir eine verminderte enzymatische

Aktivitat der Gpx4 nachweisen. In den anderen untersuchten Geweben kam es zu
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keinem Unterschied der enzymatischen Aktivitat. Auch Garry et al. (2008) zeigten, dass
es bei einem heterozygoten Knockout der Gpx4 in Testis und Leber zu einer
verminderte Aktivitdat kommt. Die Aktivitat der Gpx4 im Gewebe wurde mit Hilfe des
gekoppelten optischen Tests unter Verwendung von Phospholipidhydroperoxid als
Substrat bestimmt. Phospholipidhydroperoxide werden spezifisch nur von der Gpx4
umgesetzt (Maiorino et al., 1990). Somit konnten wir sicherstellen, dass die
gemessenen Aktivitaten der Gpx4 nicht durch Aktivitdten der anderen
Glutathionperoxidasen beeinflusst werden. Bei einem Austausch des Selenocysteins
durch ein Serin kommt es zu einer isolierten verminderten Aktivitat in der Leber (Ingold
et al., 2015).

Zusammenfassend kann man sagen, dass es durch einen heterozygoten
enzymatischen Knockin der U46A Gpx4 zu einer erhOhten Proteinkonzentration der
Gpx4 bei teilweise verminderter Enzymaktivitat kommt.

5.3 Bedeutung der Gpx4 als endogener LOX-Inhibitor

Die Alox15 und die Gpx4 werden als Gegenspieler in der Regulation des
Peroxidtonus angesehen (Forman et al., 2014). In embryonalen Gpx4-defizienten
Fibroblasten wurde gezeigt, dass ein Gpx4-Knockout zur Apoptose fuhrt. Durch den
Einsatz von LOX-Hemmstoffen konnte der Zelltod verhindert werden (Seiler et al.,
2008). Es wurde die These aufgestellt, dass in Gpx4-defizienten embryonalen
Fibroblasten der Zelltod durch eine Alox15-ausgeldste Lipidperoxidation hervorgerufen
wird (Seiler et al., 2008). Um in-vivo zu Uberprufen, inwiefern eine Alox15-Defizienz die
embryonale Letalitdt der homozygoten U46A Gpx4-Embryonen verhindern kann,
wurden Mause gezlchtet, die sowohl einen enzymatischen Knockin der Gpx4 als auch
einen Knockout der Alox15 besitzen. Unter Verwendung unseres Knockin-Modells
konnten wir diese Arbeitshypothese nicht bestatigen. Durch einen zusatzlichen
homozygoten Knockout der Alox15 wird die embryonale Letalitdt von homozygoten
enzymatisch inaktiven Gpx4-Knockin-Embryonen weder verhindert noch der Zeitpunkt
verschoben. Die molekulare Basis fur die zumindest zum Teil widersprichlichen
experimentellen Befunde, die in den In-vitro- und In-vivo-Untersuchungen erhalten
wurden, mussen in der Zukunft naher untersucht werden. Die funktionelle Inaktivierung
der Alox15 durch Hemmstoffe kann zwar in-vitro die Apoptose verhindern, trotzdem ist
der genetisch Knockout der Alox15 nicht in der Lage, die Letalitat Gpx4-defizienter
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Embryonen zu verhindern. Bei der Diskussion dieser Daten muss darauf hingewiesen
werden, dass eine Hochregulation der Apoptose, falls diese in-vivo vorkommen sollte,
nicht notwendigerweise zur embryonalen Letalitat fUhren muss. Im Gegenteil, die
Apoptose nicht bendtigter Zellen stellt einen normalen Vorgang im Rahmen der
Embryogenese dar und eine Hemmung dieses Prozesses kann zum Tod der
Embryonen fuhren (Armstrong et al., 1995).

Die Interpretation experimenteller Daten, die unter Verwendung von Lox-
Inhibitoren erhalten wurden, ist problematisch und folgende Punkte muissen dabei
beachtete werden: Bisher gibt es keine kommerziell verfugbaren Hemmstoffe, fur die
ihre Isoformspezifitdat Uberzeugend nachgewiesen wurde. Sendobry et al. (1997)
sprachen von PD146176 als einem spezifischen Alox15-Inhibitor. In der Tat konnte in
dieser Arbeit gezeigt werden, dass PD146176 die gereinigte ALOX15 des Kaninchens
in yM-Konzentrationen hemmt. Auf der anderen Seite nutzten sie Zelllysate naturlicher
Zellen (Leukozyten, Thrombozyten), um die Wirkung auf die ALOX15 und ALOXS zu
testen. Ein solcher Vergleich, der auf der Wirkung der Substanzen in unterschiedlichen
Testsystemen basiert, ist aus verschiedenen Grinden problematisch. In einer kurzlich
erschienen Studie wurden alle Lox-Isoformen der Ratte in einer Zelllinie Gberexprimiert
(Gregus et al., 2013). An diesen Zellen testeten die Autoren die gebrauchlichsten Lox-
Inhibitoren. Dabei zeigte sich, dass die untersuchten Inhibitoren nur eine geringe
Isoformspezifitat besitzen. PD146176 zeigte Uberraschenderweise keinerlei Hemmung
der Ratten-Alox15. Warum Alox15-Inhibitoren in verschiedenen Spezies unterschiedlich
wirken, muss noch herausgefunden werden. Ein moglicher Ansatz konnte die
unterschiedliche Reaktionsspezifitat orthologer Enzyme in verschiedenen Spezies sein.
Konkret musste Uberpruft werden, inwiefern PD146176 auch ein Inhibitor der Alox15 bei
der Maus ist. Ein Ruckschluss von Mensch auf Maus oder umgekehrt ist fur die Alox15

nicht ohne weiteres maoglich.

Ein weiteres Problem beim Einsatz von Lox-Hemmstoffen ist, dass die meisten
dieser Substanzen hinsichtlich ihres globalen Wirkspektrums noch nicht hinreichend
charakterisiert sind. Sie konnten zusatzliche Aktivitaten aufweisen (z.B. antioxidative
Funktionen), die noch unbekannt sind. Weiterhin ist es fur die Interpretation von
Hemmstoffdaten unerlasslich, die Wirkung der Substanzen als Lox-Hemmstoffe in den

konkreten experimentellen Systemen zu zeigen. So sollte bei Verwendung eines
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Hemmstoffs unbedingt gezeigt werden, dass dieser in dem verwendeten

experimentellen System die Lox auch wirklich hemmt.

Zusammenfassend lasst sich zur Verwendung von Lox-Hemmstoffen sagen,
dass diese zwar ein wichtiges Werkzeug bei der Untersuchung mechanistischer
Zusammenhange darstellen. Trotzdem sollten die aus Hemmstoffversuchen gezogenen
Schlussfolgerungen durch die Anwendung alternativer loss of function-Strategien
(genetisches Expressionssilencing) bestatigt werden. Pharmakologische
(Hemmstoffexperimente) und genetische (Expressionssilencing) Interventionsstudien
stellen dabei eine Einheit dar, wobei beide Strategien Vor- und Nachteile aufweisen.
Eine Kombination beider Strategien fuhrt zu den verlasslichsten Schlussfolgerungen.

5.4 Bedeutung der Gpx4 in der Fertilitat

Durch heterozygote Expression einer katalytisch inaktiven Gpx4 kommt es zu
einer Subfertilitat der Mannchen. Diese auldert sich in einer verminderten Anzahl an
Nachkommen und in der reduzierten Rate von schwangeren Weibchen. Zu Beginn
meiner Forschungsarbeiten waren eine Reihe von Gpx4-Knockout-Modellen bekannt,
bei denen es durch gezielte Inaktivierung des Gpx4-Gens zu Unterdriackung der
Expression der Gpx4 kam. Homozygote Keimbahn-Knockouts waren nicht lebensfahig
(Imai et al., 2003; Yant et al., 2003). Heterozygote Keimbahn-Knockouts waren
lebensfahig, entwickelten sich normal und zeigten keine Probleme bei der Reproduktion
(Imai et al., 2003; Yant et al., 2003). Heterozygote mannliche Infertilitat wurde far
spermienspezifische Gpx4-Knockout-Mause beschrieben (Imai et al., 2009; Schneider
et al, 2009). Dabei konnte eine Reduktion der Spermienzahl und des
Aktivitatszustandes der Spermien beobachtet werden (Imai et al., 2009). Bei einer
Oligoasthenozoospermie beim Menschen wird bei etwa 10% der Patienten eine
verminderte Expression der Gpx4 beobachtet (Imai et al., 2001). In heterozygoten
Knockin-Mausen, bei denen ein Gpx4-Allel durch ein Konstrukt ersetzt wurde, welches
fur ein katalytisch inaktives Enzym kodiert (U46S Gpx4), kommt es zu einer Subfertilitat,
die sich unter anderem in einer reduzierten Anzahl schwangerer Weibchen
manifestierte (Ingold et al., 2015). Diese Subfertilitat konnte durch die im Rahmen
meiner Arbeit durchgefuhrten Versuche in einem ahnlichen Knockin-Modell bestatigt

und erweitert werden.
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Im Rahmen meiner Experimente ergab sich, dass es sich ausschlieRlich um eine
mannliche Subfertilitat handelt und dass heterozygote Gpx4-Knockin-Weibchen eine
ahnliche Fertilitat aufweisen wie Wildtypweibchen aus dem gleichen Wurf.

5.4.1 Unterschiede zwischen einer enzymatischen Inaktivierung der Gpx4 durch Alanin
und Serin

Nachdem durch konventionelle Keimbahn-Knockouts gezeigt werden konnte,
dass homozygote Gpx4-defiziente Mause nicht lebensfahig sind, sondern intrauterin
absterben (Garry et al., 2008; Imai et al., 2003; Yant et al., 2003), ergab sich die Frage,
ob die embryonale Letalitat auf das Fehlen der katalytischen Aktivitat der Gpx4 oder auf
das Fehlen der Gpx4 als Strukturprotein zuruckzufuhren ist. Um diese Frage zu
beantworten, wurden in den letzten Jahren unabhangig voneinander zwei ahnliche
Knockin-Modelle entwickelt, bei denen das Gpx4-Gen durch ein Konstrukt ersetzt

wurde, dessen Expression zu einer katalytisch inaktiven Gpx4 fuhrt.

COOH COOH
COOH
CH, NH— G —H CH,
SeH CHj
OH
L - Selenocystein L - Alanin L - Serin

Abbildung 5-1: Gegeniiberstellung der Aminoséiuren

Abgebildet sind die drei Aminosauren in der biologisch wichtigeren L-Konfiguration (modifiziert

nach dem Erndhrungslexikon 5)

Die ersten Veroffentlichung zu diesem Thema, die im Dezember 2014 im Internet
publiziert wurde, zeigte, dass homozygote Trager des Knockin-Allels (U46A-Mutante)
nicht lebensfahig waren, sondern zwischen E 6.5 - 7.5 abstarben (Brutsch et al., 2015).
Kurz danach (April 2015) wurde eine zweite Variante (U46S) der enzymatischen
Inaktivierung der Gpx4 veroffentlicht (Ingold et al., 2015). In dieser Arbeit wurde die

° Ernahrungslexikon. Recherchedatum 1.11.2015, Institut fur Erndhrungsinformation
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embryonale Letalitat der Knockin-Mause bestatigt und gleichzeitig daruber berichtet,
dass heterozygote Merkmalstrager eine reduzierte Fertilitat aufweisen. Diese wurde auf
morphologische Veranderungen in den Spermien zurickgefuhrt. Die im Rahmen dieser
Arbeit vorgestellte Gpx4-Knockin-Maus enthalt ein Alanin (A) anstelle des katalytisch
aktiven Selenocysteins (U). Der Austausch des Selenocysteins gegen ein Serin (S) ist
von den Aminosaureeigenschaften her gesehen konservativer als die U46A-Mutation,
da hier lediglich ein Sauerstoff durch ein Selen ersetzt wird. Beim U46A-Austausch wird
die gesamte funktionelle Gruppe SeH eliminiert. Andererseits enthalt das eingefugte
Serin eine OH-Gruppe, die prinzipiell zum Aldehyd bzw. zur Carbonsaure oxidierbar ist.
Damit konnte die U46S-Mutante noch katalytische Restaktivitat besitzen. Bisher liegen
keine Aktivitatsmessungen zur U46S-Mutante vor. Fur die U46A-Mutante konnten
Scheerer et al. (2007) zeigen, dass es bei einem Austausch des Selenocysteins durch
ein Alanin zur kompletten Inaktivierung der Gpx4 kommt. Aus diesem Grunde wahlten

wir fur eine enzymatische Inaktivierung der Gpx4 die U46A-Mutation.

5.5 Bedeutung der Gpx4 in der Spermatogenese

In Spermien ist die Gpx4 als polymerisiertes Protein im Mittelstiuck der Zellen zu
finden (Ursini et al., 1999). Hier ist es an der Bildung der mitochondrialen Kapsel
beteiligt, das die Mitochondrien innerhalb des Mittelstlicks arretiert und dadurch in einer
bestimmten Position festhalt. Durch eine enzymatisch inaktive Gpx4 (U46S) kommt es
zur fehlerhaften Ausbildung der Mitochondrienkapsel im Mittelstick der Spermien
(Ingold et al.,, 2015). In unserem Mausmodel (U46A Gpx4) wurden diese
Beobachtungen bestatigt. Die fehlerhaft angeordneten Mitochondrien und die Vakuolen
in den Mitochondrien wurden auch bei anderen Knockout-Modellen festgestellt. So
kann zum Beispiel eine selen-defiziente Ernahrung zu mannlicher Infertilitat beitragen,
was unter anderem dadurch deutlich wird, dass falsch angeordnete und entrundete
Mitochondrien im Mittelstiick der Spermien zu finden sind (Abbildung 5-2 E). Die dabei
beobachteten Auffalligkeiten sind zwar nicht so deutlich und schwerwiegend wie bei
einem heterozygoten U46A Gpx4”*-Knockin. Trotzdem sind die Ahnlichkeiten deutlich

zu erkennen.
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Abbildung 5-2: Darstellung der morphologischen Auffilligkeiten im Mittelstiick
der Spermien mit dem Elektronenmikroskop

(A) Brutsch et al. (2015):Caudaspermium im Langsschnitt einer Wildtypmaus (U46A pr4'/'), Malfstab:
2 ym

(B) Brutsch et al. (2015): Caudaspermium im Langsschnitt einer heterozygoten enzymatisch inaktiven
Gpx4-Knockin-Maus (U46A Gpx4™"), MaRstab 2 pm

(C) Ingold et al. (2015): Caudaspermium im Querschnitt einer heterozygoten enzymatisch inaktiven
Gpx4-Knockin-Maus, Maf3stab: 200 nm

(D) (Schneider et al., 2009): epididymales Spermium im Langsschnitt von mGpx4-Knockout-Mausen.
Pfeile weisen auf irregulare Mitochondrien, Maf3stab: nicht angegeben

(E) Wallace et al. (1983): Langsschnitt eines Spermiums (Maus: erste Generation selenodefizient
ernahrt), Mafistab: 1 ym. E = auffallige Mitochondrien

(F) Imai et al. (2001): Langsschnitt eines humanen Spermiums eines infertilen Mannes mit gestorten
Gpx4-Expression, Mal3stab: 13nm

Zur milderen Auspragung der Spermienveranderungen koénnte die hohe Stellung
der Gpx4 in der Hierarchie der Selenoproteine beitragen (Behne et al., 1988; Behne et
al., 2001; K. E. Hill et al.,, 1992). Anhand der Immunogoldfarbung haben wir eine
vergleichbare Verteilung der Gpx4 in den Spermien sowohl bei Wildtyp-Mausen
(U46A Gpx4”+Alox15"*) als auch in den Gpx4-Knockin-Tieren (U46A Gpx4
“+Alox15"*) gefunden. Zudem wurden keine Unterschiede zwischen Spermien aus
Caput und Cauda festgestellt. Das Vorhandensein der Gpx4 in Nukleus und
Mitochondrien was schon bekannt (Behne et al., 1988; Pushpa-Rekha et al., 1995).

92



Diskussion

Zusatzlich konnten wir die Gpx4 im Plasmatropfen zeigen. Frihere experimentelle
Ergebnisse haben gezeigt, dass in diesen temporaren Zellorganellen auch die Alox15
enthalten ist (K. A. Fischer et al., 2005).

5.5.1 Bedeutung der Gpx4 in der Fertilitit und Motilitit der Spermien

Die Motilitat der Spermien hangt von der Konzentration der ROS ab und ein
Ungleichgewicht im Oxidationsstatus beeintrachtigt die Motilitat (Aitken, 1995; Griveau
et al., 1994). Sowohl Gpx4 als auch die Alox15 sind Enzyme, die eine wichtige Rolle fur
den Redox-Status der Zellen spielen (Brigelius-Flohe et al., 2013).

In verschiedenen murinen Knockout-Modellen der Gpx4 und bei Studien mit
infertilen Mannern, deren Infertilitat auf einen Defekt des Gpx4-Gens zurlckzuflhren
war, wurden verminderte Motilitdten der Spermien nachgewiesen (Imai et al., 2009;
Imai et al., 2001; Schneider et al., 2009). Diesen Zusammenhang konnten wir bei

unseren heterozygoten Knockin-Mausen (U46A Gpx4”*+Alox15"*)

bestatigen. Obwohl
die strukturellen Veranderungen, die sich als Folge der heterozygoten Expression der
katalytisch inaktiven Gpx4 ergaben, sich im Verlauf der Nebenhodenpassage nicht
veranderten, verbesserte sich die Motilitat der Spermien. Fruhere Ergebnisse zur
Fluiditat und zur Lipidzusammensetzung der Spermienmembranen deuteten darauf hin,
dass sich die Membraneigenschaften im Verlauf der Nebenhodenpassage veranderten
(Kawano et al., 2011). Im Rahmen dieser Arbeit wurde der Oxygenierungsgrad der
Membranlipide verschiedener Spermientypen (Wildtyp vs. Knockin, Caput vs. Cauda)
untersucht. Hierbei konnten keine signifikanten Differenzen festgestellt werden. So wirkt
sich weder die selektive Defizienz der Gpx4 noch die selektive Defizienz der Alox15 auf
den Oxygenierungsgrad der Membranlipide aus. Auch die kombinierte Defizienz von
Gpx4 und Alox15 induzierte keine Veranderungen im Oxygenierungsgrad der
Membranlipide (Abbildung 4-21). Damit I&sst sich die veranderte Spermienmotilitat nicht
auf eine Veranderung des Oxygenierungsgrad der Membranlipide zurtckfuhren. Die
Motilitatssteigerung der Spermien, die bei normalen Mausen wahrend der
Nebenhodenpassage beobachtet wird, scheint bei den heterozygoten Knockin-Mausen
(U46A Gpx4”*+Alox15™*) auszubleiben. Es scheint so, als ware die epididymale
Reifung der Spermien durch den U46A Gpx4-Knockin arretiert, auch wenn es keine
Unterschiede in den Membranlipiden gibt. Eine mogliche Erklarung der verminderten
Motilitat konnte in den veranderten Mitochondrien liegen. Durch die morphologischen
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Veranderungen konnte die oxidative Phosphorylierung gestort sein. Dies ware eine
mogliche Erklarung, wenn ATP die Hauptenergiequelle fur die Motilitat der Spermien
darstellt. Bisher wurde die Atmungskette als Hauptproduzent der ROS in Spermien
beschrieben (Koppers et al., 2008). Zudem konnte bei einem induzierbaren
systemischen Knockout der Gpx4 eine verminderte Aktivitat der Komplexe | und Il in
der Leber nachgewiesen werden (Yoo et al, 2012). Es ist allerdings noch nicht
abschlielend geklart, ob ATP oder die anaerobe Glykolyse die Hauptenergiequelle fur
die Motilitat der Spermien liefert (Ford, 2006). Es ware daher sinnvoll, die
morphologisch veranderten Mitochondrien der U46A Gpx4”*+Alox15"*-Spermien auf

deren Funktion hin zu Uberprufen.

Neben der verminderten Motilitat kommt es auch zu einer verminderten
Schwangerschaftsrate. Diese konnte einerseits durch eine verminderte Motilitat oder
eine gestorte Kapazitation oder Fertilisation zustande kommen. Mit Hilfe der in vitro-
Fertilisation konnte die Befruchtungsfahigkeit der Spermien untersucht werden. Bei
anderen Gpx4-Knockout-Modellen wurden bereits Hinweise gefunden, dass eine Gpx4-
Defizienz diese beeinflusst (Imai et al., 2009; Ingold et al., 2015). Auf der anderen Seite
konnte die verminderte Rate der schwangeren Weibchen auch durch eine veranderte
Kopulationsrate zustande kommen. Einerseits konnte die Gpx4 einen Einfluss auf die
Sexualhormone haben. Roveri et al. (1992) diskutierten die Gpx4 im Zusammenhang
mit Gonadotropin, einem Hormon, dass die Keimzellen stimuliert. Daher kdnnte eine
Analyse der Hormone weitere Hinweise in diese Richtung liefern. Die Kopulationsrate
und das Paarungsverhalten, als Indikator fur den Sexualtrieb der Tiere an sich, kdnnte
video-dokumentiertes analysiert werden (Hull et al., 2007).

Zusammenfassend kann man sagen, dass es durch eine Gpx4-Defizienz zu
einer geringeren Motilitat, veranderten Mitochondrien in den Mittelstucken und zu einer
Subfertilitat kommt. Es bleibt zu klaren in wie fern die Motilitat, die Morphologie der
Mitochondrien im Mittelstick und die verminderte Fertilitat zusammenhangen.

5.6 Bedeutung der antagonisierenden Enzyme Gpx4 und Alox1S5 in der
Spermatogenese und Fertilitit

Durch einen enzymatischen heterozygoten Knockin der Gpx4 kommt es zu
morphologischen Veranderungen im Mittelstick der Spermien (siehe 4.7.2). Die Alox15
wird als Antagonist der Gpx4 im Peroxidstoffwechsel von Lipiden betrachtet (Brigelius-
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Flohe, 1999; Brigelius-Flohe et al., 2013) und jungere Untersuchungen mit Lox-
Hemmstoffen scheinen diese Hypothese in verschiedenen In-vitro- und Ex-vivo-
Systemen zu bestatigen (Friedmann Angeli et al., 2014; Seiler et al., 2008). Wir konnten
zeigen, dass ein homozygoter Knockout der Alox15 die embryonale Letalitat der
U46A Gpx4**-Embryonen in-vivo nicht verhindern kann. Daraus muss gefolgert
werden, dass ein homozygoter Knockout des Alox15-Gens die funktionellen Defekte,
die mit der Expression einer inaktiven Gpx4 verbunden sind, nicht kompensieren kann.
Entweder sind die Defekte, welche die Expression einer inaktiven Gpx4 induziert, zu
stark um durch den Alox15-Knockout aufgehoben zu werden oder die embryonalen
Defekte sind unabhangig von Peroxidstoffwechsel.

K. Moore et al. (2010) konnten zeigen, dass es bei Alox715”-Mausen zu einer
vermehrten Retention des Plasmatropfens wahrend der Spermatogenese kommt. Diese
vermehrte Retention wurde als Zeichen einer verzogerten Spermienreifung interpretiert
und sie geht einher mit einer Subfertilitat der mannlichen Mause (K. Moore et al., 2010;
Rodriguez et al., 2007). In unseren Untersuchungen zur Motilitat der Spermien von
Alox15-defizienten Mausen konnten wir keine Anhaltspunkte fur eine verminderte
Beweglichkeit der Spermien erhalten. Im Gegenteil, durch den Knockout des Alox715-
Gens scheint eine transiente Motilitatssteigerung der Caputspermien induziert zu
werden (U46A pr4'/'+Aon15'/'). Der Motilitatsanstieg geht aber im Verlaufe der
epididymalen Spermienreifung wieder verloren, da keine signifikanten Unterschiede
zwischen Wildtyp-Spermien (U46A pr4'/'+Alox15+/+) und Knockout-Spermien (U46A
Gpx4”+Alox15”) mehr bestehen, wenn die Zellen aus der Cauda des Nebenhodens
extrahiert wurden. Durch eine exogene Zufuhr von ATP als auch durch eine cAMP-
Steigerung konnen Epididymis-Spermien motiler gemacht werden. (Esposito et al.,
2004; Vadnais et al, 2013). Zudem kommt es durch eine Veranderung der
Lipidzusammensetzung der Membran zu einer naturlichen Steigerung der Motilitat der
Spermien in der Nebenhodenpassage (Kawano et al., 2011). Der Mechanismus, durch
den es bei einem Knockout der Alox15 zu einer erhdohten Motilitat der Caputspermien

kommt, ist aus unseren Daten nicht zu erfassen.

Die beschriebene Subfertilitit der U46A Gpx4”*+Alox15"*-Mannchen, die durch
die Anzahl der Nachkommen, die Anzahl der schwangeren Weibchen sowie durch die
verminderte Motilitat der Cauda-Spermien gezeigt wurde, verbessert sich durch das
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zusatzliche Ausschalten des Alox15-Gens. Dieses Ergebnis ist aus folgenden Grunden

bemerkenswert:

i) Es wurde gezeigt, dass ein alleiniges Ausschalten der Alox15 zu einer
Subfertilitat fuhrt (K. Moore et al., 2010). Die Autoren folgerten, dass dies durch ein
vermehrtes Vorkommen des Plasmatropfens in Alox75"-Spermien moglich ware.
Zudem zeigten sie, dass in dem Plasmatropfen die Organellen noch vorhanden sind.
Durch einen Alox157-Knockout kommt es bei normaler Spermatogenese zu einer
fehlerhaften Spermiogenese im Testis, die sich in den vermehrt zuruckbleibenden
Plasmatropfen aufert. Die Subfertilitat durch eine Alox15-Defizienz konnten wir bei
unseren U46A Gpx4”+Alox15"-Mausen bestatigen (sieche 4.5). Damit kann
geschlussfolgert werden, dass der Knockout des Alox15-Gens in einem genetischen
Wildtyp-Background die mannliche Fertilitat beeintrachtigt.

ii) Im Gegensatz dazu induziert der Alox15-Knockout in einem Gpx4-defizienten
genetischen Hintergrund eine Erhohung der Spermienmotilitdit und gleicht die
verminderte Motilitat, die durch heterozygote Expression einer katalytisch inaktiven
Gpx4-Variante induziert worden ist, wieder der Wildtypmotilitat an. Es kommt zu einer
Wiederherstellung der verminderten Fertilitat und zu einer Erhéhung der Spermien-
Motilitat. Bei der Motilitat kommt es nicht nur zu einem Ausgleich, sondern zu einer
Steigerung der totalen Motilitit in den Cauda-Spermien der U46A Gpx4™ +Alox15"-
Mause im Vergleich zu den Wildtypen (U46A pr4'/'+Aon15+/+). Daraus kann der
Schluss gezogen werden, dass die funktionellen Defizite, die eine heterozygote
Expression der katalytisch inaktiven Gpx4 induziert, durch einen Alox715-Knockout
ausgeglichen, ja sogar uberkompensiert werden konnen. Dies trifft jedoch nicht in
vollem Umfang auf die morphologischen Veranderungen zu. Hier gibt es deutliche inter-
individuelle Unterschiede. Bei zwei der sieben untersuchten Tiere konnte der Alox15-
Knockout die morphologischen Veranderungen vollstandig ausgleichen. Die Spermien
dieser Tiere waren nicht von Spermien zu unterscheiden, die aus Wildtypmausen (zwei
Wildtyp-Allele in beiden Genloci) isoliert wurden. Im Gegensatz dazu konnten bei den
Spermien von fiinf U46A Gpx4”*+Alox15"-Mause keine signifikanten morphologischen

Unterschiede zu U46A Gpx4”*+Alox15"*-Spermien beobachtet werden.

Diese Daten deuten darauf hin, dass die beobachteten morphologischen
Veranderungen nicht linear mit der Motilitdt der Spermien zusammenhangen. Wahrend
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sich die Motilitdtt bei U46A Gpx4™ +Alox15”-Spermien verbesserte, kam es nicht bei
allen Mausen zu einer Besserung der Morphologie im Mittelstick. Wenn die Alox15
zusatzlich zur heterozygoten Gpx4-Defizienz ausgeschaltet wird, kommt es trotz
Mittelstickdefekten zu einer Verbesserung der Motilitat. Eine mogliche Erklarung dieses
Widerspruchs kdnnte darin bestehen, dass bei U46A Gpx4”*+Alox15"-Mausen keine
Alox15-abhangigen Lipidhydroperoxide gebildet werden konnen. Beim Menschen
besteht eine Korrelation zwischen einer erhdhten Lipidperoxidation in Spermien und
einer Abnahme der initialen Motilitat und andererseits zum Vorhandensein von
Mittelstuckdefekten (Rao et al., 1989). Allerdings haben wir keinen Anhaltspunkt dafur
gefunden, dass bei Alox15-defizienten Mausen die Spermien einer geringeren
oxidativen Belastung ausgesetzt sind.

Tabelle 5-1: Auswirkungen der verschiedenen Genverinderungen

Die Anderungen der U46A pr4'/+—Maus sind in Relation zum Wildtyp (U46A pr4'/')
beschrieben. Die Angaben der U46A Gpx4”*+Alox15”-Maus sind in Relation zur U46A Gpx4
*_Maus zu sehen. Die der Alox715"-Maus sind auf den Wildtyp (Alox15"") bezogen.

Ausnahme: Anzahl der schwangeren Weibchen - Es werden nur U46A pr4'/+— und U46A
pr4'/++Aon15'/' miteinander verglichen

(xx = Daten nicht vorhanden)

Fertilitat (Anzahl der
schwangeren

Fertilitat (Anzahl der
Weibchen)

homozygot embryonal
Nachkommen)

letal
Spermienmittelstiick

Auffalligkeiten
Testisgewicht

Motilitat

U46A Gpx4” | nein > XX > Keine >
U46A pr4'/+ Ja (E 6.5-7.5) ! ! ! immer >
U46A pr4'/+ Ja (E 6.5-7.5) T T T Keine oder | t
zusétzlich immer

Alox15”

Alox 157 nein 1 XX 1 XX T
Alox 15™* nein > XX > XX >

Bei In-vitro-Versuchen konnte gezeigt werden, dass Lox-Isoformen einen
Einfluss auf die Testosteronproduktion haben (Mele et al., 1997), wobei weder der
Mechanismus noch die beteiligten Isoformen bisher bekannt sind (Ilvanov et al., 2015).
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Wir konnten zeigen, dass Alox715"-Mause unabhangig vom Gpx4-Genotyp ein
vergroRertes Testisgewicht aufweisen. Trotzdem zeigten sich weder Unterschiede in
der Effektivitat der Spermatogenese noch in der Spermienzahl. Alox15”-Mannchen
haben weder relativ noch absolut gesehen eine erhohte testikulare Spermienzahl.
Weiterhin sind bei der histologischen Untersuchung des Testis keine Unterschiede
aufgefallen. Damit bleiben die molekularen Ursachen der Testisvergrofierung weiterhin
unklar. Sie konnte auf ein Testisdbdem zuruckzufuhren sein, was durch die Bestimmung
des Trockengewichtes relativ einfach abgeklart werden konnte. Allerdings ergabe sich
in diesem Fall die Frage, warum Alox15-defiziente Mause ein Testisodem entwickeln
sollten.

Zusammenfassend kann man sagen, dass es durch ein zusatzliches Defizit der
Alox15 bei enzymatisch inaktiver Gpx4 zu einer Umkehr einiger aber nicht aller
Veranderungen kommt (siehe Tabelle 5-1). Der zusatzliche Knockout der Alox715 kann
die Motilitat und die Fertilitdt wieder normalisieren. Allerdings ist es nicht moglich, die
morphologischen Unterschiede im Mittelstiick konsistent rickgangig zu machen.

5.7 Limitationen der Arbeit

5.7.1 Allgemeine Limitationen

In der vorliegenden Arbeit wird das Zusammenspiel von Enzymen des oxidativen
Lipidstoffwechsels bei Embryogenes und Spermatogenese untersucht. Es handelt sich
dabei um einen Vergleich von verschiedenen gewahlten Parametern (homozygote
Letalitat, Anzahl der Nachkommen, Organgewichtsvergleich, Effektivitat der
Spermatogenese, Motilitat der Spermien) in vier verschiedenen gentechnisch
veranderten Mausstammen, bei denen zwei Genloci selektiv verandert wurden (U46A
Gpx4”"+Alox15"*, U46A Gpx4” +Alox15"", U46A Gpx4”+Alox15", U46A Gpx4
“+Alox15"). Statistisch gesehen handelt es sich am ehesten um eine explorative
Datenanalyse. Das Ziel dabei sollte das allgemeine Erfassen von Unterschieden sein
(Behrens, 1997). Daraus ergeben sich Ansatze und Bereiche, die mit gezielteren
Fragestellungen tiefergehend bearbeitet werden konnen. Zusammen mit der geringen
Stichprobenzahl, vor allem im zweiten Teil der Arbeit, sollte das als Limitation der
Beurteilung der Ergebnisse angesehen werden. Trotz der geringen Strichprobenzahlen
ergaben sich haufig hoch signifikante Unterschiede und in der Mehrzahl stehen die

erzielten Ergebnisse im Einklang mit denen, die in anderen loss of function-Modellen
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erhalten wurden. Diese Ubereinstimmung stérkt die Glaubwiirdigkeit und Verlasslichkeit
der erhaltenen Daten.

5.7.2 Methodenkritik

Wir haben als Modell fur die Alox15-Defizienz die von Sun et al. (1996)
vorgestellten Alox715-Knockout-Mause genutzt. Diese haben Nachteile, die im
Folgenden dargestellt werden sollen. i) Konventionelle Keimbahn-Knockouts sind
immer das Resultat eines Selektionsprozesses. Das heildt, murine embryonale
Stammzellen werden genetisch manipuliert und Zellen werden ausgewahlt, die diese
Manipulation Uberlebt haben. Aus diesen Stammzellen werden dann Tiere gezuchtet.
Nicht lebensfahige Stammzellen werden verworfen. Es kann deshalb durchaus sein,
dass die selektierten Stammzellen noch andere Veranderungen wahrend der
genetischen Manipulation erfahren haben und damit erst lebensfahig wurden. Wir
wissen zwar, dass unsere Alox715-Knockout-Mause keine Alox15 mehr exprimieren,
was oder ob etwas anderes in ihrem Genom verandert ist, lasst sich nicht mit Sicherheit
sagen. ii) Wir kennen nicht wirklich den genetischen Background der Alox15-Knockout-
Mause. Es gibt viele verschiedene Mausstamme und alle haben einen
unterschiedlichen genetischen Background. Die genetischen Manipulationen wurden an
C57BL/6 x 129/svEv-Stammzellen durchgefuhrt und die Mause wurden dann sieben
Mal mit Wildtyp-Black6-Mausen (C57BL/6N) ruckgekreuzt. Dadurch sollte sich ein
homogener Black6-Background ergeben haben. Wir wissen aber nicht mit Sicherheit,
wie viel des ursprunglichen genetischen Hintergrunds der Stammzellen noch in unseren

Mausen steckt.

Die Praparation von Embryonen, welche frihe Stadien der Individualentwicklung
reprasentieren, ist schwierig. Fur die Genotypisierung muss darauf geachtet werden,
dass die Embryonen kein mutterliches Gewebe mehr umgibt. Das ist vor allem bei
Embryonen problematisch, die weniger als sieben Tage alt sind. Bei alteren
Embryonen, die sich im Stadium der Resorption befinden, sind ahnliche Probleme zu
beobachten. Die Weibchen bei den Letalitatsexperimenten waren heterozygot. In den
PCR-Ergebnissen wurden sowohl Wildtypen als auch homozygote Embryonen
genotypisiert. Durch eindeutige singulare Banden konnte sichergestellt werden, dass
sauber prapariert wurde. Hatte es bei den Wurfen nur heterozygote Embryonen

gegeben, ware eine Verunreinigung mit mutterlichem Gewebe sehr wahrscheinlich
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gewesen. Durch die geringen Gewebemengen, die ein Embryo an E 6.5 oder unter
Resorption liefert, wurde zum Teil die Nachweisgrenze der PCR erreicht. Die Banden
im Gel waren nur sehr schwach zu sehen. Durch eine geringere Menge an
Ethidiumbromid im Gel oder eine Erhdhung der PCR-Zyklen konnten Grenzfalle

eindeutig dargestellt werden.

Bei einem Vergleich der Mediane des Korpergewichts der Mause gab es keine
Unterschiede. Allerdings variierten diese zwischen 22 und 39 g. Auch das Testisgewicht
rangierte zwischen 0,06 und 0,14 g. Um ausschlieen zu kdnnen, dass das erhOhte
Organgewicht nur ein Effekt auf Grund des erhohten Gesamtgewichts ist, wurde das
Organgewicht auf das Korpergewicht bezogen. Durch die Angabe von einem relativen
Organgewicht konnten individuelle = Schwankungen, verursacht durch die
unterschiedliche Grolie der Mause, herausgerechnet werden.

Die Einschatzung der morphologischen Veranderungen basiert unter anderem
auf Zellzahlungen. Diese Methodik ist subjektiv und hangt wesentlich von der Erfahrung
des Betrachters ab. Durch das Einfuhren eines graduellen Systems wurde versucht, der
Einschatzung der Veranderungen im Mittelstick der Spermien mehr Objektivitat zu
verleihen. Zudem wurden die Zahlungen einfach blind durchgefuhrt. Das heil3t, dass die
Objekttrager ohne Kenntnis des Genotyps ausgezahlt wurden. Auf Grund der
ausgepragten morphologischen Unterschiede war der Genotyp im Gpx4-Genlocus
trotzdem eindeutig zu identifizieren. Durch die Auswahl von zehn zufallig ausgewahlten
Abschnitten der Objekttrager wurde versucht, einen moglichst allgemeinen Eindruck zu
bekommen. Trotz dieser Mallnahmen lasst sich die Subjektivitat morphometrischer
Messungen nicht komplett verhindern.

In den Untersuchungen der Spermien der U46A Gpx4™*+Alox15"-Mause wurden
zwei Individuen mit Mittelstlicken wie bei einem Gpx4-Wildtypgenlokus (U46A Gpx4™)
gefunden. Zur Bestatigung des Gpx4-Genotyps der Mause wurde eine zweite
Genotypisierung mittels PCR durchgefuhrt.

5.8 Ausblick
Der Literatur ist zu entnehmen, dass U46A Gpx4”+Alox15"-Mause subfertil
sind, was an der geringeren Wurfgrole und der verminderten

Schwangerschaftssequenz abgelesen wurde. In unseren Experimenten haben wir
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funktionelle Spermiendaten wie Motilitaten, Vitalitatsfarboungen und Effektivitat der
Meiose, die diese Hypothese bestatigten. Leider konnten wir aus Zeitmangel diese
Spermien keiner detaillierten morphologischen Untersuchung unterziehen. In weiteren
Experimenten sollten die Mittelsticke der U46A pr4'/'+Aon15'/'—Spermien nach dem
hier entwickelten Bewertungsschema beurteilt werden. Eine mogliche Retention der
Plasmatropfen der Spermien von Alox15”- beziehungsweise der U46A Gpx4™’*+
Alox157-Mannchen wurde nicht untersucht. Es ware sicherlich spannend zu
uberprufen, ob dieses Phanomen, das K. Moore et al. (2010) beschrieb, auch in den

hier untersuchten Mausstammen auftritt.

Wahrend der Forschungsarbeit wurde der Schwerpunkt auf die Auswirkungen
der Gpx4 auf die mannliche Maus und die Spermien gelegt. Kreuzt man heterozygote
Gpx4-Knockin-Weibchen (U46A Gpx4”*+Alox15™*) mit einem Wildtyp-Mannchen (U46A
Gpx4”+Alox15"") ergibt sich eine normale Anzahl der Nachkommen. Allerdings haben
wir bei diesen Untersuchungen nicht die Schwangerschaftsfrequenz der Weibchen
quantifiziert. Um einen Gesamteindruck der Veranderungen des enzymatischen Gpx4-
Knockins zu gewinnen, sollten aber auch die Auswirkungen auf das Weibchen
untersucht werden. Ein moglicher Ansatz ware die verminderte Anzahl an
Schwangerschaften bei terminierter Verpaarung (Schwangerschaftsfrequenz), die
bisher noch nicht quantifiziert wurde. Weiterhin bleibt ungeklart, ob sich das
Paarungsverhalten der Gpx4-defizienten Mause von dem der Wildtypkontrollen
unterscheidet. Um diese Frage zu beantworten, musste das Paarungsverhalten video-

dokumentiert und Hormonanalysen gemacht werden.

Uber welchen molekularen Mechanismus die U46A Gpx4”*+Alox157-Mause
entweder normale oder die veranderten Mittelsticke bekommen und wie sich diese
morphologischen Veranderungen auf die Funktion der Mitochondrien auswirken, ist in
weiterfuhrenden Experimenten zu untersuchen. Wie unsere
Ultrastrukturuntersuchungen belegen, zeigen die Mitochondrien morphologische
Veranderungen, die sich auf ihre Funktion auswirken konnten. Deshalb sollten in der
Zukunft Untersuchungen durchgefuhrt werden, die den Funktionszustand der
Zellatmung (Atmungskapazitat, Kopplungszustand) und der  oxidativen
Phosphorylierung einschatzen. Obwohl bislang noch nicht eindeutig geklart werden
konnte, ob Glykolyse oder oxidative Phosphorylierung die Hauptenergiequelle far
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Spermien darstellen, deuten die veranderten Mitochondrien auf Defizite im
Energiestoffwechsel der Zellen hin.

Bisher gibt es wenig Literatur Uber die Auswirkungen eines homozygoten
Knockouts der Alox15 auf die Spermatogenese, die Fertilitat und die Gonaden. Wir
konnten zeigen, dass die Alox15 einen Einfluss sowohl auf die Fertilitat, die
Spermienmotilitat und die Hodengewichte zu haben scheint. Ein homozygoter Knockout
der Alox15 konnte damit auch bei der Regulation des Hormonhaushalts eine Rolle
spielen. Deshalb sollten ausgewahlte Hormone im Blut von Alox15-defizienten Mausen
mit denen von Kontrolltieren verglichen werden. Vorlaufige Untersuchungen zum
Testosteronspiegel haben bislang noch keine signifikanten Unterschiede ergeben. Es
ware daher also interessant, durch weitere Untersuchungen Aufschluss Uber die Rolle
der Alox15 zu bekommen.

5.9 Schlussfolgerung

Der Redoxstatus von Zellen ist ein wichtiges Kriterium der zellularen Funktion,
da Uber die Veranderung des zellularen Redoxgleichgewichts das Muster der
Genexpression und damit die Zellfunktionalitat verandert werden kann. Lipoxygenasen
als pro-oxidative und Glutathionperoxidasen als anti-oxidative Enzyme sind gemeinsam
mit anderen enzymatischen und nicht-enzymatischen Prozessen Regulatoren des
zellularen Redoxsystems. Wir haben gezeigt, dass die enzymatische Funktion der Gpx4
fur die Embryonalentwicklung unerlasslich ist. Zudem kommt es durch eine
heterozygote Expression einer katalytisch inaktiven Gpx4 zu einer Subfertilitat sowie zu
einer verringerten Motilitat der Spermien. Ein zusatzlicher homozygoter Knockout der
Alox15 kann die embryonale Letalitat nicht verhindern, war aber sehr wohl dazu in der
Lage, die verminderte Fertilitat der mannlichen Tiere und die kompromittierte
Spermienmotilitat ausgleichen. Daraus man schlieBen, dass die Gpx4 in der
embryonalen Entwicklung eine andere Funktion besitzt als wahrend der

Spermatogenese.
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