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1 Einleitung
1.1 Uber die Funktionen der Proteasen

Mit dem Abschluss des Human Genome Projects lag erstmalig in der Medizingeschichte ein
komplett sequenziertes, menschliches Genom vor (Lander, 2001). Die Anzahl der protein-
kodierenden Gene im menschlichen Chromosomensatz wird in der Gréenordnung von
19.000 — 22.000 geschatzt (Ezkurdia, 2014, Uhlen, 2015). Aufgrund posttranskriptioneller
Modifikationen wie Splicing, alternativem Splicing und RNA-Editing erhoht sich die Zahl
menschlicher Proteine weiter, die Schatzungen liegen zwischen 50.000 und 100.000 (Uhlen,
2015). Durch posttranslationale Modifikationen wie Glykosylierung, Acetylierung,
Phosphorylierung u.a. wird die Anzahl der Proteinvarianten auf bis zu 1.000.000 erhoéht
(Schilling, 2014). Die Funktionen dieser posttranslationalen Modifikationen sind vielfaltig; sie
kénnen u. a. als molekulare Schalter bei der Regulierung von Enzymaktivitaten fungieren
(Humphrey, 2015).

Eine Besonderheit unter den bekannten posttranslationalen Proteinmodifikationen stellt die
Prozessierung durch Proteasen dar, da hierbei zwei neue, teils funktionale Einheiten
entstehen. Proteasen sind in samtlichen Organismen aller biologischer Reiche vorhanden
(Rawlings, 2018) und machen ca. 1 — 5 % Prozent des Genoms aller héheren Organismen
aus (Puente, 2003). Bislang sind circa 570 humane und 650 murine Proteasen bekannt
(Rawlings, 2016).

Proteasen sind Enzyme, welche die Peptidbindung zwischen zwei Aminosauren hydrolytisch
spalten. Nach der ersten Beschreibung eines ,im Magensaft entdeckten Ferments®, welches
der Autor der Studie ,Pepsin® nannte (Schwann, 1836), wurde lange Zeit eine ausschliel3liche
Funktion von Proteasen beim Abbau von Proteinen vermutet. Erst im Laufe des 20.
Jahrhunderts wurde gezeigt, dass Proteasen bei einer Vielzahl von (patho-)physiologischen
Vorgangen beteiligt sind. Als Beispiele seien hier Apoptose (Kurokawa, 2009), Wundheilung
(Douaiher, 2014), Blutgerinnung (Neurath, 1976), Ovulation (Wahlberg, 2008), Befruchtung
(Russell, 2015), Angiogenese (Caolo, 2015), Neurogenese (Bonds, 2015), Mobilisierung von
Stammzellen (Klein, 2015), Tumorentstehung (Olson, 2015) und Autoimmunerkrankungen
(Wang, 2014) genannt.

Auch aus pharmakologisch-therapeutischer Sicht sind Proteasen ein wichtiger Ansatzpunkt in
der modernen Medizin. Meilensteine waren die Einfiihrung des Captoprils, einem Inhibitor der
Metalloprotease Angiotensin-converting enzyme (ACE) zur Bluthochdruckbehandlung 1981
(Nemec, 2003), die Entwicklung des HIV-Protease-Inhibitors Saquinavir 1995 (Flexner, 2007)
sowie die Einfuhrung der Nonstructural protein 3/4A (NS3/4A)-Proteaseinhibitoren zur

Behandlung von Patienten mit chronischer Hepatitis C (Gane, 2010).



Urspringlich wurden Proteasen in Endopeptidasen, welche die Peptidbindung innerhalb des
Proteinsgerists  hydrolysieren und in  Exopeptidasen (Aminopeptidasen und
Carboxypeptidasen), die NH2- oder COOH-terminale Aminosduren abspalten, eingeteilt
(L6pez-Otin, 2008). Nachdem weitere Details hinsichtlich struktureller und katalytisch-
mechanistischer Natur aufgedeckt wurden, erfolgt die Klassifikation der Proteasen heute
anhand der bei der Katalyse beteiligten Aminosauren. Demnach gibt es 7 Gruppen: Serin-,
Cystein-, Threonin-, Aspartyl-, Glutamyl-, Asparagin- sowie Metalloproteasen (Oda, 2011). Die
klassische Einteilung hingegen berlcksichtigt nur Serin-, Cystein-, Aspartyl- und

Metalloproteasen (Erez, 2009).

1.2 Regulierte Intramembranproteolyse (RIP)

Eine Besonderheit innerhalb der Familie der Proteasen stellen die Intramembranproteasen
oder I-CLIPs (Intramembrane-cleaving protease) dar, da sie ihre Substrate innerhalb deren
hydrophoben Transmembrandomanen spalten. Die I-CLIPs, bzw. deren katalytische Zentren,
befinden sich im Gegensatz zu den meisten anderen Proteasen nicht in einer wassrigen
Umgebung wie dem Extra- oder Intrazellularraum (Wolfe, 2010).

Klassischerweise sind viele Intramembranproteasen Teil eines zweischrittigen Prozess, der

Regulated intramembrane proteolysis (RIP) genannt wird (s. Abbildung 1).
I6sliche Ektodoméne N/C-Peptid
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Abbildung 1: Regulierte Intramembranproteolyse. Wahrend des ersten Reaktionsschrittes
wird das Substrat-Transmembranprotein in seiner Ektodomane durch eine Sheddase (als
Schere dargestellt) proteolytisch gespalten (shedding), sodass eine l6sliche Ektodomane und
ein membrangebundenes Fragment entstehen. In einem zweiten Schritt wird das verbliebene
N-/C-terminale, membrangebundene Fragment (N/CTF) durch eine I-CLIP prozessiert, sodass
ein N-/C-Peptid und eine intrazellulare Domane (ICD) freigesetzt werden. Diese kénnen
beispielsweise als Transkriptionsfaktor im Zellkern die Expression von Genen regulieren.

Nach der klassischen Definition der RIP wird das RIP-Substrat, typischerweise ein
Transmembranprotein mit einer einzigen Transmembranhelix, zunachst durch eine

Ektodomanen-entfernende Protease prozessiert (Ectodomain-shedding). Dabei entsteht ein



N-oder C-terminales Fragment (N/CTF), welches dann wiederum durch eine I-CLIP innerhalb
der Transmembrandomane proteolysiert wird. Als Reaktionsprodukte entstehen dabei ein N-
/C-Peptid und eine intrazellulare Domane (ICD), welche in den Zellnukleus translozieren und
dort z.B. als Transkriptionsfaktor die Genexpression verschiedener Gene regulieren kann
(Brown, 2000).

Seit 1997 mit der Site-2-protease (S2P) (s.u.) die erste |I-CLIP beschrieben wurde (Rawson,
1997), sind heute eine Vielzahl an verschiedenen I-CLIPs bekannt. Interessanterweise sind
die katalytischen Mechanismen der [-CLIPs im Vergleich mit anderen Proteasen identisch
(Erez, 2009), sodass auch hier eine Einteilung der Proteasen anhand des
Reaktionsmechanismus moglich ist. Bislang wurden Aspartyl-, Serin-, Glutamyl- und
Metalloproteasen beschrieben (Lichtenthaler, 2011, Manolaridis, 2013). I-CLIPs mit einem
reaktivem Cysteinrest im aktiven Zentrum erscheinen theoretisch mdglich, wurden bislang

allerdings noch nicht identifiziert (Erez, 2009).

1.3 Intramembrane-cleaving Proteases (I-CLIPs)

1.3.1 Metalloproteasen

Die S2P ist eine Metalloprotease mit einem charakteristischem (HExxH) Histidin/Glutamat-
Motiv zur Komplexierung des reaktiven Zinkkations (Rawson, 2013). Eine S2P-vermittelte
Intramembranproteolyse wurde zum ersten Mal bei der Untersuchung der Regulierung des
Cholesterinmetabolismus eukaryotischer Zellen beschrieben (Rawson, 1997). Neben einer
Beteiligung im Cholesterinmetabolismus konnte gezeigt werden, dass eine S2P-abhangige
Prozessierung von Transkriptionsfaktoren wie Activating transcription factor 6 (ATF6) bei der
zellularen Antwort auf ER-Stress beteiligt ist (Matsuhisa, 2020).

Nach dem sensing des ER-Stresses erfolgt die Coat protein complex Il (COPIl)-vermittelte
Translokation von ATF6 zum Golgi-Apparat, wo es RIP-abhangig durch die Proteasen S1P
(fihrt das Ektodomanen-shedding durch) und S2P (flihrt die Intramembranproteolyse der
Transmembranregion des NTFs durch) prozessiert wird (Ye, 2000). Die entstehende ICD
transloziert anschlie3end als Transkriptionsfaktor in den Zellkern und induziert die Expression
verschiedener Proteine des ER-associated-protein-degradation-Komplexes (ERAD) und
Chaperone (Haze, 1999).

1.3.2 Serin-Proteasen

Die Rhomboid-Proteasen aus der Gruppe der Serin-Proteasen nehmen eine besondere Rolle
bei der Prozessierung des Epidermal-growth-factor-like Wachstumsfaktors Spitz im Rahmen
der Embryogenese des Modellorganismus Drosophila melanogaster ein (Urban, 2001; Urban
2016). Die Gruppe der Rhomboid-like Proteasen RHBDL1-4 finden sich bei Sdugetieren in

verschiedenen Kompartimenten des zelluldaren Sekretionsweges. Von diesen Proteasen ist



RHBDL4 die am besten untersuchte. Sie ist die einzige aktive Rhomboid-Protease, die im
Endoplasmatischen Retikulum lokalisiert ist. Beim Menschen findet sich eine Expression von
RHBDL4 im Hoden, auf zellularer Ebene wurde RHBDL4 in der Spermatogonien-Zelllinie GC-
1 spg nachgewiesen (Wang, 2009). Mogliche Funktionen von RHBDL4 besteht in der
Regulierung der Apoptose durch Spaltung des proapoptotischen Faktors Bcl-2-interacting
killer (BIK), einem Mitglied der B-cell lymphoma 2 (Bcl-2)-Familie (Wang, 2008). Alternativ
wurde eine Involvierung von RHBDL4 bei der ER-assoziierten Degradierung (s.o.)
vorgeschlagen, da gezeigt werden konnte, dass das Protein unter ER-Stress in
Modellzellsystemen vermehrt exprimiert wird (Fleig, 2012).

Der Rhomboid-Homolog Glycerol 3-phosphate regulon (GlpG) aus E. coli war die erste I-CLIP,
deren Struktur kristallographisch aufgeklart werden konnte und wichtige Hinweise Uber die
Zuganglichkeit des aktiven Zentrums fiur Wassermolekile lieferte (Y. Wang, 2006).
Interessanterweise liegt im Zentrum der bakteriellen Rhomboid-Protease GlpG wahrscheinlich

keine klassische katalytische Triade, sondern eine Diade vor (Freeman, 2006).

1.3.3 Aspartyl-Proteasen

Die Familie der Aspartyl-Intramembranproteasen wird aufgeteilt in die Gruppe der Preseniline
(PSEN) und die Gruppe der SPP-(Signal peptide peptidase) und SPP-like-Proteasen (SPPL).
Die Proteasen aus beiden Gruppen bestehen aus neun Transmembrandomanen (TMD) und
weisen in ihren aktiven Zentren ein charakteristisches Y/FD-Motiv in TMD 6 und GxGD-Motiv
in TMD 7 auf. Weiterhin findet sich ein hochkonserviertes, C-terminales PALL-Motiv in den
Sequenzen der SPP/SPPL-Proteasen, welches sich als PALP-Motiv in den
Aminosauresequenzen der Preseniline wiederfindet (Ponting, 2002, J. Wang, 2006). Die
Mutation einzelner Aminosauren dieses Motivs reduziert die proteolytische Aktivitat von SPP
und den Presenilinen drastisch (J. Wang, 2006).

Die Proteasen der SPP/SPPL-Gruppe liegen im Vergleich zur Presenilingruppe
membrantopologisch invertiert vor. Dies wird als Erklarung angesehen fir die Selektivitat der
Preseniline fir Proteine, die in einer Typ-I-Orientierung vorliegen, wahrend sich bei den
SPP/SPPL-Proteasen eine relative Selektivitat flr Typ-lI-Proteine findet (Nyborg, 2004).
Zusatzlich liegen die Preseniline als Heterotetramer mit 3 weiteren Proteinen vor, wahrend
dies flir die SPP/SPPL-Proteasen bisher nicht beschrieben ist (Wolfe, 2010).

1.3.3.1 Preseniline

Die Preseniline (PSEN) sind aufgrund ihrer Beteiligung bei der Entstehung der Alzheimer-
Krankheit die am besten untersuchten I-CLIPs (Beel, 2008). Preseniline bilden die katalytisch
aktiven Untereinheiten eines groReren Protein-Komplexes/Heterotetramers, der y-Sekretase.

Diese besteht neben einem Presenilin-Molekil aus den Untereinheiten Nicastrin, Presenilin



enhancer 2 (PEN 2) und Anterior pharynx-defective 1 (APH), die flur die proteolytische Aktivitat
des Presenilins notwendig sind (Lichtenthaler, 2011).

Einen friihen Hinweis auf die Involvierung des Presenilins bei der Alzheimer-Erkrankung
lieferte die Analyse des Genmaterials von Patienten mit einer erblichen Form dieser Krankheit,
bei der Mutationen in beiden PSEN-Genen gefunden wurden (Rogaev, 1995, Sherrington,
1995). Als eine mdgliche Ursache der Krankheitsentstehung werden die extrazellularen,
»senilen Plaques” in Hirnautopsie-Praparaten von Alzheimer-Patienten angesehen (Selkoe,
1996). Der Hauptbestandteil dieser Plaques ist das B-Amyloid (Masters, 2012). Dieses
entsteht aus einem Vorlauferprotein, dem Amyloid precursor protein (APP), welches Uber zwei
distinkte proteolytische Prozesse unter Beteiligung der y-Sekretase und somit der Preseniline,
gebildet wird (Lichtenthaler, 2011, Lichtenthaler, 2019).

Auf der Basis von in vitro-Studien sind heute ca. 90 weitere Substrate der y-Sekretase bekannt
(Duggan, 2016). Als in vivo-Substrat sei neben dem APP die RIP-abhangige Prozessierung
des Notch-Rezeptors genannt, dessen Signalweg bei Saugern eine hochkonservierte

Signaltransduktionskaskade wahrend der Entwicklung vieler Organe darstellt (Bray, 2016).

1.3.3.2 SPP

Die Gruppe der Presenilinhomologen GxGD-I-CLIPs besteht aus den fiinf Proteasen SPP,
SPPL2a, SPPL2b, SPPL2c und SPPL3. Diese Gruppe von Proteinen wurde 2002 als
Homologe der zuvor beschriebenen Preseniline identifiziert (Ponting, 2002, Weihofen, 2002).
Kennzeichnend flir diese Gruppe von Proteasen ist eine relative Selektivitat fir Typ-II-
Transmembran-Proteine. Namensgebend ist die Prozessierung von Signalpeptidfragmenten
durch die ER-residente SPP.

Signalpeptide sind kurze N-terminale Aminosauresequenzen, die fiir einen cotranslationalen
Proteintransport neu synthetisierter Proteine zu verschiedenen subzellularen Kompartimenten
wie dem Endoplasmatischen Retikulum sorgen. Dieses Signalpeptid wird im Laufe der
Maturierung des Proteins durch die Signal peptidase (SP) abgespalten (Milstein, 1972, Auclair,
2012). Das entstehende Signalpeptid-Fragment verbleibt innerhalb der Membran des rauen
Endoplasmatischen Retikulums, wo es anschlieend von SPP gespalten werden kann
(Martoglio, 1998, Kilic, 2010). Dies wurde fiir einige Proteine, wie Prolactin oder Calreticulin
im Rahmen von Uberexpressionsstudien in Modellzellsystemen gezeigt (Lemberg, 2002,
Kihnle, 2019).

Neben dieser degradierenden Funktion von SPP gibt es Hinweise, dass die durch SPP
generierten Fragmente auch weitere Funktionen besitzen. So ist SPP u. a. an der Generierung
von Peptiden beteiligt, die wahrend der Interaktion von Natural-killer-Zellen (NK-Zellen) mit

somatischen Zellen mittels des HLA-E-Rezeptors prasentiert werden. Hierbei werden aus den



Signalpeptiden von klassischen MHC-Klasse-I-Praproteinen Peptide proteolysiert, die
anschlief3end als Epitope von den somatischen Zellen prasentiert werden (Lemberg, 2001).
Zusatzlich ist SPP bei der Prozessierung von viralen Proteinen wie dem HCV-core-Protein im
Rahmen von Infektionen mit dem Hepatitis-C-Virus (McLauchlan, 2002, Aizawa, 2016) sowie
bei der ER-assoziierten Degradierung von Proteinen (Harbut, 2012, Chen, 2014) beteiligt. Die
essentielle Notwendigkeit von SPP im Saugerorganismus zeigt der Umstand, dass SPP-
defiziente Mauseembryonen nicht Uberlebensfahig sind und bereits am 13. Tag in utero
versterben (Aizawa, 2016).

Mittels Proteomics-basierten Untersuchungen von SPP”-Zellen wurde von Boname et al. eine
Reihe weiterer Substrate von SPP identifiziert (Boname, 2014). SPP ist demnach an der
Degradierung der Hamoxygenase 1 (HO-1) beteiligt. Dieses Enzym ist unter
pathophysiologischen Bedingungen u. a. an der Tumor-Neovaskularisierung (Loboda, 2015)
beteiligt. Bei einigen Tumoren wie dem Prostatakarzinom findet sich eine starke Expression
von HO-1 (Labanca, 2015). Weitere Substrate sind Cytochrome B5A (CYB5A) und Ribosome-
associated membrane protein 4 (RAMP4) und RAMP4-2. Diese Substrate sind Uber einen
speziellen Tail-anchor (TA) mit der Plasmamembran des ERs verbunden vor und sind keine
klassischen, integralen Typ-lI-Transmembranproteine (Boname, 2014).

Tail-anchored Proteine zeichnen sich definitionsgemald durch das Vorhandensein einer
einzelnen Transmembrandomane am C-terminalen Ende aus, die flr eine Verankerung des
restlichen, N-terminalen Polypeptids in die Lipiddoppelschicht verschiedener Zellorganellen
sorgt (Rabu, 2009). Da sie im Unterschied zu den meisten anderen integralen
Membranproteinen kein N-terminales Signalpeptid besitzen, erfolgt die Insertion von TA-
Proteinen in die Biomembranen nur zu einem geringen Teil Uber den klassischen,
cotranslationalen SRP-Signalweg, sondern zumeist posttranslational (Chio, 2017). Die
Translokation wird u.a. durch TMD recognition complex protein of 40 kDa (TRC40) vermittelt
(Hegde, 2011). Prominente Beispiele von TA-Proteinen sind neben den oben genannten die
am vesikularen Transport beteiligten Soluble NSF (N-ethylmaleimide-sensitive factor)

attachment protein receptor (SNARE)-Proteine wie Synaptobrevine und Syntaxine.

1.3.3.3 SPPL3

SPPL3 zeigt als einziges nicht-glykosyliertes und kleinstes Mitglied der SPP/SPPL-Familie am
wenigsten strukturelle Ahnlichkeiten mit den Presenilinen und den restlichen SPP/SPPL-
Proteasen (Ponting, 2002). 2012 wurde mit Foamy virus envelope (FVenv) das erste in vitro
Substrat dieser sich im Golgi-Apparat befindenden Protease beschrieben (Voss, 2012).
Interessanterweise scheint flir die SPPL3-abhangige Prozessierung von FVenv kein
vorangehende Proteolyse notwendig zu sein. Weiter konnte von Voss et al. gezeigt werden,

dass SPPL3 an der Prozessierung und der anschlie®enden Sekretion verschiedener



Glykosyltransferasen wie der N-Acetylglucosaminyltransferase V (GnT-V, MGAT5) beteiligt
ist. Da das katalytische Zentrum dieser Glykosyltransferasen innerhalb der von SPPL3
freigesetzten und dann in Folge sezernierten Ektodomane liegt, flihrt die ektope Expression
von SPPL3 zu einer Hypoglykosylierung verschiedener zellularer Proteine (Voss, 2014).
Zusatzlich wurde gezeigt, dass SPPL3 in verschiedenen Zellen des Immunsystems exprimiert
wird. Der Knockout von SPPL3 resultiert in einer verringerten Zytotoxizitat von NK-Zellen
gegeniuber Tumorzellen (Hamblet, 2016).

SPPL3-defiziente Mause fallen phanotypisch durch eine Wachstumsretardierung und
hamatologische Abnormitaten wie einem verringerten 1gG:-Spiegel auf. Zudem sind SPPL3"-
Mannchen unfruchtbar. Warum dies der Fall ist, ist nicht bekannt (Tang, 2010, Mentrup
2017a).

1.3.3.4 SPPL2-Proteasen

Die grofite Gruppe der Aspartyl-I1-CLIPs besteht aus den drei Proteasen SPPL2a, SPPL2b und
SPPL2c. Tabelle 1 zeigt eine Zusammenfassung verschiedener Charakteristika dieser
Intramembranproteasen. Wie aus der Tabelle hervorgeht, liegt bei allen drei Proteasen eine
Sequenzhomologie kritischer Aminosauren in den katalytischen Zentren vor. Zudem findet
sich eine partielle Uberschneidung des Gewebeexpressionsmusters von SPPL2a und SPPL2b
in M. musculus. Auch das Spektrum an bekannten Substraten von SPPL2a und SPPL2b
scheint sich zu einem gewissen Teil zu Uberlappen. Interessanterweise ist das zellulare
Kompartiment, in denen die Proteasen exprimiert werden, bei allen drei Proteasen nicht
identisch (Friedmann, 2006, Voss 2013, Mentrup 2017a). Dieses deutet auf eine nicht

redundante Funktion der jeweiligen Proteasen hin.



Tabelle 1: Vergleich der SPPL2-Proteasen.

Protease Katalytisches Subzellulares Gewebe Substrate Gen (H.
Zentrum Kompartiment (M.musculus) sapiens)
SPPL2a YD.....GFGD Lysosomen/spate B- CD74 15921.2
Endosomen Lymphozyten LOX-1
Thymus TNEa.
Milz ITM2B
Krlochenmark Fasl
Him TMEM106B
Niere NRG1 type
Lunge 3
Leber FVenv (viral)
Darm CLN5
SPPL2b YD....GFGD Plasmamembran  Gehirn LOX-1 19p13.3
Knochenmark CD74
Thymus TNFa
Milz ITM2B
Herz TfR-1
NRG1 type
3
FVenv (viral)
SPPL2c FD.....GFGD ER (?) %) %) 17921.31

Fett markierte Substrate sind in vivo validierte Substrate, kursiv geschriebene Substrate sind
Typ-lll-Transmembranproteine. Die dargestellte Gewebeexpression bezieht sich aus Daten
von murinen Organismen (modifiziert nach Mentrup, 2017).

Im Folgenden soll ein Uberblick tiber die jeweiligen Proteasen gegeben werden.

1.3.3.4.1 SPPL2a

Diese am besten untersuchte SPPL2-Protease wird aufgrund eines C-terminalen,
kanonischen Tyrosinmotivs in den Membranen der Lysosomen bzw. spaten Endosomen
exprimiert (Behnke, 2011). Analog zu den beiden anderen SPPL2-Proteasen finden sich bei
dem SPPL2a-Protein ein N-terminales Signalpeptid (Voss, 2013) und multiple, N-terminale N-
Glykosylierungen (Friedmann, 2004). Wie aus der Tabelle 1 hervorgeht, ist die Expression von
SPPL2a im murinen Organismus weit verbreitet, mit einem deutlichen Schwerpunkt auf den
Zellen des Immunsystems (Schneppenheim, 2014a).

Anhand zellbasierter Uberexpressionsstudien konnten eine Reihe von Substraten von
SPPL2a identifiziert werden (siehe Tabelle 1), von denen bisher zwei in vivo validiert wurden,
Cluster of differentiation 74 (CD74) und Lectin-like oxidized LDL receptor 1 (LOX-1). CD74,



auch Invariante Kette oder /i genannt, ist ein Typ-ll-Membranprotein, welches als Invariante
Kette des MHC-Klasse-lI-Molekils eine zentrale Rolle bei der Antigenprasentation von
antigenprasentierenden Zellen (APZ) wie B-Zellen, dendritischen Zellen oder Makrophagen
einnimmt (Schréder, 2016). Im Zuge der Generierung des MHC-II-Komplexes im
Endoplasmatischen Retikulum assoziiert CD74 mit den MHC-Il-a- und B-Ketten und bindet
mittels eines speziellen Segmentes, dem Class ll-associated li chain peptid (CLIP) die
Bindungstasche des MHC-II-Komplexes. So wird verhindert, dass bereits im ER zelleigene
Peptide vom MHC-II-Komplex gebunden werden. Anschlieliend sorgt CD74 dafiir, dass der
MHC-Klasse-1I-CD74-Komplex das ER wieder verlasst, um in einem spezialisierten
Zellkompartiment mit endozytierten, kdrperfremden, Peptiden/Antigenen beladen zu werden.
Die anschlieliende Degradierung von CD74 beginnt bereits in dem oben erwahnten,
spezialisierten endosomalen Kompartiment durch verschiedene Cystein-Proteasen wie
Mitgliedern der Cathepsin-Familie (Beers, 2005) und flihrt zur Entstehung eines CD74-NTFs.
2013 konnte von drei Arbeitsgruppen unabhangig voneinander gezeigt werden, dass SPPL2a
fur den anschlieBenden, entscheidenden Abbau des CD74-NTFs zustdndig ist. Eine
Akkumulation des CD74-NTFs wird in SPPL2a-defizienten Mausen beobachtet und sorgt in
diesen Organismen flr eine drastische Reduktion an funktionsfahigen B-Zellen und
dendritischen Zellen (Schneppenheim, 2013, Bergmann, 2013, Beisner, 2013).

Patienten, die aufgrund einer Mikrodeletion im Chromosom 15 kein SPPL2a in ihren B-Zellen
und dendritischen Zellen exprimieren, zeigen ebenfalls eine Akkumulation vom CD74-NTF
(Schneppenheim, 2014b). Verschiedene Loss-of-function-Mutationen im SPPL2A-Gen
reduzieren zudem die Zahl der IL-12 und IL-23 produzierenden dendritischen Zellen.
Zusatzlich kommt es bei Patienten mit einem mutierten SPPL2A-Gen zu einer geringeren
Produktion von Interferon-y durch T-Gedachtniszellen, die zuvor durch die BCG-Vakzine
Kontakt mit dem Mycobacterium tuberculosis hatten (Kong, 2018).

Eine pharmakologische Inhibierung von SPPL2a zur Behandlung von B-Zell-vermittelten
Autoimmunerkrankungen wie der Multiplen Sklerose oder der rheumatoiden Arthritis erscheint
als Therapieprinzip méglich. Im Jahr 2018 wurde der erste oral verfligbare, selektive SPPL2a-
Inhibitor SPL-707 vorgestellt (Velcicky, 2018).

Als weiteres in vivo Substrat von SPPL2a wurde LOX-1 identifiziert. LOX-1 fordert als
proinflammatorischer Faktor durch Endothelaktivierung und Aufnahme von oxidiertem Low
Density Lipoprotein (LDL) die Entstehung der Atherosklerose (Katoaka, 1999, White, 2011).
Es konnte gezeigt werden, dass die Aktivitat von LOX-1 u. a. durch die Proteolyse eines NTFs
von SPPL2a (und SPPL2b) kontrolliert wird. So entwickeln Sppl2a’/Sppl2b”-Mause, die
aufgrund einer typisch westlichen, hochkalorischen Diat erhéhte Cholesterinspiegel- und

Blutfette aufwiesen, gréRRere atherosklerotische Plaques als die Kontrolltiere (Mentrup, 2019).
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Neben den in vivo Substraten CD74 und LOX-1 gibt es noch weitere Substrate von SPPL2a,
die mittels Uberexpressionsstudien in Modellzellsystemen identifiziert wurden (Mentrup,
2017). Allerdings ist hier die (patho-)physiologische Relevanz der Proteolyse der
Transmembranfragmente durch SPPL2a im Gesamtzusammenhang in Saugerorganismen
groftenteils ungeklart:

Das NTF von Tumor necrosis factor oo (TNF-a) wurde als erstes Substrat von SPPL2a (und
SPPL2b) 2006 von Friedmann et al. identifiziert: Als klassisches RIP-Substrat wird TNF-a
zunachst durch die Sheddase tumor necrosis factor-a converting enzyme (TACE) prozessiert,
bevor das TNF-a-NTF durch SPPL2a-abhangige Proteolyse in eine ICD und ein C-Peptid
gespalten wird. Die ICD transloziert dann in den Zellkern, wo es in dendritischen Zellen die
Synthese von IL-12 induziert (Friedmann, 2006).

Ein anderes Mitglied aus der Familie der TNF-a-Proteine, der First apoptosis signal ligand
(FasL), wurde 2007 als Substrat von SPPL2a identifiziert (Kirkin, 2007). FasL bindet Gber seine
extrazellulare Domane an den Fas-Rezeptor und I6st so in T-Zellen Apoptose aus (Friedmann,
2006). Auch hier folgt die Prozessierung des Substrates in zwei Schritten. Ein N-terminales
Fragment wird nach einem vorangehenden ectodomain-shedding durch die Sheddase A
disintegrin and metalloproteinase 10 (ADAM10) von SPPL2a proteolysiert. Anschliel3end
erfolgt die Translokation der dabei entstehenden ICD in den Zellnukleus von T-Zellen.

Neben diesen Substraten von SPPL2a konnte von Brady et al. gezeigt werden, dass das nur
gering charakterisierte Protein Transmembrane protein 106B (TMEM106B) in
Uberexpressionsstudien ebenfalls von SPPL2a prozessiert wird (Brady, 2014). Das
ectodomain-shedding erfolgt nach den Autoren der Studie nicht durch bekannte Sheddasen
wie Mitgliedern der ADAM-Familie oder der p-Sekretase, sondern durch lysosomale
Proteasen. Ahnlich verhalt es sich bei dem Typ-ll-Transmembranprotein Integral membrane
protein 2B (ITM2B): Mutationen des ITM2B-Gens, die flir den C-Terminus des Proteins
kodieren, sind mit verschiedenen neurologischen Erkrankungen wie der Britischen (Vidal,
1999) und der Danischen Familiaren Demenz (Vidal, 2000) assoziiert. ITM2B wird nach dem
ADAM10-vermitteltem shedding durch SPPL2a und SPPL2b aber nicht SPPL2c weiter
prozessiert (Martin, 2008).

Die Identifikation von Neuregulin 1 type Ill (NRG1 type lll) als SPPL2a-Substrat erweiterte das
Konzept der Regulierten Intramembranproteolyse. NRG1 type |Ill fungiert an der
Plasmamembran von Axonen als Signalmolekil, wo es wahrend der Embryonalentwicklung
die Dicke der Myelinscheide reguliert (Taveggia, 2005, Willem, 2016). Aufgrund der
Haarnadel-Struktur des Proteins entstehen nach dem initialen shedding durch die B-Sekretase
zwei membrangebundene Fragmente, jeweils ein Typ-lI-Transmembran-NTF und ein Typ-I-
Transmembran-CTF. Das CTF wird von der y-Sekretase weiter prozessiert, wahrend das NTF

von SPPL2a und SPPL2b in eine intrazellulare Domane und ein C-Peptid gespalten wird.
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Somit ist NRG1 type Ill das erste RIP-Substrat, welches durch drei verschiedene I-CLIPs
proteolysiert wird (Fleck, 2016).

1.3.3.4.2 SPPL2b

Das SPPL2b-Protein ist, anders als das SPPL2a-Protein, nicht in Lysosomen oder spaten
Endosomen lokalisiert, sondern aufgrund eines nicht vorhandenen targeting-Motivs an der
Zellplasmamembran (Friedmann, 2006, Behnke, 2011). Wie SPPL2a ist SPPL2b N-terminal
mehrfach N-glykosyliert (Friedmann, 2006) und die Substratspektren beiden Proteasen
iberlappen sich zu einem groRen Teil (s. Tabelle 1). Durch Uberexpressionsstudien in HelLa-
Zellen konnte gezeigt werden, dass SPPL2b ebenfalls in der Lage ist, das CD74-NTF zu
proteolysieren. Anders als in SPPL2a-defizienten APZ findet sich in Spp/2b”-APZ jedoch keine
Akkumulation des CD74-NTFs und daher auch keine Beeintrachtigung dieser Zellen in den
Sppl2b”-Mausen (Schneppenheim, 2014a, Mentrup, 2017).

Der Doppelknockout beider Spp/2a- und Spp/2b-Gene sorgte in Mausen zudem nicht fir einen
anderen immunologischen Phanotyp als der Knockout des Spp/2a-Genes alleine. Die in vivo
Funktionen von SPPL2b sind daher noch unbekannt. Wahrend SPPL2a in einer grof3en Anzahl
an Organsystemen exprimiert wird, scheint sich die Expression von SPPL2b in M. musculus
auf wenige Organe zu beschranken, besonders prominent ist hier die Expression in
verschiedenen Teilen des ZNS (Schneppenheim, 2014a). Als einzig exklusives in vitro
SPPL2b-Substrat konnte bislang nur der Transferrinrezeptor (TfR-1) identifiziert werden
(Zahn, 2013).

1.3.3.4.3 SPPL2c

SPPL2c ist die bislang am wenigsten untersuchte Aspartyl-I-CLIP. Das murine SPPL2c-Gen
befindet sich auf Chromosom 11 (s. Abbildung 2). GemaR Datenbanken wie ensembl.org und
dieses Gen fir zwei mRNAs. Die Kodierungssequenz des ersten mRNA-Transkripts des
mSPPL2c-Gens wird als ein zusammenhangendes Exon beschrieben. Das zweite mRNA-

Transkript des mSPPL2c-Gens beinhaltet in langeres Intron und ein zweites Exon.
ATG TGA

mSPPL2c ; !
SoformiA - =

5 UTR 3 UTR
ATG TGA
e —
Isoform B
5 UTR 3 UTR

Abbildung 2: Schematische Darstellung des mSPPL2c-Gens auf dem langen Arm des
Chromosom 11. Die Exone sind als schwarzer Block dargestellt, die weille Blocke stehen flr
die 5 bzw. 3‘ Untranslated region (UTR). Das Dreieck stellt das Intron dar. Die Basentripletts
der Start- und Stoppcodons sind eingezeichnet. Der offene Leserahmen ist durch Pfeile
begrenzt.



12

Auf der Proteinebene sind daher zwei Isoformen des Proteins beschrieben. Eine langere
Isoform A, die als die kanonische Form des Proteins angesehen wird und sich aus 690
Aminosauren zusammensetzt. Die Isoform B besteht nach der Kodierungssequenz aus 581
Aminosauren und hat aufgrund des unterschiedlichen Exons einen anderen C-Terminus als
die Isoform A. 2004 wurde von Friedmann et al. eine erste Charakterisierung der zu dem
Zeitpunkt neu entdeckten SPP/SPPL-Proteasen vorgenommen (Friedmann, 2004). Darin
konnte gezeigt werden, dass SPPL2c unter Uberexpressionsbedingungen im
Endoplasmatischen Retikulum lokalisiert ist. Dieses Ergebnis wurde spater von einer anderen
Arbeitsgruppe bestatigt (Brady, 2014). Im SPPL2c-Gen finden sich zudem Sequenzmotive,
die den Konsensussequenzen C-terminaler ER-Retentionsmotive entsprechen. Zudem wird
die Existenz eines N-terminalen Signalpeptids angenommen (AS 1-21) (Brady, 2014). Analog
zu SPPL2a und SPPL2b konnte zudem gezeigt werden, dass SPPL2c eine oder mehrere N-
glykosylierte Aminosauren aufweist. Durch DNA-microarray-Screeninguntersuchungen
konnte die SPPL2c-mRNA in verschiedenen menschlichen Organen detektiert werden, am
prominentesten im Gehirn, Herz, Haut, Nebennierenrinde und im Hoden (Friedmann, 2004).
Aufgrund der ungewdhnlichen Genstruktur des SPPL2c-Gens, dessen Isoform A keine Introns
aufweist und mit 9 Single-nucleotide polymorphisms (SNPs) ungewdhnlich polymorph ist, wird
es flir moéglich gehalten, dass das SPPL2c-Gen ein Pseudogen darstellt (Golde, 2009).
Erhartet wird diese Vermutung durch den Umstand, dass bislang keine endogene Expression
von SPPL2c auf Proteinebene detektiert werden konnte. Zudem prozessiert SPPL2c keine
bekannten Substrate der restlichen SPP/SPPL-Proteasen (Friedmann, 2006, Voss, 2013,
Mentrup, 2017), obwohl sich die Substratspektren der anderen beiden SPPL2-Proteasen zu
einem grofRen Teil Uberlappen (siehe Tabelle 1).

Trotz der noch fraglichen Expression von SPPL2c in vivo, gibt es Hinweise, dass das SPPL2c-
Gen mdglicherweise mit zwei verschiedenen Krankheiten assoziiert ist. Das Koolen-De-Vries-
Syndrom ist eine relativ haufig genetische Erkrankung (Pravalenz: 1:16000), die durch eine
Mikrodeletion im Chromosom 17921.31 entsteht (Koolen, 2008). Auf diesem Abschnitt des
Chromosoms befinden sich 6 verschiedene Gene, die den Chromosomen der Patienten
fehlen, unter anderem auch das SPPL2c-Gen. Haufige Symptome dieser Erkrankung sind:
geringes Geburtsgewicht, Herzfehler, Kryptorchismus, urologische Fehlbildungen und
epileptische Anfalle (Koolen, 2012, Nascimento, 2017). Eine mogliche Involvierung von
SPPL2c bei dieser Erkrankung ist bis heute nicht geklart.

Die zweite Erkrankung, die mit einem mutierten SPPL2C-Gen assoziiert ist, ist die
idiopathische Lungenfibrose (Raghu, 2011). Die Ursache dieser schweren, haufig todlich
verlaufenden Krankheit ist unbekannt. In einer Genome-wide association study (GWAS)

konnte ein SNP in dem SPPL2C-Gen mit einer erhdhten Suszeptibilitat fir diese Erkrankung
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identifiziert werden (Noth, 2013). Allerdings ist es ebenfalls noch ungeklart, ob SPPL2c eine

Rolle bei dieser Erkrankung spielt.

1.4 Potenzielle SPPL2c-Substrate

Aufgrund der anzunehmenden Lokalisierung von SPPL2c im ER (Friedmann, 2004) sowie der
relativen Spezifitat der SPPL-Proteasen fiir prozessierte Typ-llI-Transmembranproteine soll im
Rahmen dieser Arbeit eine Gruppe von ER-standigen Transkriptionsfaktoren aus der ATF6-
Familie als mogliche Substrate fir SPPL2c untersucht werden.

Diese Transkriptionsfaktoren sind an der zellularen Reaktion auf ER-Stress als Teil der
Unfolded protein response (UPR) beteiligt. Pathophysiologische Konditionen wie oxidativer
Stress, Hypoglykdmie, hohe Syntheserate an Proteinen im Rahmen von zellularen
Umbauprozessen etc. erschweren das korrekte Falten von neu synthetisierten Proteinen und
fuhren zu einer Akkumulation von fehlgefalteten Proteinen im Endoplasmatischen Retikulum
(sog. ER-Stress). Als Antwort darauf (die Unfolded protein response) wird im ER eine Serie
von Signaltransduktionswegen aktiviert, die u.a. eine Reduktion der Neusyntheserate von
Proteinen bewirkt. Einer der drei Hauptpfade der UPR wird tGber ATF6 vermittelt. ATF6 wird
durch Mechanismen der Regulierten Intramembranproteolyse durch S1P und S2P aktiviert
(Ye, 2000). Seit 1997 wurden verschiedene Gene, die fiir Transkriptionsfaktoren kodieren und
eine hohe Sequenzhomologie mit dem ATF6-Gen aufweisen, beschrieben, die als mogliche
Substrate fur eine S2P-ahnliche Prozessierung durch SPPL2c im Rahmen dieser Arbeit
untersucht werden sollen. Diese Proteine sind: BBF2H7, TISP40, CREBH, OASIS und Luman.
Box B-binding factor 2 human homolog on chromosome 7 (BBF2H7) wurde aufgrund seiner
Involvierung bei der Genfusion des Fused in Sarcoma (FUS)- und des BBF2H7-Gens wahrend
der Entstehung des niedriggradigen Fibromyxoid erstmals beschrieben (Storlazzi, 2003).
Besonders stark ist das Protein im ER von Chondrozyten exprimiert. Zudem ist es aber auch
in der Lunge, Milz, Hoden und Neuronen nachzuweisen (Asada, 2011). BBF2H7-defiziente
Mause sterben kurz nach der Geburt durch Ersticken, da ihr Rippengerist durch eine
Chondrodysplasie zu schwach fir die Druckbelastungen der Atembewegungen ist. Fir
BBF2H7 ist ebenfalls eine S1P-abhangige Prozessierung beschrieben (Kondo, 2007),
allerdings ist die I-CLIP, die das NTF prozessiert, nicht bekannt.

Transcript induced in spermiogenesis 40 (TISP40) ist ein Transkriptionsfaktor, der in u. a. in
murinen Spermatiden detektiert wurde (Nagamori, 2005). Es konnte gezeigt werden, dass mit
einem KDEL-Retentionsmotiv modifizierte S1P in der Lage ist, TISP40b proteolytisch zu
spalten (Nagamori, 2005). Allerdings ist noch unklar, durch welche Protease(n) die
konsekutive Proteolyse des Membranfragments zur Generierung der transkriptionell aktiven

intrazellularen Domane erfolgt.
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Cyclic adenosine monophosphate responsive element-binding protein H (CREBH) wurde als
ein leberspezifischer Basic leucine zipper domain (bZIP)-Typ-Transkriptionsfaktor
beschrieben, dessen Aktivierung die Expression von Akute-Phase-Proteinen in der Leber
hervorruft (Zhang, 2006). CREBH besitzt eine RXXL-Sequenz als S1P-Erkennungsmotiv und
wird unter ER-Stressbedingungen, hervorgerufen durch eine Inkubation der Zellen mit
Tunicamycin (dieses blockiert die Bildung von N-Glykosylierungen), S2P-abhéangig
prozessiert.

Old astrocyte specifically induced substance (OASIS) wurde 1999 als Gen identifiziert,
welches in lange kultivierten Astrozyten besonders stark exprimiert wird (Honma, 1999).
Kondo et al. konnten zeigen, dass die proteolytisch prozessierte Form von OASIS in der Lage
ist, die Promotorregion des Binding immunoglobulin protein (BiP)-Gens zu binden und dessen
Expression zu induzieren (Kondo, 2005). BiP ist ein HSP70-Protein, welches fiir die korrekte
Faltung von neu synthetisierten Proteinen sorgt und besonders stark unter ER-
Stressbedingungen exprimiert wird. Fir OASIS ist ebenfalls ein S1P- und S2P-abhangige
Prozessierung beschrieben (Murakami, 2006).

Luman als letztes identifiziertes Mitglied der Gruppe der ATF6-ahnlichen
Transkriptionsfaktoren wurde bislang nur in Neuronen des Ganglion trigeminale, Monozyten
und dendritischen Zellen als Protein detektiert (Asada, 2011). Wie im Falle von TISP40 konnte
auch hier gezeigt werden, dass mit einem KDEL-Motiv modifizierte S1P in der Lage ist, den
ersten Schritt der proteolytischen Aktivierung von Luman durchzufiihren (Raggo, 2002). Die
Induktion von ER-Stress mittels Tunicamycin (s.0.) und Thapsigargin (blockiert eine ER-
standige Calciumpumpe und verhindert dadurch die Fusion von Autophagosomen mit
Lysosomen) in HEK293-Zellen sorgt allerdings nicht flr eine Hochregulierung der Luman-
Expression. Die Expression von ATF6 wird wiederum durch diese Substanzen induziert (van
Galen, 2014). Es ist daher noch unklar, durch welche zellularen Mechanismen Luman
vermehrt exprimiert wird (DenBoer, 2005).

Wie bereits unter 1.3.3.3 dargestellt, ist SPPL3 ein Regulator der Proteolyse und Sekretion
von verschiedenen Glykosyltransferasen. Daher erscheint eine Involvierung von SPPL2c in
vergleichbaren Prozessen denkbar: Ein im Rahmen dieser Arbeit untersuchtes Substrat ist
Alpha-1,3-mannosyl-glycoprotein 4-beta-N-acetylglucosaminyltransferase-like protein
(GnT1IP-L). GnT1IP-L wurde von Huang et al. als ein hodenspezifischer Inhibitor der Alpha-
1,3-mannosyl-glycoprotein 2-beta-N-acetylglucosaminyltransferase (MGAT1) beschrieben
(Huang, 2010). MGAT1 wird als Glucosaminyltransferase im Golgi-Apparat exprimiert, wo es
an der Initiierung der Synthese von Komplex- und Hybrid-N-Glykanen beteiligt ist (Yip, 1997,
Biswas, 2018). MGAT1-defiziente Mause zeigen schwere histologische Defekte der Tubuli
seminiferi und sind unfruchtbar (Batista, 2012). GnT1IP-L ist ein Typ-llI-Transmembranprotein

und ist u.a. im Endoplasmatischen Retikulum lokalisiert; die Inhibition von MGAT1 erfolgt
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allerdings im Golgi-Apparat, wo es mittels einer luminalen Domane die Aktivitdt von MGAT1
hemmt (Huang, 2015). Ob GnT1IP-L oder seine kiirzere Isoform GnT1IP-S RIP-abhangig

prozessiert werden, ist allerdings noch unklar.

1.5 Aufbau und Funktion der mannlichen Geschlechtsorgane

Als mannliche Geschlechtsorgane bezeichnet man die paarigen Hoden (Testes), die
Nebenhoden (Epididymides), die akzessorischen Geschlechtsdriisen sowie die aulieren
Genitale. Neben der Generierung von mannlichen Keimzellen stellt Produktion von
Testosteron die Hauptaufgabe des Hodens als endokrines Organ dar. Dieses wird im
interstitiellen Kompartiment durch die Leydigzellen produziert. Innerhalb der Hodenkanalchen
(Tubuli seminiferi) werden die mannlichen Keimzellen, die Spermatozoen oder Spermien
produziert. Dieser Prozess wird als Spermatogenese bezeichnet. Die Tubuli seminiferi
bestehen aus mehreren Schichten kontraktiler Myofibroblasten, die die Lamina propria bilden,
der Basalmembran und dem Keimepithel. Die Tubuli seminiferi machen circa 60-80 % des
Hodenvolumens aus (llacqua, 2018). Das Keimepithel liegt der Lamina propria auf und setzt
sich aus den somatischen Sertoli-Zellen und den Keimzellen zusammen.

Die Sertoli-Zellen sind postmitotische Zellen, deren Zytoplasma sich von der Basallamina bis
zum Tubuluslumen erstreckt. Ihre Funktionen innerhalb des Tubulusepithels sind vielfaltig;
mittels ftight junctions unterteilen sie das Keimepithel in ein basales und adluminales
Kompartiment und formen damit die Blut-Hoden-Schranke (BHS). Die Blut-Hoden-Schranke
dient der immunologischen Abschirmung der Keimzellen, welche aufgrund der
Neukombination des genetischen Materials wahrend der ersten meiotischen Teilung
Oberflachenantigene exprimieren, die eine Autoimmunreaktion hervorrufen wiirden. Weiterhin
schirmt die BHS die empfindlichen Keimzellen vor exogenen, chemischen Schadstoffen ab.
Zusatzlich sorgen die Sertoli-Zellen fir die Versorgung der Keimzellen mit Nahrstoffen aus
den um die Hodenkanalchen gelegenen Kapillaren und phagozytieren die sog.
Residualkdrper, die im Rahmen der Bildung der Spermatozoen entstehen (s.u.).

Ablauf der Spermatogenese

Als Spermatogenese wird die Generierung der mannlichen Gameten innerhalb der Tubuli
seminiferi bezeichnet. Die Entwicklung der Keimzellen verlauft von basal nach adluminal und
bendtigt beim Menschen circa 10 Wochen, bei der Maus etwa 35 Tage (Oakberg, 1957). Pro
Stunde werden im menschlichen Hoden schatzungsweise 1-2 Millionen Spermatozoen
produziert. Ublicherweise erfolgt die Einteilung der Spermatogenese in drei Teilkapitel:
Vermehrung, Reifung und Differenzierung (Lippert, 2006, Lillmann-Rauch, 2009). Abbildung

3 zeigt dazu ein vereinfachendes Schema.
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Abbildung 3: Uberblick iiber die Spermatogenese: ZellgréRe und Zellmorphologie sind
schematisch dargestellt. Die verschiedenen Reifestadien und der Chromosomengehalt von
den mannlichen Keimzellen sind an der rechte Seite angegeben. N = Zahl der
Chromosomensatze, C = Zahl der Chromatiden pro Chromosomenpaar bzw. bei n = 1 pro
Chromosom, blaulich dargestellt sind die Residualkérper (modifiziert nach Lillmann-Rauch,
2009).

Ausgehend von den Stammzellen-Spermatogonien bilden sich zwei Populationen von
Spermatogonien:  Typ-A-Spermatogonien und Typ-B-Spermatogonien. Die Typ-A-
Spermatogonien gehen direkt aus den Stammzell-Spermatogonien hervor und teilen sich
mehrfach mitotisch (Vermehrung), wobei nach der ersten Teilung eine Typ-A-Spermatogonie
bei den Stammzell-Spermatogonien verbleibt und den Stammzellvorrat erneuert. Die
restlichen Zellen werden als Typ-B-Spermatogonien bezeichnet, welche den mitotischen
Teilungszyklus verlassen und die erste meiotische Teilung vorbereiten. Dazu duplizieren sie
ihren DNA-Gehalt und gelangen mittels eines Schleusenmechanismus durch die Blut-Hoden-

Schranke und dann werden als Spermatozyten | bezeichnet.
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Nach dem Abschluss der ersten meiotischen Teilung entstehen aus einem Spermatozyten |
zwei Spermatozyten Il (sekundare Spermatozyten), welche umgehend -ohne erneute DNA-
Replikation- mit der zweiten meiotischen Teilung beginnen und daher im histologischen Schnitt
selten zu sehen sind. Aus je einem sekundaren Spermatozyten entstehen dann jeweils zwei
(frhe) Spermatiden (Reifung).

Die weitere Entwicklung der frilhen Spermatiden zur spaten Spermatide ist durch drei
Prozesse gekennzeichnet, bei denen die Zellen ihre Form dramatisch verandern
(Differenzierung). Durch Zellkernkondensierung wird das Kernvolumen auf 10 % des
Ursprungsvolumens reduziert. Zusatzlich wird aus dem Golgi-Apparat das Akrosom gebildet,
ein modifiziertes Lysosom, welches sich kappenférmig Uber den vorderen Kernpol legt und
verschiedene hydrolytische Enzyme enthalt, die wahrend der Befruchtung bei der
Durchdringung der Zona pellucida der Eizelle benétigt werden. Es kommt zudem zur
Ausbildung einer Kinozilie, die fir die Vorwartsbewegung der Spermatiden im mannlichen und
weiblichen Reproduktionstrakt benétigt wird. Zuletzt kommt es zur Spermiation, dem Lésen
der Verbindungen zwischen Sertoli-Zelle und Spermatiden. Dabei werden samtliche, nicht
mehr bendétigte Zellorganellen und Uberschiissiges Zytoplasma von den Spermatiden
abgestoRen und als ,Residualkérper® von den Sertoli-Zellen phagozytiert und abgebaut
(O’Donnell, 2011). Die nun als Spermatozoen bezeichneten Keimzellen werden abschliel3end
in das Tubuluslumen abgegeben. Nach der erfolgten Spermatogenese verlassen die
Spermien den Hoden Uber die Samenwege (Ductuli efferentes) und gelangen in den
Nebenhodengang (Ductus epidymidis). Innerhalb des Nebenhodens erwerben die
Spermatozoen ihre funktionelle Reife und werden gespeichert. Uber den Samenleiter (Ductus
deferens) gelangen die Spermien in die Pars prostatica der Urethra, wo sie mit dem

Drisensekret der Prostata und Blaschendriisen vermengt werden und das Sperma bilden.
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1.6 Ziele dieser Arbeit

SPPL2c ist die bislang am geringsten untersuchte der bekannten Aspartyl-
Intramembranproteasen. Im Rahmen dieser Arbeit soll daher eine eingehende funktionelle
Charakterisierung des Proteins SPPL2c durchgefiihrt werden.

Dafiir sollen anhand von Uberexpressionsstudien in Zellmodellsystemen Einblicke Uber
grundlegende zellbiologische Charakteristika der Protease gewonnen werden. Zusatzlich soll
mittels klassischen biochemischen und immunhistochemischen Methoden - unter
Zuhilfenahme eines Reportersystems - eine Untersuchung des bislang ungeklarten
Gewebeexpressionsmusters vorgenommen werden. Aus den Ergebnissen dieser
Untersuchungen sollen erste Rickschllisse tUber mdgliche Funktionen der Protease gezogen
werden. Um zu Uberprifen, ob SPPL2c eine aktive Protease ist, sollen mehrere Typ-II-
Transmembranproteine auf eine mogliche Prozessierung durch SPPL2c in zellbasierten
Uberexpressionsstudien untersucht werden.

In dem zweiten Teil dieser Arbeit soll eine Phanotypisierung von SPPL2c-defizienten Mausen
vorgenommen werden. Mittels histologischer, durchflusszytometrischer sowie speziellen
Einzelzelluntersuchungen sollten Gewebe und Zellen der mSPPL2c’-Méause untersucht
werden und Unterschiede zu Wildtyp-Mausen detektiert und quantifiziert werden. In einem
letzten Schritt soll der Vergleich der Expression der verschiedenen SPP/SPPL-Proteasen im
Hinblick auf die Spermatogenese vorgenommen werden, um zu klaren, ob diese in den

gleichen Organen und Zellen in vivo exprimiert werden.
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2 Material und Methoden

2.1 Materialien

2.1.1 Chemikalien

Samtliche Standardchemikalien wurden von den Firmen Roth, Sigma-Aldrich oder Merck

geliefert, falls nicht anders vermerkt. Die Reagenzien wiesen den Reinheitsgrad pro analysi

(p.a) auf.

Tabelle 2: Uberblick iiber die verwendeten Chemikalien.

Chemikalien

Hersteller

10x Pfu Puffer

2mM dNTP Mix

6x DNA loading dye

Accutase

Acrylamidstammlésung mit 0,8% Bisacrylamid 37,5:1
Agar-Agar

Agarose, LE

Ampicillin

BamHI

Benzoesaure-Methylester
Bouin‘sche Lésung

BSA, Fraktion V

C-Chip Neubauer Improved DHC-NO1
Complete Protease Inhibitor Cocktail
DABCO

DAPI

DMEM

DMSO

DRAQS™

Dream Taq

Dream-Tag-Puffer

DTT

Endoglycosidase H
Ethidiumbromidlésung 1%

FCS

Thermo Scientific
Thermo Scientific
Thermo Scientific
eBioscience

Roth

Roth

Biozym

Roth

Thermo Scientific
Roth

Sigma - Aldrich
Roth

Biochrome
Roche Diagnostics
Sigma - Aldrich
Sigma - Aldrich
Thermo Scientific
Roth

eBioscience
Thermo Scientific
Thermo Scientific
Roth

Roche Diagnostics
Roth

Thermo Scientific
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Chemikalien

Hersteller

GeneRuler 1kb / 100bp DNA Ladder

Hamalaun
Hindlll
Kernecht-Aluminiumsulfatidsung

Ketamin

Milchpulver, blotting grade, fettarm

Notl

NP-40

PageRuler Plus
Paraformaldehyd
Pefabloc® SC-Protease-Inhibitor
Penicillin-Streptomycin

Pfu Polymerase

Phusion HF-Puffer

Phusion Polymerase
PNGase F

Puffer G, O, R

Rotiplast

Saponin

SDS - Pellets

SyBR®-Safe DNA Gel Stain
T4 DNA Ligase
T4-DNA-Ligase-Puffer
TEMED

Triton X-100

Tunicamycin

Turbofect Transfektionsreagenz
Tween® 20
Wasserstoffperoxid

Xbal

X-Gal Substrat

Xhol

Xylazin

Thermo Scientific
Merck

Thermo Scientific
Roth
Pharmanovo
Roth

Thermo Scientific
Calbiochem
Thermo Scientific
Sigma

Roth

Sigma - Aldrich
Thermo Scientific
Thermo Scientific
Thermo Scientific
Roche Diagnostics
Thermo Scientific
Roth

Roth

Roth

Thermo Scientific
Thermo Scientific
Thermo Scientific
Roth

Sigma - Aldrich
Sigma - Aldrich
Thermo Scientific
Roth

Roth

Thermo Scientific
Trade Service
Thermo Scientific

Bayer
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2.1.2 Geratschaften, Labormaterialien, Kits und Computerprogramme

Die Tabellen 3 bis 6 zeigen die im Rahmen dieser Arbeit eingesetzten Geratschaften,

Labormaterialien, Kits und Computerprogramme.

Tabelle 3: Uberblick liber die verwendeten Geritschaften.

Gerat Bezeichnung Hersteller
37°C-Inkubationsschrank B6760 Heraeus
37°C-Inkubationsschrank (Zellkultur) Hera Cell 150 Electron
4°C-Klhlzentrifuge Microstar 17 R VWR
Autoklav DX-150 Systec
Chemolumineszenzkamera Image Quant LAS 4000 GE Healthcare
Cryostat CM3050 S Leica
Dispersiergerat Ultra-Turrax® IKA

Durchflusszytometer FACSCanto BD Bioscience
Durchlaufskihlungsgerat (Ultraschall) Multistar Heinemann
Durchlichtmikroskop BX 50 Olympus
Elektrische Pipettierhilfe accujet-pro® Brand
Elektrophoresekammer (DNA) Sub-cell-GT BioRad
Elektrophoresekammer (SDS) Mini Protean Il BioRad
Elektroporationsgerat Pulse Controller BioRad
Feinwaage KERN 770 Eydam
Fluoreszenzmikroskop DMi 8 Leica

Grolde Untertischklhlzentrifuge

Heraeus Multifuge

Thermo Scientific

Grolde Zentrifuge (Midi) J2-HS, Rotor: JA17 Beckman
Heizblock Thermomixer 5436 Eppendorf
Homogenisator 40/ E XENOX
Kleine Tischzentrifuge Centrifuge 5415 D Eppendorf
Konfokales Fluoreszenzmikroskop FluoView1000 Olympus
Lichtmikroskop Eclipse TS 100 Nikon
Multifunktionsplattenlesegerat Synergy HAT Bio-Tek
PCR-Cycler Geneamp PCR System PerkinElmer
Potter-Homogenisator Homogenisator VWR
pH-Meter Digital-pH-Meter 646 Eydam
Reinstwasseranlage Milli-Q Plus Millipore
Sterilbank UFR 1806 Bio-Flow
Spannungsgerat PowerPac Basic BioRad
Transferkammer (SDS-Gele) Trans-Blot SD-Cell BioRad
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Gerat Bezeichnung Hersteller
Ultraschallgerat Sonifier 450 Branson
Ultrazentrifuge TLX Ultracentrifuge Optima™
UV-Tisch Reprostar INTAS

Vortexer VortexGenie Bender + Hobein
Waage MC Laboratory LC 4200  Sartorius
Tabelle 4: Uberblick iiber die verwendeten Labormaterialen.

Material Hersteller
Coverslips VWR

Cryomatrix Thermo Scientific
Deckglaser VWR

Elektroporationskivette
Glasflaschen (100 ml, 500 ml, 1000 ml)

Menzel-Glaser Superfrost® Plus (beschichtete Objekttrager)

Mikro-Schraubréhre 2ml
Nitrocellulosemembran (Western Blot)
Objekttrager, unbeschichtet

Parafilm

Pipette 10 ul

Pipette 100 ul, 1000 pl

Pipettenspitzen

Reagiergefal 1,5 mi

Réhre (15 ml, 50 ml)

Serologische Pipetten (5ml, 10 ml, 25 ml)
Glasplatten fiir Elektrophorese
Whatman-Papier

Zellkulturschale 10 cm / 6 cm Durchmesser
Zellkultur-well-Platten (6er, 12er, 96er)
Zellschaber

Zellsieb

PeqglLab

Schott

Thermo Scientific
Sarstedt

GE / Amersham
Marienfeld
VWR
Eppendorf
Gilson

Sarstedt
Sarstedt
Sarstedt
Sarstedt
BioRad

GE Healthcare
Sarstedt
Sarstedt

TPP

Corning
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Tabelle 5: Uberblick iiber die verwendeten Computersoftwares.

Verwendete Computersoftware Hersteller
Adobe lllustrator CS6 Version 16.0.3 Adobe Systems
Adobe Photoshop CS6 13.0.1 Adobe Systems
FV10-ASW 4.2 Olympus
Flow-Jo, Version 10.2 FlowJo

Tabelle 6: Uberblick iiber die verwendeten Kits.

Name Hersteller

BCA Protein Assay Kit Thermo Scientific
High Pure PCR Product Purification Kit Roche

Gene JET Plasmid Miniprep Kit Thermo Scientific
Pure Yield Plasmid Midiprep System Promega

DAB Peroxide Substrate Kit SK-4100 Vector Lab.
NucleoSpin® RNA Plus Macherey-Nagel

2.1.3 Zelllinien
Folgende Zelllinien wurden fiir die Erstellung dieser Arbeit eingesetzt (Tabelle 7).

Tabelle 7: Liste der verwendeten Zelllinien.

Zelllinie Spezies Zelltyp Medium Herkunft
HelLa Homo sapiens  Epithelzellen DMEM komplett DSMZ
HEK 293 Homo sapiens  Epithelzellen DMEM komplett DSMZ

Abkiirzungen: HelLa = Humane Adenokarzinomzellen, HEK = Human embryonic kidney cells,
DSMZ = Deutsche Sammlung fiir Mikroorganismen und Zellkulturen, DMEM = Dulbecco's
Modified Eagle's Medium, Zusammensetzung s. Tabelle 9.



24

2.1.4 Konstrukte

Fir die Herstellung von Konstrukten wurde auf den Vektor pcDNA 3.1/Hygro*(Invitrogen)
zurtckgegriffen. Im Rahmen dieser Arbeit wurden die in Tabelle 8 aufgelisteten Konstrukte
eingesetzt. Die Sequenzen der zur Klonierung eingesetzten Primer finden sich im Anhang

unter Tabelle 44. Details zur Klonierung finden sich unter 2.4.6.

Tabelle 8: Liste der verwendeten Konstrukte.

Gen tag Variante Herkunft
mSPPL2c-Iso A myc WT AG Schroder
mSPPL2c-Iso A - WT AG Schroder
mSPPL2c-Iso A myc D457A AG Schroder
mSPPL2c-Iso A - D457A AG Schroder
mSPPL2c-Iso A myc N106A Eigene Herstellung
mSPPL2c-Iso B myc WT AG Schroder
mSPPL2c-Iso B - WT AG Schroder
mSPPL2c-Iso B myc N106A Eigene Herstellung
mSPPL2c-Iso B myc D457A AG Schroder
mSPPL2c-Iso B - D457A AG Schroder
mSPP myc WT AG Schroder
mSPP myc D239A AG Schroder
mBBF2H7 HA WT Eigene Herstellung
mTISP40 HA WT Eigene Herstellung
mCREBH HA WT Eigene Herstellung
mOASIS HA WT Eigene Herstellung
mLuman HA WT Eigene Herstellung
mGnT1P-L HA WT AG Schroder

mGnT1P-S HA WT AG Schroder
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2.1.5 Mauslinien

Die verwendeten Mause wurden in individuell bellfteten Kafigen (Individually ventilated cages,
IVCs) bei einer Temperatur zwischen 19-22 °C und einer Luftfeuchtigkeit von ca. 50%
gehalten. Es wurde ein Tagesrhythmus von 12 Stunden Helligkeit und 12 Stunden Dunkelheit
eingehalten. Als Nahrungsmittel wurde Trockenfutter der Firma Ssniff Spezialitaten (Soest)
eingesetzt. Der Umgang mit den Mausen erfolgte gemafl den Richtlinien der Christian-
Albrechts-Universitat zu Kiel. Die Durchflihrung von Tierexperimenten wurde vom Ministerium
fur Energiewende, Landwirtschaft, Umwelt, Natur und Digitalisierung Schleswig-Holstein
genehmigt (Aktenzeichen: V242-4255/2018). Samtliche Tierexperimente wurden an
Geschwistertieren durchgefihrt oder es wurden Kontrolltiere aus der gleichen Zucht mit
entsprechendem Alter oder Geschlecht verwendet.

Fir die Generierung von SPPL2c-defizienten Méuse (mSPPL2c”") wurde auf ein Cre/loxP-
System zuriickgegriffen (s. Abbildung 4). In den SPPL2c"-M&usen stand die Expression einer
B-Galaktosidase unter der Kontrolle des endogenen SPPL2c-Promoters und konnte so als
Reportergen verwendet werden. Nahrere Details zur Generierung der SPPL2c”-Mause finden

sich unter der Abbildung 4 sowie unter Niemeyer, 2019.

Allel:

Ziel-Gen: n Neo —}

Post-Cre: ‘

RT-PCR-Primer

s Zie|bereich der Deletion |—’2c-RT-|soA-Fw ‘_| 2¢-RT-IsoA-Rv

- Transkript + ORF (—| 2¢-RT-IsoB-Rv

Abbildung 4: Generierung der SPPL2c”-Maus (nach Niemeyer, 2019):

Bei der Deletion des flir SPPL2c kodierenden Genlocus wurde die Sequenz einer bakteriellen
B-Galaktosidase (B-Gal aus E.coli) und eine Resistenzkassette fir Neomycin (Neo) eingefligt.
Die Neomycin-Resistenzkassete wurde vor der Analyse der mSPPL2c-defizienten Mause
durch Verpaarung mit Mausen, die ein Cre-Deleter-Allel trugen, entfernt. Vermerkt sind zudem
die Positionen der Primer, die fir die RT-PCR eingesetzt wurden.
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2.2 Methoden

2.2.1 Zellbiologische Methoden

2.2.1.1 Kultivierung von Zelllinien

Die Arbeit mit lebenden Saugerzelllinien erfolgte unter der Sterilbank. Als Zellkulturmedium
diente DMEM (Thermo Scientific), zu dem folgende Substanzen hinzugefiigt wurden:

Tabelle 9: Zusammensetzung des modifizierten Zellkulturmediums.

Medium Chemikalien
DMEM komplett DMEM
10% FCS

500 units Penicillin

0,05 % (w/v) Streptomycin

Abkiirzungen: DMEM = Dulbecco's Modified Eagle's Medium, FCS = Fetales Kalberserum.

Die Zellkulturschalen wurden im Brutschrank bei 37°C und 5 % CO- inkubiert. Nachdem die
Zellen den Boden der Zellkulturschalen zu einer Konfluenz von 90 % Uberwachsen hatten,
wurden die Zellen wie folgt passagiert:

Zunachst erfolgte das Absaugen des verbrauchten Zellkulturmediums, anschlieRend wurden
die Schalen mit sterilem PBS gespiilt. Um die Zellen vom Boden der Zellschale zu I6sen, wurde
1 ml Accutase (eBioscience) zu der Zellkultur gegeben. Anschlieliend wurde die Zellschale flr
15 Minuten im Brutschrank inkubiert. Schlieflich wurde 9 ml des modifizierten DMEM
hinzugefiigt und die Zellen wurden durch vorsichtiges Suspendieren in Lésung gebracht.
Abschlie3end erfolgte die Verteilung der Suspension in der gewiinschten Verdinnung auf eine
neue Zellkulturschale.

Tabelle 10: Zusammensetzung des PBS-Puffers.

Puffer Chemikalien
PBS 137 mM NaCl
2,7 mM KCI

10 mM NazHPO4
1,8 mM KH2PO4
mit NaOH auf pH=7 4 einstellen
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2.2.1.2 Transiente Transfektion von Zelllinien

Um ein bestimmtes Protein von den Zellen exprimieren zu lassen, wurde eine transiente
Transfektion mit Hilfe des Transfektionsreagenz Turbofect (Thermo Scientific) durchgefiihrt.
Dazu wurden bei 6-cm-Zellkulturschalen je 2,5 ug Plasmid-DNA und 5
Transfektionsreagenz in 200 yl DMEM, bei 10-cm-Zellkulturschalen je 5 ug Plasmidkonstrukt
und 10 ul Transfektionsreagenz in 500 pl DMEM suspendiert, fir 20 Minuten bei
Raumtemperatur inkubiert und anschlielRend gleichmaRig auf die zu ca. 50% konfluent
bewachsene Zellschale gegeben. Nach 6 - 8 Stunden wurde ein Mediumwechsel durchgefihrt,
um das zytotoxische Transfektionsreagenz zu entfernen. Die anschlieende Ernte der Zellen
fur  proteinbiochemische  Untersuchungen oder die Fixation der Zellen fir
immunhistochemische Untersuchungen erfolgte in der Regel 24 Stunden nach Beginn der

Transfektion.

2.2.2 Proteinbiochemische Methoden

2.2.2.1 Herstellung von Zelllysaten

Zur Isolierung der zellularen Proteine wurden die Zellschalen zunachst auf Eis gestellt und das
Zellmedium durch Absaugen entfernt. Die Zellen wurden dann mit gekiihitem PBS gewaschen
und mittels eines Zellschabers vom Boden des Zellschale geldst. Sie wurden anschliel3end in
die PBS / Complete-Lésung aufgenommen und fir 5 Minuten bei 1000 x g bei 4°C zentrifugiert
(erster Abschnitt).

Tabelle 11: Zusammensetzung des PBS / Complete.

Puffer Chemikalien

PBS / Complete 1 x PBS
1 x Complete Protease Inhibitor
4 mM EDTA

Die sedimentierten Zellen wurden anschlieend in 50-100 pl Lysispuffer (je nach Zellmenge)
resuspendiert, mittels Ultraschall (20 Mal je eine Sekunde bei Stufe 4) lysiert und eine Stunde
auf Eis inkubiert. Nach der Inkubation wurden die Proben fir 10 Minuten bei 16.200 x g bei
4°C zentrifugiert und der Uberstand in ein frisches Reaktionsgefal Uberfiihrt. AbschlieRend
folgte die Bestimmung der Proteinkonzentration mit Hilfe des BCA Protein Assay Kit (Thermo

Scientific) (zweiter Abschnitt).
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Tabelle 12: Zusammensetzung des Lysispuffers.

Puffer Chemikalien
Lysispuffer 50 mM Tris (HCI), pH=7,4
150 mM NacCl
1 % Triton X-100
0,1 % SDS

1x Complete Protease Inhibitor Cocktail
4 mM Pefabloc®

0,5 ug/ml Pepstatin A

4 mM EDTA

2.2.2.2 Aufreinigung und Isolierung von Proteinen aus Geweben

Zunachst wurden die Mause mittels zervikaler Dislokation getétet und die zu untersuchenden
Organe freiprapariert. Die Organe wurden gewogen und zerkleinert bzw. im Fall des Hodens
von der Tunica albuginea befreit. Anschlielliend wurden pro Milligramm Organgewicht das
neunfache Volumen an Lysispuffer, welcher zunachst keine schaumbildenden Substanzen wie
SDS oder Triton X-100 enthielt, zu den Organlysaten gegeben. Die anschlielende
Homogenisierung erfolgte mit Hilfe des Homogenisators 40 / E (Xenox). Danach wurden die
Detergenzien SDS und Triton zu einer Konzentration von 1% bzw. 0,1% zu den Ldsungen
gegeben. Es erfolgte eine einstiindige Inkubation auf Eis. In dieser Zeit wurden die Proben
zwei Mal mit Ultraschall behandelt (Stufe 4, 20 Mal fir je eine Sekunde). AnschlieRend wurden
die Proben fir 15 Minuten bei 16.200 x g bei 4°C zentrifugiert und der mittlere Uberstand in
ein frisches Reaktionsgefall Uberfihrt. Auch hier schloss sich eine Bestimmung der

Proteinkonzentration mittels des BCA-Assays an.

2.2.2.3 Bestimmung der Proteinkonzentration

Die Bestimmung der Proteinkonzentration erfolgte mit Hilfe des Pierce™ BCA Protein Assay
Kit von Thermo Scientific nach Angaben des Herstellers. Fir die Kalibrationskurve wurde ein
Albumin-Standard von Pierce eingesetzt, welcher in steigenden Konzentrationen von 0 bis 2
pag/ml vorgelegt wurde. Die Messung der Extinktion erfolgte bei einer Wellenlange von 595 nm

mit dem Multifunktionsplattenlesegerat Synergy HT von Bio-Tek.
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2.2.2.4 Auftrennung von Proteinen mittels SDS-PAGE

Fur eine molekllgréRenabhangige Auftrennung der in den Lysaten enthaltenen Proteine
wurde eine Sodium dodecyl sulfate polyacrylamide gel electrophoresis (SDS-PAGE)
durchgefiihrt. Zuvor wurden die Proben mittels SDS-PAGE-Probenpuffer denaturiert und auf
ein identisches Konzentrationsniveau gebracht. Dem SDS-PAGE-Probenpuffer wurde neben
SDS, das fiir eine Denaturierung und Uberdeckung der Eigenladung der Proteine sorgt und
Dithiothreitol (DTT), welches fir eine Reduzierung der Disulfidbricken sorgt, auch
Bromphenolblau zugefiigt, welches ein ungefahres Abschatzen der Lauffront im Gel
ermdglichte.

Tabelle 13: Zusammensetzung des SDS-PAGE-Probenpuffers.

Puffer Chemikalien
5x SDS-PAGE-Probenpuffer 5 % SDS
50 % Glycerol
625 mM TRIS
500 mM DTT

Die SDS-Gele wurden aus den folgenden Ausgangskomponenten hergestellt:

Tabelle 14: Zusammensetzung der SDS-Gele.

Komponente Trenngel (7,5 %) Trenngel (10%) Sammelgel (4,5 %)
Trenngelpuffer 2,6 ml 2,6 ml -
Sammelgelpuffer - - 1,35 ml

30 % Acrylamid/Bisacrylamid 2,5 ml 3,3 ml 1,75 ml
(Rotiphorese Gel 30 [37,5:1])

H20 dd. 4,8 ml 4,0 ml 3,1 mi

APS (10 %) 60 pl 60 pl 60 pl

TEMED 30 pl 30 pl 30 pl
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Tabelle 15: Zusammensetzung des Sammelgelpuffers.

Puffer Chemikalien
Sammelgelpuffer 0,5 M TRIS
0,4 % SDS

mit NaOH auf pH=6,8 einstellen

Tabelle 16: Zusammensetzung des Trenngelpuffers.

Puffer Chemikalien
Trenngelpuffer 1,5 M TRIS
0,4% SDS

mit NaOH auf pH=8,8 einstellen

Je nach Fragestellung wurden zwischen 20-50 pl Probelésung in die Geltasche geladen. Vor
dem Auftragen erfolgte ein finfminttiges Erhitzen der Proben auf 56 °C. Es wurde zunachst
eine Spannung von 80 V angelegt, bis die Lauffront der Elektrophorese das Trenngel erreicht
hatte. AnschlieRend wurde die Spannung bis zum Ende der Gelelektrophorese auf 120 V
erhoht.

Tabelle 17: Zusammensetzung des Elektrophoresepuffers.

Puffer Chemikalien

Elektrophoresepuffer 0,193 M Glycin
0,1 % (w/v) SDS
25 mM TRIS

mit HCI auf pH=7 4 einstellen
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2.2.2.5 Western Blotting

Western Blotting beschreibt ein Verfahren zur Ubertragung von gelelektrophoretisch
getrennten Proteinen (SDS-PAGE) auf eine Nitrocellulosemembran. Das in dieser Arbeit
verwendete Semi-Dry-Blotting-Verfahren erfolgte mit Hilfe der Trans-Blot® SD Semi-Dry
Transfer Cell von der Firma BioRad. Dafir wurden zunachst vier Lagen Filterpapier (Gel
blotting paper, Whatman) und eine Membran (Whatman Protran Nitrocellulose Transfer
Membran, GE / Amersham) auf ein einheitliches Format geschnitten und anschlieend in
Semidry-Transferpuffer getrankt (s. Tabelle 18). Der Aufbau des Blottes erfolgte wie folgt (von

unten nach oben):

e Anode

e Zwei Lagen Filterpapier
¢ Nitrocellulosemembran
e SDS-PAGE-Gel

e Zwei Lagen Filterpapier
e Kathode

Der Transfer erfolgte bei einer Stromstarke von 65 mA pro Membran flr 120 Minuten.

Tabelle 18: Zusammensetzung des Semidry-Transferpuffers.

Puffer Chemikalien

Semidry-Transferpuffer 0,193 M Glycin
20% Methanol (v/v)
25 mM TRIS

2.2.2.6 Proteindetektion auf Nitrocellulosemembranen

Nach dem Western Blotting wurden die Membranen zunadchst flr eine Stunde bei
Raumtemperatur im Blockierpuffer inkubiert. Dies reduzierte bei der nachfolgenden Inkubation
der Membranen mit Primarantikérpern die unspezifische Bindungen. Wurden Proben aus
Organlysaten verwendet, erfolgte das Blocken Uber Nacht mit 5 % bovinem Serumalbumin
(BSA) in TBS/T.
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Tabelle 19: Zusammensetzung der fiir die Proteindetektion verwendeten Puffer.

Puffer Chemikalien

TBS 137 mM NaCl
2,7 mM KCI
25 mM TRIS

mit HCI auf pH=7 4 einstellen

TBS/T 1 % (v/iv) Tween® 20
in 1x TBS
Blockierpuffer 5 % (w/v) Magermilchpulver in TBS/T

Nach der Inkubation in dem Blockierpuffer wurden die Nitrocellulosemembranen fir die
Proteindetektion mit den Primarantikérpern fir eine Stunde bei Raumtemperatur bzw. tber
Nacht bei 4°C inkubiert. Die jeweilige Verdiinnung der Antikérper findet sich in der Tabelle 20.

Die Verdiinnung der Primarantikérper erfolgte in dem Blockierpuffer.

Tabelle 20: Liste der verwendeten Primarantikorper.

Name Spezies Quelle Verdiinnung

mSPPL2c E3 R2*'" Kaninchen Pineda IF: 1:100, WB: 1:1000, IHC: 1:100
mSPPL2c CT R2*?> Kaninchen Pineda IF: 1:100, WB: 1:1000, IHC: 1:100
mSPPL2b CT R1 Kaninchen Pineda IHC: 1:100

mSPPL2b CT R2  Kaninchen Pineda WB: 1:200

hSPPL2a CT R2 Kaninchen Pineda IHC: 1:100

mSPPL2a E3R2 Kaninchen Pineda WB: 1:200

CD44 Kaninchen Pineda WB: 1:1000

Aktin (Klon JLA20) Kaninchen Sigma - Aldrich WB: 1:2000

myc (Klon 9B11) Maus Cell Signaling  IF: 1:100, WB: 1:1000

HA (Klon 3F10) Ratte Roche WB: 1:1000

GAPDH Kaninchen Santa Cruz WB: 1:4000

eEF2 Kaninchen Abcam WB: 1:5000

LIMP-2 (Tier 2) Kaninchen Pineda WB: 1:1000
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Name Spezies Quelle Verdiinnung
SPP Kaninchen AG Herman**  IHC: 1:100
B-Galaktosidase Maus Promega WB: 1:1000
CD44 (IM7) Ratte Biolegend WB: 1:1000
KDEL (Klon 10C3) Maus Enzo IF: 1:100
GM130 (Klon 35) Maus BD Bioscience IF: 1:250
ERGIC53 (Klon OT) Maus Enzo IF: 1:500

Abkiirzungen: IF = Immunofluoreszenz, WB = Western Blot, DAB = 3,3-diaminobenzidin, IHC
= Immunhistochemie, AS = Aminosaure, *': AS: 232 - 241, *?: AS: 672 — 690, *3: Referenz fiir
den SPP-Antikérper: Urny, 2003.

Im Anschluss wurden die Membranen flir viermal 15 Minuten in TBS/T bei Raumtemperatur
unter Schitteln inkubiert. Nach diesem Waschschritt erfolgte die Inkubation mit Horseradish
peroxidase (HRP)-gekoppelten Sekundarantikérpern, die jeweils speziesspezifisch an die
Primarantikérper banden (Verdlinnungen siehe Tabelle 20 und Tabelle 21). Diese wurden
ebenfalls in Blockierpuffer verdiinnt. Nach einem erneuten Waschschritt (viermal 15 Minuten
in TBS/T) erfolgte die Detektion der HRP-Aktivitat mit Amersham ECL Advance Western
Blotting Detection Reagent (GE Healthcare) und dem ImageQuant Las4000 (GE Healthcare).

Tabelle 21: Uberblick iiber die verwendeten Sekundarantikérper.

Name Konjugation Quelle Verdiinnung
Anti-Maus 1gG Meerrettichperoxidase Dianova WB: 1:15000
Anti-Kaninchen IgG ~ Meerrettichperoxidase Dianova WB: 1:15000
Anti-Ratte IgG Meerrettichperoxidase Dianova WB: 1:15000
Anti-Maus 1gG Alexa-Fluor 594 Life Technologies IF: 1:300
Anti-Kaninchen IgG  Alexa-Fluor 488 Life Technologies IF: 1:300
Anti-Kaninchen IgG  Biotinyl. Meerrettichperox. Vector Lab IHC: 1:500

Abkiirzungen: IF = Immunofluoreszenz, WB = Western Blot, IHC = Immunhistochemie.
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Tabelle 22: Zusammensetzung der ECL-Lésungen.

Puffer Chemikalien

ECL Lésung A 10 mM TRIS-HCI (pH=8,8)
0,0025% (w/v) Luminol

ECL Lésung B 1,1% trans-p-Cumarsaure in DMSO

Abkiirzungen: ECL = Elektrochemolumioneszenz, DMSO = Dimethylsulfoxid.

Tabelle 23: Zusammensetzung des Amersham ECL Advance Western Blotting Detection
Reagents.

Komponente Volumen
ECL-Lésung A 1ml
ECL-L6sung B 100 pl
Lumigen ECL Ultra Solution A 100 pl
Lumigen ECL Ultra Solution B 100 pl
H20; 3ul

2.2.2.7 Elution von gebundenen Antikorpern von Membranen

Fur die Detektion mehrerer Antigene auf derselben Membran wurden die bereits gebundenen
Antikérper mittels Glycin-Elutions-Puffer (Zusammensetzung siehe Tabelle 24) entfernt. Die
Inkubation mit dem Elutions-Puffer erfolgte flir 30 Minuten bei Raumtemperatur. Im Anschluss
wurden die Membranen kurz in TBS/T gewaschen, erneut flir 30 Minuten in Blockierpuffer
geblockt und vor der Wiederverwendung dreimal fir 10 Minuten in TBS/T gewaschen.

Tabelle 24: Zusammensetzung des Glycin-Elutions-Puffers.

Puffer Chemikalien
Glycin-Elutions-Puffer 100 mM Glycin
50 mM KCI

20 mM Mg-Acetat

mit HCI auf pH=2,2 einstellen
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2.2.3 Enzymatische Deglykosylierung von Proteinlysaten

Die Deglykosylierung der in einer Probe enthaltenen zellularen Proteine wurde nach
folgendem Protokoll durchgefiihrt:

Zunachst wurde 50 ug des Proteinlysates mit 2,5 pl Denaturierungslésung versetzt.
Anschliel3end wurde der Ansatz mit H.O dd. auf 15 pl aufgefillt und fir finf Minuten bei 56°C

erhitzt. Die Tabelle 25 zeigt die fur die Deglykosylierungen verwendeten Losungen.

Tabelle 25: Ubersicht iiber die zur Deglykosylierung verwendeten Puffer.

Losung Chemikalien
Denaturierungslosung 6 % (w/v) SDS

400 mM DTT

in 50 mM Natriumphosphat (pH=7,5)
5x Endoglykosidase-H-Puffer 250 mM Natriumacetat (pH=5,5)
5x PNGase-F-Puffer 250 mM Natriumacetat (pH=7,5)
5x NP-40 4 % (w/v) NP-40 in H20 dd.

Abkiirzungen: DTT = Dithiothreitol, NP-40 = Nonoxinol 40.

Da die verwendeten Enzyme verschiedene Puffer bendtigen, variiert das Protokoll fir die
jeweilige Glykosidase:

Endoglykosidase H (Endo H): Zunachst wurden zu den Proben je 20 pl des finffach
konzentrierten Endo-H-Puffers und 4 ul Complete Protease Inhibitor Cocktail gegeben. Das
Totalvolumen des Ansatzes wurde mit H.O dd. auf 100 pl erhéht. Anschliellend wurde der
Ansatz in zwei Teile aufgeteilt (je 40 pl) und zu einem Ansatz 2 pl rekombinante
Endoglykosidase H gegeben. Die Proben wurden fir 3 h bei 37°C inkubiert, mit 10 ul SDS-
Probenpuffer versetzt, fir 5 Minuten bei 56°C erhitzt und auf ein SDS-Gel geladen.
N-Glykosidase F (PNGase F): Auch hier wurden zu den Proben je 20 pl des PNGase-F-Puffers
und 4 pl Complete Protease Inhibitor Cocktail gegeben und das Totalvolumen mit H,O dd. auf
100 pl erhéht. Es erfolgte die Aufteilung der Probe in zwei Anséatze a 40 pl. Zu einem Ansatz
wurden dann anschliefdend 2 pl des Enzyms PNGase F gegeben. Zusatzlich wurden neben
dem PNGase-F-Puffer den Ansatzen noch 20 pl flinffach konzentriertes NP-40 hinzugefiigt.
Die Proben wurden fir 3 h bei 37°C inkubiert, mit 10 yl SDS-Probenpuffer versetzt, flr 5
Minuten bei 56°C erhitzt und auf ein SDS-Gel geladen.
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2.2.4 Dichtegradientenzentrifugation

Die Dichtegradientenzentrifugation ist ein  physikalisches Trennverfahren von
Zellbestandteilen anhand der Sedimentation in einem Dichtengradienten. Im Rahmen dieser
Arbeit wurde ein diskontinuierlicher Dichtheitsgradient mit kolloidalen Siliziumdioxid-Partikeln
(Percoll, GE Healthcare) eingesetzt. Die Dichtegradientenzentrifugation von murinen
Hodenmaterial wurde wie folgt durchgefihrt: Zunachst wurde das Organ freiprapariert und die
Tunica albuginea entfernt. Anschlielliend wurde der Hoden mittels des Ultraturrax in 2ml HB-
Puffer zerkleinert und die Zellen mit acht StoRen eines Potter-Homogenisators
aufgeschlossen. Zur Sedimentierung der Zellnuklei erfolgte die Zentrifugation fir 10 Minuten
bei 750 x g.

Tabelle 26: Zusammensetzung der zur Dichtegradientenzentrifugation eingesetzten
Losungen.

Puffer Chemikalien

HB-Puffer 250 mM Sucrose
10 mM HEPES-NaOH (pH=7,4)
1 mM EDTA
in 1x PBS

90% Percolllésung 36 ml Percoll

4 ml 10x PBS (pH=7,4)

Der Uberstand wurde zu einer finalen Konzentration von 30% (w/v) Percoll in einem Volumen
von 8,6 ml eingestellt. AnschlieRend wurden der Probe 0,9 ml HB-Puffer zugefiigt und
vermischt. Der Zellsuspension wurden dann 0,5 ml 65 % Sucrose (w/v) in 10 mM HEPES-
NaOH untergeschichtet. Die absteigende Percoll-Verdinnungsreihe wurde ausgehend von
einer 90%-Percollldsung hergestellt. Im Einzelnen wurde die Verdlinnungsreihe der

Percollldsung wie folgt angesetzt:

45%: 10ml 90% Percollldsung + 10 ml 1x PBS
30%: 5ml 90% Percollldsung + 10 ml 1x PBS

22,5%: 5ml 45% Percollldsung + 5 ml 1x PBS
15%: 5 ml 45% Percollldsung + 10 ml 1x PBS.
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Fir den Gradienten wurden in einem 15 ml Réhrchen je 1 ml der Percoll-Verdiinnungsreihe
vorsichtig aufgetragen, beginnend mit der 90 % Percolllésung. AnschlieBend wurde 1 ml der
vorher praparierten Zellsuspension vorsichtig aufpipettiert. Nach diesem Schema wurden im
Wechsel die Percollldsungen absteigender Dichte und die Zellsuspension aufgetragen. Im
Anschluss wurde das Roéhrchen fir 40 Minuten bei 40.500 x g zentrifugiert. Nach der
Zentrifugation wurden je 500 ul vorsichtig abpipettiert und in ein Mikroreaktionsgefa®
Uberfiihrt. Bei einen Restvolumen von 2 ml wurde je 1ml abpipettiert und in 15 ml Réhrchen
Uberfiihrt, sodass sich 8 Fraktionen a 500 pl und 2 Fraktionen a 1ml hergestellt wurden.
Danach wurde die jeweils doppelte Menge 1x PBS zu den Probengefallen gegeben und diese
anschlieBend fir 10 Minuten bei 600 x g zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen, die
Zellpellets in 1 ml PBS / Complete resuspendiert und erneut fir 10 Minuten bei 600 x g
zentrifugiert. Der Uberstand wurde abgenommen und fiir 2 Minuten bei 16.200 x g zentrifugiert
und die Pellets beider Proben vereinigt. Anschlieend wurde nach dem Zelllysisprotokoll unter
2.2.2.1 verfahren. Samtliche Schritte wurden auf Eis oder bei 4 °C durchgefihrt.

2.2.5 Durchflusszytometrische Untersuchungen (fluorescence-activated cell
scanning, FACS)

Bei einer durchflusszytometrischen Untersuchung flieRen einzelne Zellen entlang eines
Laserstrahls und emittieren nach der Anregung je nach GréfRe, Granularitat oder Anfarbung
der Zelle Streulicht, das es ermoglicht, Rickschlisse auf die analysierte Zelle zu ziehen. Im
Rahmen dieser Arbeit wurde mit Zellsuspensionen aus Hodengewebe gearbeitet, welche mit
dem DNA-Farbstoff DRAQ5™ (eBioscience) gefarbt wurden. Zu den Eigenschaften von
DRAQ5™ siehe 2.2.5.2.

2.2.5.1 Herstellung einer Zellsuspension aus Hodengewebe

Um die verschiedenen Zellpopulationen des Hodengewebes mittels Durchflusszytometer
analysieren zu kénnen, wurde zunachst eine Einzelzellsuspension des Hodens hergestellt.

Nach der Isolierung des Organs wurde die Kapsel mit Hilfe eines Skalpells vorsichtig eroffnet.
Fur die nachfolgenden Schritte wurde das Organ in ein mit 1 ml FACS-Puffer befllltes
Reaktionsgefald tberfihrt. Die in der Kapsel enthaltenen Tubuli seminiferi wurden zunachst
mechanisch durch Pipettieren dissoziiert. Begonnen wurde das Dissoziieren mit einer tief
abgeschnittenen Pipettenspitze (1 ml), spater wurde eine unveranderte Pipettenspitze (1 ml)
verwendet. Nachdem sich samtliche groliere Zellaggregate aufgelost hatten, wurde die
Suspension durch ein Zellsieb (Corning) mit 100 um PorengrofRe filtriert. Das Filtrieren erfolgte
in ein vorher mit FCS-beschichtetes 50 ml-Zentrifugenréhrchen. Das Zellsieb wurde mehrfach
gespllt, sodass sich ein Gesamtvolumen von 5 ml einstellte. AnschlieBend wurde die
Suspension fur 5 Minuten bei 400 x g und 4 °C sedimentiert und in 1 ml FACS-Puffer

aufgenommen. Samtliche Schritte wurden auf Eis durchgeflihrt.
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Tabelle 27: Zusammensetzung des FACS-Puffers.

Puffer Chemikalien
FACS-Puffer 1% FCS
1mM EDTA
25 mM HEPES, pH=7,0
in PBS

mit NaOH auf pH=7 4 einstellen

2.2.5.2 Farben und Analyse von FACS-Proben

Nachdem eine Einzelzellsuspension hergestellt wurde, erfolgte die Farbung dieser mit dem
DNA-Farbstoff DRAQ5™. DRAQ5™(1,5-bis{[2-(di-methylamino)ethyllamino}-4, 8-
dihydroxyanthrazen-9, 10-dioe) ist ein zellpermeabler, fluoreszierender Farbstoff, der an
doppelstrangige DNA bindet. Das Anregungsoptimum liegt bei Exmax = 646 nm, das
Emissionsspektrum zwischen 665 nm bis <800 nm. Dementsprechend erfolgte die Detektion
im PeCy7-Kanal des FACS-Gerates. Im Rahmen dieser Arbeit wurde der Farbstoff 1:200
verdinnt eingesetzt: Daflir wurden 20 ul der Hodenzellsuspension mit 180 pl FACS-Puffer
verdunnt und schlieRlich mit 10 pl 1:10 verdinnten DRAQ5™ versetzt. Die Inkubation erfolgt
fur 15 Minuten bei 22 °C bzw. 37 °C. Die anschlieBende durchflusszytometrische
Untersuchung wurde mit dem FACSCanto (BD Biosciences) durchgeflihrt, die Auswertung

erfolgte mit dem Programm Flow-Jo, Version 10.2 (FlowJo, LLC).

2.2.6 Isolierung von Spermien

Die Isolierung maturer Spermien wurde 2zwecks Quantifizierung, Bestimmung der
Spermienmotilitdt und Proteinisolierung fir Western Blotting eingesetzt. Daflr wurden der
Nebenhoden und der Samenstrang vorsichtig von dem umliegenden Fettgewebe und Gefalien
isoliert. Dem Reifungsweg der Spermien folgend, wurde die Cauda epididymidis und der
Samenstrang inzisiert und in toto in eine mit 3 ml Swim-out-Puffer befiilite Petrischale versetzt.
Das Hinausschwimmen der Spermien erfolgte flir 30 Minuten bei 37 °C im Zellinkubator.

Fur die Gewinnung der Proteine aus den isolierten Spermien wurde die Spermiensuspension
fur funf Minuten bei 300 x g bei 4 °C sedimentiert und der Uberstand anschlieend vorsichtig
abgenommen. Nach einer Wiederholung dieses Schrittes erfolgte die Pelletierung der
Suspension bei 13.000 x g fir 5 Minuten. Es erfolgte im Anschluss die Herstellung eines

Zelllysates wie im zweiten Abschnitt unter 2.2.2.1. beschrieben.
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Tabelle 28: Zusammensetzung des Swim-Out-Puffers.

Puffer Chemikalien

Swim-Out-Puffer 135 mM NaCl
5 mM KCI
2 mM CaCl;
1 mM MgCl,
20 mM HEPES

5 mM Glucose

mit NaOH auf pH=7 4 einstellen

2.2.7 Mikroskopische Analyse der Spermienmorphologie

Fur eine lichtmikroskopische Analyse der Spermienmorphologie wurden die Spermien aus den
entsprechenden Nebenhodenschwanzen zunachst wie unter 2.2.6 beschrieben, gewonnen.
AnschlieRend wurde die Spermiensuspension im Verhaltnis 1:4 mit destilliertem Wasser
verdinnt und die Petrischale vorsichtig geschwenkt. Je 10 ul der Suspension wurden auf
einem Objekttrager ausgestrichen und fir 1 Stunde luftgetrocknet. Die Zellen wurden im
Anschluss fiur 15 Minuten in reinem Methanol fixiert und erneut fir eine Stunde luftgetrocknet.
Die Analyse der Zellmorphologie erfolgte mittels Phasenkontrastmikroskopie. Hierflir wurde
das Mikroskop DMi8 der Firma Leica verwendet. Die Aufnahme der Bilder erfolgte mittels der

vorgeschalteten Kamera Leica CFC7000 T.

2.2.8 Computer Assisted Sperm Analysis (CASA)

Die Computer Assisted Sperm Analysis (CASA) ist eine standardisierte Methode zur
Qualitatsbeurteilung von Spermienzellen aus humanen Ejakulatproben. Sie gibt Aufschluss
Uber die Beweglichkeit und Bewegungsmuster von Spermien. Durch diese Parameter lassen
sich Ruckschlusse auf die Fertilitdt und die Qualitdt der Spermienzellen eines Mannes
schlieRen. Die Klassifizierung der Spermien erfolgt nach Kriterien der World Health
Organisation (WHQO) anhand der gemessenen Motilitdt (siehe Tabelle 29). Die Durchfihrung
der CASA-Messungen erfolgte in Zusammenarbeit mit der AG Wennemuth von der Universitat

Duisburg-Essen.
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Tabelle 29: WHO-Referenzkriterien zur Spermienbeweglichkeit (modifiziert nach
Cooper, 2009).

Klasse Bezeichnung Geschwindigkeit in pm/s
A Schnell lineare progressive Spermien 225 um/s

B Langsam progressive Spermien <20 uym/s, 25 uym/s

C Nicht progressive (ortsstandige) Spermien <5 um/s

D Immotile Spermien %]

Zur Praparation wurden das Spermienpellet (s. 2.2.7) in 100 ul Swim-Out-Puffer
aufgenommen und auf 37°C erwarmt. AnschlieBend wurden 20 pl dieser Suspension in die
auf 37°C vorgeheizte CASA-Zahlkammer pipettert und pro Messung mindestens 200
Spermien aus verschiedenen Gesichtsfeldern bei 20-facher Vergréfierung gemessen. Mithilfe
der Software MedealLab wurden dabei einzelne Spermienzellen detektiert und deren Verlauf
verfolgt und aufgezeichnet. Aufgrund ihrer Bewegungsmuster wurden die Spermien dann in
die verschiedenen WHO-Klassen eingeteilt und die Motilitdtsparameter berechnet. Zur

Veranschaulichung der verschiedenen Parameter siehe Abbildung 5.

VCL

« VSL >

Abbildung 5: Uberblick iiber die Geschwindigkeitsparameter der CASA-Messungen: Die
Geraden mit Punkten zeigen einen beispielhaften Bewegungsverlauf eines einzelnen
Spermiums.

VAP (Velocity average path): Dies bezeichnet die mittlere Pfadgeschwindigkeit des
Spermiums. Aus dem Verlauf der Bewegung wird eine durchschnittliche Route berechnet und
daraus eine mittlere Geschwindigkeit errechnet.

VCL (Velocity curvilinear): Dies ist die Geschwindigkeit der totalen Punkt-zu-Punkt-Strecke,
die das Spermium pro Sekunde zurlicklegt.

VSL (Velocity straight line): Die VSL bezeichnet die Geschwindigkeit einer gedachten,
geraden Linie zwischen End- und Startpunkt der Bewegung geteilt durch eine Zeiteinheit
(Sekunden). Samtliche Geschwindigkeiten werden in um/s angegeben.
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2.3 Immunhistochemische Methoden

Der Begriff ,Immunhistochemie” beschreibt biochemische Methoden, die es ermdglichen,

mittels markierter Antikérper Proteine in Geweben oder einzelnen Zellen sichtbar zu machen.

2.3.1 Immunfluoreszenzfarbung einzelner Zellen

Um Proteine in einzelnen Zellen und deren subzellularen Kompartimenten mikroskopisch
sichtbar zu machen, wurden die Zellen auf Coverslips (runde Deckglaschen) in 6-well-plates
ausgesat. Am nachsten Tag erfolgte die Transfektion, daran anschlieRend wurden die Zellen
bis zum folgenden Tag kultiviert, fixiert und angefarbt. Dafiir wurden die Zellen drei Mal mit 1x
PBS gewaschen und fir 20 Minuten mit der PFA-Fixierldsung inkubiert. Dabei banden die
freien Aminogruppen der Proteine an die Aldehydgruppen des PFAs. Nach erneutem
dreimaligen Waschen mit PBS erfolgte eine flnfminitige Permeabilisierung der
Zellmembranen mit der Permeabilisierungslosung |. Anschlief3end folgte eine zehnmindtige
Inkubation mit der Permeabilisierungslésung Il. Nach einem erneuten Waschschritt mit der
Permeabilisierungslésung | schloss sich die Inkubation der Coverslips mit dem Blockierpuffer
fur eine Stunde zur Absattigung unspezifischer Antikérperbindungen an.

Tabelle 30: Uberblick iiber die zur Immunfloureszenzfirbung verwendeten Lésungen.

Losung Chemikalen

PFA-Fixierlésung 4 % Paraformaldehyd (w/v) bei 80°C in PBS I6sen
Mit NaOH auf pH=7,4 einstellen

Permeabilisierungslésung | 0,2 % Saponin (w/v) in PBS

Permeabilisierungsléosung Il 0,12 % Glycin (w/v) + 0,2 % Saponin (w/v) in PBS

Blockierpuffer 10 % FCS + 0.2% Saponin in PBS

Einbettmedien 17% (v/v) Mowiol 4-88 + 33% Glycerol + 20 mg/ml
DABCO (SIGMA) + 1 mg/ml DAPI (SIGMA) in 1x PBS

AnschlieRend wurden die Coverslips mit 50 ul des in Blockierpuffer verdinnten
Primarantikérpers (Verdlinnung siehe Tabelle 20) Uber Nacht bei 4°C inkubiert. Am
darauffolgenden Tag folgte ein fiinfmaliges Waschen mit der Permeabilisierungslosung 1.
Danach wurden die Deckglaschen fir eine Stunde auf 50 ul passend verdinnten
Sekundarantikorper (ebenfalls in Blockierpuffer verdiinnt) gelegt. Nach flinfmaligem Waschen
mit dem Permeabilisierungspuffer | mit zwei zusatzlichen Waschschritten in H.O dd. wurden
die Coverslips schliellich auf Objekttragern mit den Einbettmedien fixiert. Den Einbettmedien
wurde 4',6-Diamidin-2-phenylindol (DAPI) zugefligt. DAPI interkaliert mit DNA-Molekilen und
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ermdglicht so die Visualisierung des Zellkernes unter dem Fluoreszenzmikroskop. Samtliche
Inkubationen erfolgten auf Parafilm M in einer Feuchten Kammer. Die optische Auswertung
erfolgte mithilfe des konfokalen Mikroskops FluoView1000 von Olympus. Die anschliellende

Bearbeitung der Bilder erfolgte mit der Software FV10-ASW 4.2 von Olympus.

2.3.2 Histologische Methoden

Fir eine Visualisierung der Aktivitat der B-Galaktosidase wurde das Gewebe in 4 % PFA fixiert,

fur samtliche sonstige Fragestellungen erfolgte die Fixation mittels Bouin’scher Lésung.

2.3.2.1 Perfusion von Mausen mit Paraformaldehydpuffer

Um fixierte murine Gewebe fir eine histologische Analyse zu gewinnen, wurden Mause mit
4% PFA transkardial perfundiert: Daftr wurden die Mause mit einer Mischung aus Ketamin 12
mg/ml und Xylazin 1,6 mg/ml in PBS (je 10 ul pro Gramm Kérpergewicht) durch i.p. Injektion
narkotisiert. Es folgte die Eréffnung des Bauch- und Brustraums sowie das Einfiihren einer
Kandile (21 G) in den linken Ventrikel. Der rechte Vorhof wurde erdffnet und der Blutkreislauf
mit Phosphatfixationspuffer mit einer FluRrate von 5 ml/min gespiilt.

Tabelle 31: Zusammensetzung des Phosphatfixationspuffers.

Puffer Chemikalien

Phosphatfixationspuffer 0,1 M KH2PO4 (Lésung 1)
0,1 M NazxHPO, (Lésung 2)

im Verhaltnis 4:21 mischen

mit NaOH auf pH=7,4 einstellen

Sobald die Leber eine braunlich-gelbe Farbe annahm, wurde der Organismus fir ca. 10
Minuten mit 4 % PFA, welches zuvor in Phosphatfixationspuffer gelést wurde, perfundiert.
AnschlieBend wurde das zu untersuchende Gewebe entnommen und Uber Nacht in 4% PFA
bei Raumtemperatur nachfixiert. Als Gefrierschutz flr das spatere Schneiden mit dem
Cryostaten wurde das Gewebe fir mindestens 3 Tage in 30% Saccharose in

Phosphatfixationspuffer bei 4°C gelagert.

2.3.2.2 Stiuckfixierung von Hoden mit Bouin‘scher-Losung

Nach dem Toten der Maus durch zervikale Dislokation und Eréffnung der Bauchhoéhle wurde
der Hoden aus dem umliegenden Fettgewebe isoliert. AnschlieRend wurde die Tunica

albuginea mit einer Kanile (24 G) in mehrfach perforiert, um das Eindringen des Fixativs zu
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ermdglichen. Auch hier wurde das Gewebe Uber Nacht in der Fixationsldsung belassen und
anschlielend als Gefrierschutz in 30% Saccharose in Phosphatfixationspuffer bei 4°C

gelagert.

2.3.3 Herstellung von Gewebeschnitten

2.3.3.1 Anfertigung von Cryoschnitten

Das zu schneidende Gewebe wurde zunachst in das Einbettmedium Shandon Cryomatrix
(Thermo Scientific) eingebettet und auf Trockeneis schockgefroren. AnschlieRend wurden
mithilfe des Cryostaten CM3050 S von Leica 6-8 pm dicke Schnitte angefertigt. Die
Kammertemperatur betrug -20°C, die Objekttemperatur -18°C. Als Objekttrager wurden
Menzelglaser Superfrost Ultra Plus® (Thermo Scientific) verwendet. Nach einer einstiindigen

Trockenphase wurden die Objekttrager bis zur Farbung bei -20°C gelagert.

2.3.3.2 Anfertigen von Paraffinschnitten

Die Anfertigung der Paraffinschnitte erfolgte in Zusammenarbeit mit dem Anatomischen
Institut der Christian-Albrechts-Universitat zu Kiel. Nach der Fixierung des Organs mittels
Bouin’scher Lésung wurde das Gewebe unter flieRendem Leitungswasser vier Mal fir je 5
Minuten gesplilt. Es folgte die Paraffineinbettung der Proben nach folgendem Schema:

2 x 5 Minuten in 50 % vergallten EtOH

2 x 7 Minuten in 70 % vergallten EtOH

2 x 10 Minuten in 90 % vergallten EtOH

2 x 10 Minuten in 96 % vergallten EtOH

2 x 10 Minuten in 100 % vergallten EtOH

2 x 15 Minuten in Benzoesaure-Methylester
0. N. in Benzoesaure-Methylester.

Am darauffolgenden Tag wurde das Gewebe in auf 60°C erwarmtem Paraffin (Rotiplast, Firma
Roth) fir eine Stunde inkubiert. Nach einer zweimaligen Wiederholung dieses Schrittes
wurden die Gewebestiicke erneut mit erwarmtem Paraffin ibergossen und anschlief3end in
einen Warmeschrank gelegt, sodass lUberschissige Luft aus dem Gewebe verdrangt wurde
und das Paraffin in das Gewebe hineindiffundieren konnte. Dies geschah flir eine Stunde unter
Anlegung eines Vakuums. Es erfolgte die Anfertigung von 5 ym dicken Gewebeschnitten mit
Hilfe des Mikrotoms Leica SM2000R (Leica Microsystems).

Fur die anschlieRende Entparaffinierung wurden die Organe zunachst zwei Mal fir je 10
Minuten in der Roti-Histol-Losung bei Raumtemperatur inkubiert und in folgender

absteigenden Alkoholreihe entparaffiniert:
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2 Minuten in 100 % EtOH
2 Minuten in 90 % EtOH
2 Minuten in 70 % EtOH
2 Minuten in 50 % EtOH.

2.3.4 Histologische Verfahren an Gewebeschnitten

2.3.4.1 Immunhistochemie mittels DAB

Die Detektion von Proteinen in Gewebeschnitten mittels 3,3'-Diaminobenzidin (DAB)-Farbung
beruht auf einem &hnlichen Prinzip wie die Detektion von Proteinen auf
Nitrocellulosemembranen (s. 2.2.2.6). Auch hier dient die Aktivitdt einer konjugierten
Meerrettichperoxidase (HRP) dem Nachweis eines bestimmten Proteins, welches zuvor mit
einem Primarantikdrper markiert wurde. Allerdings ist die HRP in diesem Fall nicht direkt an
den Sekundarantikdrper gebunden, sondern an Biotin, welches hochaffin an Avidin bindet
(s.u.). In Gewebeschnitten bildet das HRP-Substrat DAB einen rétlich-braunen Niederschlag
und erlaubt so die Identifizierung des Expressionsmusters des gesuchten Proteins.

Im Einzelnen erfolgte die DAB-Farbung nach folgendem Protokoll in einer Feuchten Kammer
auf Parafilm. Zunachst wurden die Objekttrager zweimal mit PBS gewaschen, fir 30 Minuten
in 1,6 % H20, in TBS inkubiert und erneut zweimal mit PBS umsplilt. AnschlieRend wurden
die Schnitte fur eine Stunde mit dem Blockierlésung geblockt, um unspezifische Bindungen
des Primarantikérpers zu minimieren. Die darauffolgende Inkubation mit dem Primarantikérper
erfolgte Gber Nacht bei 4°C (1). Die eingesetzten Primar- und Sekundarantikdrper wurden in
der Verdinnungslésung verdiinnt. Am darauffolgenden Tag wurden die Schnitte viermal fir
10 Minuten mit der Waschlésung umspult und anschlief3end flir eine Stunde mit biotinyliertem
Sekundarantikérper inkubiert (2). Nach erneutem Waschen mit der Waschlésung (5 Mal fir je
10 Minuten) wurde der Objekttrager fir eine Stunde in der 30 Minuten vorher angesetzten
ABC-L6sung (Avidin-Biotin-Complex) (Vector Laboratories) inkubiert (3). Dieser Komplex
besteht aus Biotin, an das eine Meerrettichperoxidase gekoppelt ist und Avidin. Das
Avidinmolekil besitzt 4 Bindungstellen fir Biotin, kann also neben dem Biotin des ABC-
Komplexes auch an den biotinyliertem Sekundarantikérper binden. Dadurch ergibt sich eine
vielfache Steigerung der Sensitivitat fir die nachfolgende Reaktion mit dem HRP-Substrat
DAB.
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Primarantikérper

‘-( Sekundarantikorper
Avidin mit
Biotin-Bindestellen

Meerrettichperoxidase
A/® Biotin mit Linker

O unspezifische Antigene
‘ Antigen des

untersuchten Proteins
Abbildung 6: Schematischer Uberblick iiber Antigendetektierung mittels DAB. Das
Zielantigen wird mittels des Primarantikérpers markiert (1). Der Dbiotinylierte
Sekundarantikérper bindet anschlie®end an den Primarantikdper (2). Nach Zugabe des AB-
Komplexes (s. Text) erfolgt die Inkubation der Proben mit dem Chromogen DAB und

Wasserstoffperoxid. Die Meerrettichperoxidase katalysiert die Oxidation von DAB, welches als
brauner Niederschlag ausfallt (3).

Tabelle 32: Uberblick iiber die verwendeten Puffer zur DAB-Farbung.

Losungen Chemikalien
TBS 137 mM NaCl
25 mM TRIS-HCI, pH=7 4
2,7 mM KCI
Waschlésung 0,25 % Triton X-100
in 1x PBS
Verdiinnungslésung 1,5 % NGS
0,2 % BSA

0,25 % Triton X-100
in 1x PBS
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Losungen Chemikalien
Blockierlésung 4 % NGS
0,2 % BSA
0,25 % Triton X-100
in 1x PBS

Abkiirzungen: NGS = Normal goat serum, BSA = Bovines Serumalbumin.

Nach der einstlindigen Inkubation mit der ABC-L6sung wurden die Objekttrager erneut viermal
10 Minuten mit 1x PBS gewaschen. Zuletzt wurden die Schnitte mit der DAB-Farbelésung
solange inkubiert, bis eine deutliche Braunfarbung mit dem bloRRen Auge sichtbar war. Das
Abstoppen der Reaktion erfolgte mit 1x PBS. Die DAB-Farbelésung wurde aus dem DAB
Peroxidase (HRP) Substrate Kit(Vector Laboratories) nach Angaben des Herstellers

verwendet.

2.3.4.2 Visualisierung der B-Galaktosidaseaktivitat

Die Aktivitdt des Reporterenzyms (-Galaktosidase auf PFA-fixierten Organschnitten wurde
wie folgt detektiert: Zunachst wurden die Schnitte zweimal fir finf Minuten mit 1x PBS
gewaschen. Am darauffolgenden Tag wurden die Objekttrager fir 10 Minuten bei
Raumtemperatur mit dem X-Gal-Permeabilisierungspuffer inkubiert und erneut einmalig mit
PBS gewaschen. Die anschlieRende Inkubation mit dem X-Gal-Farbepuffer erfolgte je nach
Fragestellung fiir 2-24 Stunden bei 37°C.

Tabelle 33: Uberblick iiber die verwendeten X-Gal-Puffer.

Puffer Chemikalien

X-Gal-Farbelésung 2 mM MgCl;
5 mM K4Fe(CN)s
5 mM K3Fe(CN)6
0,02 % NP-40
0,01 % Na-Desoxycholat
1 mg/ml X-Gal,
geldst in
0,1 M Phosphatfixationspuffer
(pH=7,4)
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Puffer Chemikalien

X-Gal-Permeabilisierungslosung 2 mM MgCl»
0,02 % NP-40
0,01 % Na-Desoxycholat
geléstin 0,1 M
Phosphatfixationspuffer (pH=7,4)

2.3.5 Gegenfarben von histologischen Schnitten

2.3.5.1 Hamalaun-Eosin-Farbung

Um eine histologische Analyse der Organe zu ermdglichen, wurden die Objekttrager mittels
Hamalaun-Eosin-Farbung (HE-Farbung) gefarbt. Hamalaun bindet an saure bzw. basophile
Strukturen wie DNA oder Ribosomen und farbt diese intensiv blau. Eosin, ein synthetischer
Farbstoff, bindet an basische Strukturen wie Zellplasmaproteine, Mitochondrien oder Kollagen
und flhrt zu einer Rotfarbung. Die Hamalaunfarbung der Objekttrager wurde mittels ,Meyers
Hamalaun®“ (Thermo Scientific) wie folgt durchgefiihrt: Die Schnitte wurden fiir 20 Mal flr circa
eine Sekunde in die Hamalaunlésung gehalten und anschlielRend flr zwei Minuten mit
flieRendem Leitungswasser gespllt. Fur die Eosinfarbung wurden die Objekttrager fir 10-30
Sekunden mit Eosinlésung (Eosin G, Roth) gegengefarbt und schliellich mit Mowiol und

Deckglas eingebettet.

2.3.5.2 Kernechtrot-Farbung

Die Farbung von Organschnitten mit Kernechtrot—Aluminiumsulfatiésung (Roth) ermdglicht
ebenfalls eine Darstellung des Zellkerns und wurde nach dem folgenden Schema
durchgefiihrt: Die Schnitte wurden fir 7 Minuten in der unverdiinnten Kernechtrotlésung
gefarbt und danach fir drei Minuten mit flieRendem Leitungswasser gespilt. Nach dem
vorsichtigen Abtrocknen des Objekttragers konnten die Schnitte mit Mowiol eingedeckelt

werden.
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2.4 Molekularbiologische Methoden

2.4.1 lIsolierung von mRNA aus Geweben

Die Isolierung der mRNA aus murinen Organen erfolgte mit Hilfe des NucleoSpin® RNA Il Kits

(Macherey-Nagel) und wurde nach Herstellerangaben durchgeflihrt.

2.4.2 Bestimmung der Nukleinsaurenkonzentration

Nach Isolierung und Aufreinigung der Proben erfolgte die Messung der DNA/RNA-
Konzentration mittels  Spektrophotometrie. Die Berechnung der jeweiligen
Nukleinsdurenkonzentration erfolgte anhand des Lambert-Beer'schen Gesetzes. Das
Absorptionsmaximum von Nukleinsauren liegt bei 260 nm, es wurde daher die OD2g mit dem

Synergy HT nach Angaben des Herstellers gemessen.

2.4.3 Agarose-Gelelektrophorese

Die Auftrennung der DNA-Fragmente wurde mittels Agarose-Gelelektrophorese durchgefiihrt.
Sie beruht auf dem Wanderungsverhalten der negativ geladenen DNA-Molekile zur Anode
bei angelegter elektrischer Spannung. Je nach erwarteter Grolie der DNA-Fragmente wurden
Gele mit einem Anteil von 1-2 % (w/v) Agarose (SeqKem® LE Agarose) verwendet. Dazu
wurde die Agarose in dem 1x TAE-Puffer in der Mikrowelle erhitzt, bis sie sich vollstandig
geldst hatte. Falls das aufgetragene DNA-Fragment nach der Gelelektrophorese noch
weiterverwendet wurde, wurde SyBR®-Safe DNA Gel Stain (Thermo) 1:30000 zu dem 1x TAE-
Puffer hinzugefligt. Falls dies nicht der Fall war, wurde zur Visualisierung der DNA-Fragmente
unter UV-Licht Ethidiumbromid (Roth) 1:30000 eingesetzt. Die Proben wurden vor dem
Auftragen im Verhaltnis 5:1 mit dem DNA-Ladepuffer (Fermentas) versetzt und bei einer
elektrischen Spannung von 100-120 V in der Agarosegellaufkammer Sub-cell-GT (BioRad)
aufgetrennt. Als Orientierungshilfe flr die Molekulargewichte der aufgetrennten Fragmente
wurde auf die Gene RulerTM 1 kb DNA Ladder (Fermentas) oder Gene RulerTM 100bp Plus
DNA Ladder (Fermentas) zurlickgegriffen. Die anschlieBende Aufreinigung der DNA-
Fragmente erfolgte mit dem High Pure PCR Product Purification Kit von Roche nach

Herstellerangaben.
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Tabelle 34: Zusammensetzung des TAE-Puffers.

Puffer Chemikalien

1x TAE-Puffer 40 mM TRIS
0,11 % (v/v) Essigsaure
1 mM EDTA

mit NaOH auf pH=8,0 einstellen

2.44 PCR

Mittels PCR (Polymerase chain reaction) kénnen beliebige DNA-Abschnitte mit Hilfe von
Oligonukleotiden (Primer) vervielfaltigt werden und erlauben so die Herstellung grélerer
Mengen der benétigten DNA-Abschnitte. Durchgefiihrt wurden die PCR in dem PCR-cycler
Geneamp PCR System 2400 von Perkin Elmer. Als DNA-Polymerase dienten bei den
Klonierungs- und Mutations-PCRs die Pfu-Polymerase (Thermo Scientific), bei der RT-PCR
wurde auf die Tag-Polymerase (Thermo Scientific) zurlickgegriffen. Samtliche verwendete

Puffer und dUTPs stammten von der Firma Thermo Scientific.

2.4.4.1 Klonierungs-PCR
Im Einzelnen wurde der PCR-Ansatz wie folgt pipettiert:

Tabelle 35: Zusammensetzung des Klonierungs-PCR-Ansatzes.

Komponente Volumen
Fw-Primer (10 uM) 1l
Rv-Primer (10 uM) 1l

10x Pfu Puffer 5ul
dNTP 2mM 5ul
DMSO 2,5l
template DNA 1l
Pfu-Polymerase 0,5 ul

H,0 ad 50
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Tabelle 36 zeigt das Temperaturprofil fir den Klonierungs-PCR-Ansatz. Die Sequenzen
verwendeten Primer finden sich unter im Anhang unter Tabelle 44.

Tabelle 36: Temperaturprofil des Klonierungs-PCR-Ansatzes.

Temperatur Zeit Zyklen Zweck

95°C 5 min - Denaturierung
95°C 45 sec

55°C 30 sec } 35 Annealing
72°C 3 min

72°C 10 min - Elongation

10 °C ad inf. Ende

Nach Beendigung der PCR-Zyklen wurden die Proben wie oben beschrieben mit dem
entsprechenden Volumina DNA-Ladepuffer versehen und auf ein Agarosegel zwecks
Gelelektrophorese aufgetragen.

2.4.4.2 Mutations-PCR

5 —» —
1-PoR — -
B <«

9 v

2 por

(Fusion)
L |

v
I |

Ligation ¢

Vektor

Primer des 5’-Fragmentes

Primer des 3’-Fragmentes

Gen 5’-aufwarts der
Mutationsstelle

Mutationsstelle

Gen 3’-abwarts der
Mutationsstelle

OEm |

Abbildung 7: Schematische Darstellung der site-directed mutagenesis (modifiziert nach
Walquist, 2018): Die Balken symbolisieren den Bereich des Gens, der um die geplante
Mutationsstelle liegen. Fir eine weitere Erlauterung siehe den untenstehenden Text.
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Um die Funktion einzelner Aminosauren innerhalb eines Proteins untersuchen zu konnen,
kénnen diese mittels site-directed mutagenesis durch eine induzierte Punktmutation
ausgetauscht werden. Abbildung 7 zeigt schematisch das Vorgehen zur Generierung von
Mutationskonstrukten. Der graue Kasten in der Mitte symbolisiert die auszutauschende
Aminosaure, der schwarze und weille Kasten jeweils verschiedene Genbereiche um die
Mutationsstelle herum. Zunachst wurden zwei Primer (forward und reverse) synthetisiert, die
neben der gewiinschten Mutation auch mindestens 15 Basenpaare (bp) Uberlappung mit der
urspriinglichen Sequenz beinhalten (in der Abbildung als grine und rote Pfeile um die
Mutationsstelle dargestellt). AnschlieRend wurden zwei PCR-Ansatze generiert, wobei jeder
Ansatz einen Primer mit der gewiinschten Mutationsstelle enthielt und einen Primer, der an
das andere Ende der DNA-Sequenz band. Nach dem ersten PCR-Durchlauf erhielt man so
zwei DNA-Teilstiicke der gesamten Sequenz mit den gewlinschten Mutationen. Die
entstehenden DNA-Produkte wurden in der anschlielenden zweiten PCR-Durchlauf als
template verwendet (sog. Fusions-PCR). Zusatzlich befanden sich in dem Fusions-PCR-
Ansatz noch Primer, die an das 3‘- und 5-Ende der gesamten Sequenz binden. Im Anschluss
folgte der Restriktionsverdau und die Ligation in den Vektor wie unter 2.4.6 dargestellt. Das
hierbei entstehende Produkt wurde anschlielRend mittels Sequenzierung nach Sanger auf die
gewlnschte Mutation Uberprift. Die Sequenzen der zur Klonierung verwendeten Primer finden
sich im Anhang unter Tabelle 44.

Die Zusammensetzung des PCR-Ansatzes ist unter Tabelle 37 angegeben.

Tabelle 37: Zusammensetzung des PCR-Ansatzes fiir die Mutagenese.

Komponente Volumen
Fw-Primer (10 uM) 1l
Rv-Primer (10 uM) 1l

10x HF Puffer 5ul
dNTP 2mM 5ul
DMSO 2,5l
template 1l
Phusion-Polymerase 0,5 ul

H,0 ad 50
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Folgendes Temperaturprofil wurde die Mutations-PCR gewahilt:

Tabelle 38: Temperaturprofil des PCR-Ansatzes fiir die Mutagenese.

Temperatur Zeit Zyklen Zweck
98 °C 30 sec - Denaturierung
98 °C 10 sec
55°C 30 sec } 35 Annealing
72 °C 90 sec
72 °C 10 min - Elongation
10 °C ad inf. Ende
2443 RT-PCR

Mittels RT-PCR (Reverse transcriptase polymerase chain reaction) kann die Expression
verschiedener Gene auf mMRNA-Ebene analysiert werden. Der Begriff Reverse Transkription
bezeichnet die Enzym-vermittelte Umschreibung von (m)RNA zu DNA. Ausgehend von
isolierter (m)RNA (siehe 2.4.1) erfolgte die Reverse Transkription mit Hilfe des RevertAid™
First Strand cDNA Synthesis Kit (Fermentas). Dazu wurde 0,5-1 ug RNA mit 1yl von den in
dem Kit beigefligten Random Hexamer primer versetzt und das Volumen mit H,O dd. auf 11
pI aufgeflllt. Der Ansatz wurde fir funf Minuten bei 65°C inkubiert, kurz zentrifugiert und
anschlieBend auf Eis gestellt. Es folgte die Zugabe von je 1 ul RiboLock™ Ribonuklease
Inhibitor und RevertAid (dies ist die rekombinante Form der Reversen Transkriptase). Weiter
wurden 4 pl Reaktionspuffer und 2 pul 10 mM dNTPs zu dem Ansatz gegeben. Anschliellend
wurde der Ansatz mit folgendem Temperaturprofil inkubiert:

Tabelle 39: Temperaturprofil des RT-PCR-Ansatzes.

Temperatur Zeit
25°C 5 min
45 °C 60 min
70 °C 5 min

10 °C 1h
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Tabelle 40 zeigt die Sequenzen der fir die RT-PCR eingesetzten Primer. Nach Ablauf der
PCR wurden die Proben wie oben beschrieben mit dem entsprechenden Volumina DNA-
Ladepuffer versehen und mittels Agarosegelelektrophorese analysiert.

Tabelle 40: Sequenzen der zur RT-PCR eingesetzten Primer.

RT-PCR-Primer Sequenz (5" nach 37)
mSPPL2c-2¢c-ORF-774-Fw GGATTTCACACCAGCCATGAC
mSPPL2c-3'-I1so-A-RT-Rv AGCATCCCCGTGCAGTGTTCTG
mSPPL2c-3'-1so-B-RT-Rv GTGGGAAGGAAGAGGCATCCTC
mSPPL2c-2c-ORF-1452-Fw CTGTACAGTGGCCTATGCCGTG
B-Aktin-RT-Fw GTTACAACTGGGACGACATGG
B-Aktin-RT-Rv GATGGCTACGTACATGGCTG
FSH-R-RT-Fw CGCCCATTGAACTGAGATTTGTGC
FSH-R-RT-Rv CGCTTAGATTCAGTTCATCTAGC
LH-R-RT-Fw CTGTCTGAAATACTGATCCAG
LH-R-RT-Rv TTTAACTCCAGCGAGATTAGC

2.4.5 Sequenzierungen

Die Sequenzierungen wurden von der Firma GATC in Konstanz nach dem

Kettenabbruchverfahren nach Sanger durchgefihrt.

2.4.6 Klonierung

2.4.6.1 Restriktionsverdau

Der Restriktionsverdau ist eine biochemische Methode zum enzymatischen Prozessieren von
DNA-Molekulen fir eine anschlieBende Insertion dieser Molekule in einen Vektor. Die
Prozessierung der DNA wird durch Endonukleasen durchgeflihrt, welche spezifische
Nukleotidsequenzen von 4-8 bp erkennen und anschliel3end die Phosphodiesterbindung der
DNA dort spalten. So entstehen sticky ends oder blunt ends. Parallel dazu wird der Vektor
ebenfalls einer Spaltung mit Restriktionsendonukleasen unterzogen, sodass bei der
anschlielenden Ligation die sticky ends von Insert und Vektor sich Gberlappen und das Insert
in den Vektor eingefligt werden kann. Die in dieser Arbeit verwendeten Restriktionsenzyme
und Puffer stammten von der Firma Thermo Scientific. Tabelle 41 zeigt beispielhaft die
Zusammensetzung eines Restriktionsansatzes. Dieser erfolgte stets nach Herstellerangaben

in einem Gesamtvolumen von 50 pl bei 37 °C.
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Tabelle 41: Pipettierschema des Restriktionsverdauansatzes.

Komponente Volumen
Enzym | 1l
Enzym II 1l

10x Puffer 3l
pcDNA 3.1/Hygro+ 1l
Konstrukt 1l

H20 dd. ad 50 pl

2.4.6.2 Ligation

Die Ligation der Insert-DNA in den entsprechend restriktionsverdauten Vektor erfolgte bei
Raumtemperatur flir 90 Minuten. Anschlieflend erfolgte die Inaktivierung der Ligase flr zehn
Minuten bei 65 °C. Tabelle 42 zeigt die Zusammensetzung des Ligationsansatzes.

Tabelle 42: Pipettierschema des Ligationsansatzes.

Komponente Volumen
Vektor (passend gespalten) 6 ul
Insert 2 ul
T4 DNA Ligase 1l
T4 DNA Ligase Puffer 1l

2.4.6.3 Herstellung von elektrokompetenten E.coli-XL7-blue

Tabelle 43: Zusammensetzung des LB-Mediums.

Puffer Chemikalien
LB-Medium 1% (w/v) Trypton
0,17 M NaCl

0,5% (w/v) Hefeextrakt

Fur die Produktion von elektrokompetenten E.coli-XL 7-blue wurde eine sterilisierte Impfése in
eine Bakterien-Vorrats-Lésung eingefihrt und anschlieRend auf einer mit Tetrazyklin (20

pg/ml)-beschichteten LB-Platte fraktioniert ausgestrichen und Gber Nacht bei 37 °C inkubiert.
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Am nachsten Tag wurde ein Klon ausgewahlt und in 50 ml tetrazyklinhaltige LB-Mediums
angeimpft und dieses Uber Nacht bei 37 °C schittelnd inkubiert. Von dieser Vorkultur wurden
jeweils 20 ml in einen Liter vorgewarmtes LB-Medium mit Tetrazyklin gegeben. Diese
Bakterienkultur wurde so lange bei 37 °C unter Schitteln inkubiert, bis sie eine ODggo voOn ca.
0,5-0,6 erreicht hatte. Anschlielfend wurde die Bakteriensuspension fir 15 Minuten bei 2400
x g und 4 °C zentrifugiert. Je zwei Pellets wurden in 20 ml eiskaltem H,O dd. resuspendiert.
Danach wurden die Reaktionsgefale auf 250 ml H.O ml aufgeflllt, erneut bei 4 °C fir 15
Minuten bei 2400 x g zentrifugiert und der Uberstand verworfen. Dieser Schritt wurde
wiederholt und die Pellets im Anschluss in je 10 ml eiskalter, 10 % (v/v) Glycerin-Ldsung
resuspendiert. Anschlieend wurden die Bakteriensuspension mit 40 ml Glycerin-Losung
suspendiert, erneut bei 2400 x g fiir zehn Minuten zentrifugiert und der Uberstand verworfen.
Danach wurden die Bakterienldsungen erneut bei 0 °C und 2400 x g fur 20 Minuten
zentrifugiert und anschlieRend in 2 ml 10% Glycerin-Lésung resuspendiert. Die
Bakteriensuspension wurde auf Trockeneis in Aliquots a 50 pl schockgefroren und

abschliel3end bis zur weiteren Verwendung bei -80 °C gelagert.

2.4.6.4 Transformation elektrokompetenter Bakterien mittels Elektroporation

Die Transformation, die nicht-virale Ubertragung von DNA in entsprechend kompetente
Organismen, wurden mittels Elektroporation in kompetente E.coli-XL 71-blue durchgefiihrt: Je
50 ul der Bakteriensuspension wurde auf Eis aufgetaut und mit 1 ul des Ligationsansatzes
(s.2.4.6.2) versetzt und anschlieRend in eine Elektroporationskiivette (PegLab) Gberfiihrt. Die
Elektroporation erfolgte bei 2,5 kV, 25 yF und 400 Q im Gene Pulser (BioRad). Nach der
Elektroporation wurde die Suspension in 1 ml, 37 °C warmes Lysogeny broth (LB)-Medium
Uberfiihrt und fir 30 Minuten bei 37 °C inkubiert. Anschlieliend wurde die Bakteriensuspension
fur 5 Minuten bei 2200 x g sedimentiert, das Pellet in 200 ul LB-Medium resuspendiert und auf
einer antibiotikahaltigen LB-Agar-Platte ausplattiert. Da der in dieser Arbeit verwendete Vektor
pcDNA3.1/Hygro* eine Ampicillin-Resistenz aufweist, wurde dieses Antibiotikum dem LB-
Agar-Medium in einer Konzentration von 50 ug/ml zugegeben. Nach dem Ausplattieren
wurden die LB-Agar-Platten Gber Nacht bei 37 °C inkubiert.

2.4.6.5 Vervielfaltigung und Isolierung von Plasmiden

Von den Uber Nacht mit einzelnen Bakterienkolonien bewachsene LB-Agar-Platten wurden die
Bakterienkolonien mit Hilfe eines vorher sterilisierten Zahnstochers aufgenommen und zum
Animpfen einer 3 ml (sogenannte Miniprep) oder 250 ml (sogenannte Midiprep)
antibiotikahaltigen (Ampicillin 50 pg/ml) LB-Kultur verwendet. Die Inkubation erfolgte Gber
Nacht bei 37 °C unter Schitteln. Am darauffolgenden Tag wurde die Isolierung der Plasmid-

DNA je nach verwendetem LB-Volumen mit dem Gene JET Plasmid Miniprep Kit (Thermo
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Scientific) oder dem Pure Yield Plasmid Midiprep System (Promega) nach Herstellerangaben
durchgeflnhrt.
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3 Ergebnisse

Im Rahmen dieser Arbeit wurde neben einer eingehenden biochemischen Charakterisierung
des Proteins mSPPL2c in cellulo, die Expression und die Funktionen dieses Proteins in vivo
untersucht. Ebenfalls wurde eine Phanotypisierung der SPPL2c-defizienten Mause
durchgefiihrt und die Expression von SPPL2c mit den anderen Mitgliedern der SPP/SPPL-

Familie verglichen.

3.1 Biochemische Charakterisierung des mSPPL2c-Proteins

3.1.1 Validierung der Antikorper

Grundlegend fiir die hier beschriebenen Ergebnisse ist die Spezifitat der SPPL2c-Antikorper,
die an verschiedene Epitope der murinen Form von SPPL2c binden. Die verwendeten
mSPPL2c-Konstrukte kodierten flir das mSPPL2c¢-Protein und fiir einen C-terminalen myc-tag.
So konnte der Nachweis des Proteins Uber die SPPL2c-spezifischen Antikérper und Gber den
myc-Antikorper erfolgen. Abbildung 8 zeigt schematisch die Epitope, gegen die die SPPL2c-
spezifischen Antikoérper gerichtet sind. Die mSPPL2c-detektierenden, polyklonalen Antikérper
wurden mit synthetischen Peptiden in Kaninchen erzeugt, die Seren der immunisierten Tiere

zudem affinitatsgereinigt.

N-Term C-Term
' * SPPL2c Isoform A *
I TN e |
,-’ SPPL2c Isoform B
I 1 1N 1l 1IN 1IN = IE E

] Transmembrandoméne

*Y Antikorperepitope

Putative N-glykosylierte AS

Abbildung 8: Epitope der mSPPL2c-detektierenden Antikorper. Gezeigt ist eine
schematische Darstellung der Topologie der beiden murinen SPPL2c-Isoformen. Die Epitope
(N-Term/C-Term), die flr die Generierung der Antikérper verwendet wurden, sind
eingezeichnet. Abklrzungen: SP = Signal Peptid, AS = Aminosaure (nach Niemeyer, 2019).

Um die Funktionalitat der oben beschriebenen Antikérper zu validieren, wurden HEK293T-
Zellen transient mit Konstrukten transfiziert, die fir die Isoform A oder Isoform B des
mSPPL2c-Proteins kodierten und anschlieliend per Western Blotting mit den Antikérpern
untersucht (Abbildung 9). Dabei lie3en sich verschiedene Signale auf Hohe der 100 kDa-

Markerbande und mehrere um die 55 kDa-Markerbande detektieren. Bei den Zellen, die das
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Konstrukt der mSPPL2c Isoform A Uberexprimierten, zeigte sich deutlich eine Bande leicht
oberhalb der 70-kDa-Markerbande (Abbildung 9 A). Bei den nur dem Vektor transfizierten
Zellen zeigte sich kein Signal auf dieser Hohe. Auch bei der Detektion des gebundenen myc-
Antikérpers lielien sich Proteine mit einem vergleichbaren apparenten Molekulargewicht
detektieren. Das errechnete Molekulargewicht der Isoform A von mSPPL2c betragt 76,3 kDa.
Es war daher anzunehmen, dass es sich bei dem nachgewiesenen Protein um die Isoform A
von mSPPL2c handelte.

In den Zellen, die die Isoform B von mSPPL2c exprimierten, zeigte sich in den Western Blots
mehrere Signale um die 55-kDa-Markerbande. Mithilfe des myc-Antikérpers lieRen sich
ebenfalls Proteine mit einem vergleichbarem apparenten Molekulargewicht von etwa 55 kDa
nachweisen. Dieser Wert liegt circa 10 kDa unterhalb des erwarteten Molekulargewichts fir
die Isoform B von mSPPL2c. Es ist aber erkennbar, dass die Antikoérper auf Western Blots

spezifisch die Epitope des Proteins binden und fir weitere Untersuchungen geeignet sind.

A pcDNA ISO A ISO B (kDa) PcDNAISOAISOB  (kDa)
] 100
p— . 100
mSPPL2c mSPPL2c - 70
(N-Term) - - 55 (C-Term) : e -
e D——
e —— 70 et
myc myc
.— 55 . — 5%
Aktin _ — -‘l Aktin l._.. —— --——l

Abbildung 9: Uberexpression der mSPPL2c-Isoformen. HEK293T-Zellen wurden transient
mit dem Vektor pcDNA 3.1 oder Konstrukten, die fiir die beiden mSPPL2c-Isoformen kodieren,
transfiziert. Im Anschluss wurden die Zellen lysiert und die Gesamtlysate mittels SDS-PAGE
aufgetrennt und per Western Blotting auf eine Nitrosecellulosemembran transferiert. Es folgte
die Inkubation der Membranen mit dem N-terminalen Antikérper (A) oder dem C-terminalen
Antikérper (B). Nach der Detektion wurden die gebundenen Antikdrper mittels des Glycin-
Elutions-Puffers entfernt. AnschlieRend wurden die Membranen mit dem myc-Antikdrper
reinkubiert und das Bindungssignal detektiert. Aktin wurde detektiert, um eine gleichmafige
Beladung der Proben anzuzeigen. Links der Blots stehen die jeweils verwendeten Antikorper.
Abklrzungen: ISO A = mSPPL2c Isoform A, ISO B = mSPPL2c Isoform B, Sterne =
unspezifische Antikérperbindungen.

Die in Abbildung 8 dargestellte Eigenschaft des C-terminalen Antikérpers nur spezifisch die
Isoform A, nicht jedoch die Isoform B von SPPL2c zu detektieren, wird in Abbildung 9 B
deutlich: Der Antikorper rief kein spezifisches Signal in HEK293T-Zellen, die die Isoform B

von SPPL2c exprimieren, hervor. Weiter ist in der Abbildung 9 zu erkennen, dass der N-
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terminale Antikérper (im Folgenden als N-Term abgekiirzt) beide Isoformen des SPPL2c-
Proteins detektierte. Die Abbildung 9 zeigt zudem das Bindungsverhalten des myc-
Antikérpers. Der myc-Antikérper band relativ spezifisch an das myc-Epitop, da die Bande, die
dieser Antikérper hervorrief und die Bande, die von den gebundenen SPPL2c-Antikérpern
resultiert, eine etwa identische HOhe aufwiesen. Zusatzlich erzeugte der myc-Antikérper
schwache Signale zwischen der 55- und der 70-kDa-Markerbande, die allerdings auch in den
nur dem Vektor transfizierten Zellen auftraten und somit wahrscheinlich unspezifischen
Bindungen entsprachen.

Um mit Hilfe dieser Antikérper Hinweise auf die subzellulare Lokalisation des mSPPL2c-
Proteins zu erhalten, wurden HelLa-Zellen mit Expressionskonstrukten der beiden mSPPL2c-
Isoformen transfiziert und mit den jeweiligen Antikdrpern sowie den speziesspezifischen,
fluoreszenten Sekundarantikérpern inkubiert. Abbildung 10 zeigt konfokalmikroskopische
Aufnahmen von einzelnen Zellen. In der Abbildung dargestellt sind zudem Zellen, die kein oder
nur kaum erkennbares Signal zeigten und daher am ehesten untransfizierten Zellen
entsprechen, was fur die Spezifitdt der Antikdrper sprach. Das Signal, dass mittels der
gebundenen SPPL2c-Antikdrper erzeugt wurde, zeigte eine ER-ahnliche Netzstruktur der
intrazellularen Verteilung des Proteins an. Erkennbar an der Farbanderung der Gbereinander
gelegten Bilder zeigte sich zudem eine Kolokalisation der Signale des mSPPL2c¢-spezifischen
Antikérper und des myc-Antikoérpers. Beide Antikdrper banden somit an Epitope in dem

gleichen zellularen Kompartiment.

Zusammengenommen bestatigen die Abbildungen 9 und 10, dass sich beide mSPPL2c-
Isoformen mit den hergestellten Konstrukten Gberexprimieren lassen und sowohl der myc-
Antikérper als auch die kommerziell produzierten mSPPL2c-Antikorper spezifisch die

Zielproteine in fixierten HeLa-Zellen oder im Western Blot detektieren.
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Abbildung 10: Indirekte Immunofluoreszenz von mSPPL2c iiberexprimierenden Zellen.
HelLa-Zellen wurden transient mit Expressionskonstrukten flir die beiden mSPPL2c-Isoformen
transfiziert, fixiert und fir eine Stunde mit den vermerkten Primarantikbrpern inkubiert.
AnschlieRend erfolgte eine Inkubation mit speziesspezifischen fluoreszierenden
Sekundarantikérpern und die Aufnahme der Bilder mit Hilfe eines konfokalen Mikroskops. Die
Darstellung des Zellkerns erfolgt mit DAPI (blau). GréRenmalistab = 10 pym, merge =
Ubereinander gelegte Bilder.

3.1.2 Untersuchungen zur zellularen Lokalisation

Um die subzelluldre Lokalisation des murinen SPPL2c-Proteins zu untersuchen, wurden die
beiden mSPPL2c-Isoformen in HelLa-Zellen transient tberexprimiert und mittels indirekter
Immunofluoreszenz detektiert. Zusatzlich wurden die Zellen mit Antikérpern gegen
verschiedene Markerproteine/Peptide von subzellularen Kompartimenten inkubiert und nach
der Detektion hinsichtlich ihrer Lokalisation verglichen.

Die in dieser Arbeit auf eine Lokalisation von SPPL2c untersuchten Kompartimente waren das
Endoplasmatische Retikulum, das ER-Golgi-intermediate-compartment (ERGIC) und der
Golgi-Apparat. Zur Visualisierung des ER wurde das ER-Retentionsmotiv KDEL als Marker flr
ER-standige Proteine detektiert. Als Markerprotein fir das ERGIC diente das ER-Golgi
intermediate compartment 53 kDa protein (ERGIC53), ein Mannose-bindendes Lektin,

welches sich besonders ausgepragt in diesem Zellorganell findet (Hauri, 2000). 130 kDa cis-



61

Golgi matrix protein (GM130) wurde aufgrund seiner prominenten Lokalisation im cis-Golgi-

Apparat (Nakamura, 1995) als Marker fur dieses Kompartiment eingesetzt.

mSPPL2c Isoform A

SPPL2c 1K
(C-Term)

mSPPL2c Isoform B

SPPL2c
(N-Term)

Abbildung 11: Kolokalisationsfarbung der mSPPL2c-Isoformen mit Antikdrpern gegen
das ER-Retentionsmotiv KDEL. Transient mit Konstrukten der beiden mSPPL2c-Isoformen
transfizierte Hela-Zellen wurden nach der Fixation mit Antikérpern gegen das ER-
Markerpeptid KDEL und den mSPPL2c-Isoformen inkubiert. Mittels fluoreszierenden
Sekundarantikdrpern erfolgte nach Bindung an die Primarantikorper die Darstellung unter dem
konfokalen Mikroskop. Es erfolgte die Darstellung des Zellkerns mit DAPI (blau).
Grolkenmalstab = 10 ym, merge = Ubereinander gelegte Bilder.

Die Abbildung 11 zeigt, dass sowohl fir die Isoform A als auch fir die Isoform B eine nahezu

komplette Kolokalisierung mit dem ER-Marker KDEL festgestellt werden konnte.
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Abbildung 12: Immunfluoreszenzfarbung von HeLa-Zellen mit mSPPL2c-Isoformen und
ERGIC53. Hela-Zellen wurden mit Konstrukten der beiden mSPPL2c-Isoformen flr 24 h
transient transfiziert, anschlieBend fixiert und mit den in der Abbildung angegebenen
Primarantikérpern inkubiert. Im Anschluss wurden die Zellen mit den jeweiligen
Sekundarantikérpern inkubiert und per Fluoreszenzmikroskopie visualisiert. Es erfolgte die
Darstellung des Zellkerns mit DAPI (blau). GroRenmalistab = 10 ym, merge = Ubereinander
gelegte Bilder.

Wie in Abbildung 12 dargestellt, ergab sich bei der Detektion der Antigen-Antikérperbindungen
der mSPPL2c-Isoformen mit dem ERGIC-Marker ERGIC53 zwar eine gering ausgepragte

Kolokalisierung, diese war aber nicht so ausgepragt wie fir den ER-Marker KDEL.
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Abbildung 13: Vergleich der zelluldren Lokalisation der murinen SPPL2c-Isoformen mit
GM-130. Transient mit Konstrukten der beiden mSPPL2c-Isoformen transfizierte HeLa-Zellen
wurden nach der Fixierung mit einem anti-GM-130-Antikérper bzw. anti-mSPPL2c-Antikérper
inkubiert. Zur Darstellung der Antikérperbindung erfolgte die Inkubation in einem
fluoreszierenden speziesspezifischen Sekundarantikérper. Flr die mikroskopische Analyse
schloss sich die Darstellung des Zellkerns mit DAPI an (blau). GroRenmalstab = 10 um, merge
= Ubereinander gelegte Bilder.

Bei der Untersuchung einer moglichen Lokalisation von mSPPL2c¢ im Golgi-Apparat liel3 sich
keine Uberlappende Verteilung des Marker-Proteins GM130 mit dem mSPPL2c-Protein
feststellen (Abbildung 13). Eine Lokalisation von SPPL2c im Golgi-Apparat erschien daher
unwahrscheinlich.

Zusammengenommen deuten diese Experimente darauf hin, dass mSPPL2c unter
Uberexpression ein ER-sténdiges Protein ist. Aus den hier gezeigten Ergebnissen lasst sich
zudem schlieBen, dass die beiden Isoformen unter Uberexpression im gleichen subzelluléren

Kompartiment lokalisiert sind.
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3.1.3 Glykosylierung von mSPPL2c

In einem Ausgangsexperiment wurde untersucht, ob das mSPPL2c-Protein N-
Glykosylierungen aufweist (Abbildung 14). Dafir wurden die beiden Endoglykosidasen Endo
H und PNGase F verwendet. Wahrend die erstgenannte nur Mannose-reiche Zuckerreste
abspaltet, die vorwiegend in ER-assoziierten Proteinen vorkommen, spaltet PNGase F auch
komplexe Zuckergeriste, die auf eine Reifung und Modifizierung des Proteins im Golgi-
Apparat hindeuten, ab. Abbildung 14 zeigt das Ergebnis der Inkubation von Lysaten
mSPPL2c-exprimierender HEK293T-Zellen mit Endo H (Abbildung 14 A) und PNGase F
(Abbildung 14 B).

A B
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Abbildung 14: Deglykosylierung beider mSPPL2c-Isoformen mit Endo H und PNGase F.
HEK293T-Zellen, die transient mSPPL2c Isoform A/B exprimierten, wurden lysiert. Aliquots
der Lysate wurden fir 3 Stunden mit den Glykosidasen Endo H (A) oder PNGase F (B)
inkubiert, die Proteine mittels SDS-PAGE separiert und schlieBlich per Western Blot auf eine
Membran transferiert. Es erfolgte eine Detektion von beiden Isoformen des Proteins
mSPPL2c. Das lysosomale Membranprotein LIMP-2 wurde als Kontrolle detektiert, da es
sowohl komplex- als auch nicht-komplex-gebundene N-Zucker aufweist. Abklrzungen: ISO A
= mSPPL2c Isoform A, ISO B = mSPPL2c Isoform B, LIMP-2 = Lysosome membrane protein
2, Sterne = unspezifische Antikérperbindungen.

Wie aus der Abbildung 14 hervorgeht, resultierte aus der Inkubation mit beiden Glykosidasen
eine Verringerung des apparenten Molekulargewichtes von mSPPL2c. Aufgrund der
Sensitivitdt des Proteins gegentber der Inkubation mit Endo H kann geschlossen werden,
dass die konjugierten Zuckermolekiile entweder aus Hybrid- oder Oligomannose-Glykanen
bestehen.

Mithilfe des NetNGlyc 1.0 Servers (http://www.cbs.dtu.dk/services/NetNGlyc/) konnten in der
Proteinsequenz des murinen SPPL2c (Isoform A und B) drei Positionen von méglichen N-
glykosylierten Aminosauren identifiziert werden: N39, N106, N383 (siehe Abbildung 15).
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SegName Position Potential Jury N-Glyc

agreement result

sp_A2A6C4_SPP2C MOUSE 39 NWSK  0.4500 (6/9) -
sp A2A6C4_SPP2C MOUSE 106 NCSF  0.6160 (9/9)  ++
sp A2A6C4_SPP2C MOUSE 383 NCTL 0.5866 (7/9) +

Abbildung 15: Ergebnis der Analyse der Proteinsequenz von mSPPL2c Isoform A
mittels NetNGlyc 1.0. Die Positionen der potenziell N-glykosylierten Asparaginreste sind
unterstrichen. Fir die Isoform B von mSPPL2c wurden identische Ergebnisse erhalten.

Um die Positionen der potentiell N-glykosylierten Asparaginreste innerhalb des Proteins zu
klaren  (zytosolisch  vs. intraluminal), wurden mittels des TMHMM-Servers
(http://www.cbs.dtu.dk/services/ TMHMM-2.0/) anhand der Proteinsequenz von mSPPL2c die

Positionen der Transmembrandomanen berechnet (s. Anhang, Abbildung 39 und 40). Dabei

zeigte sich, dass sich N39, N106 und N383 im intraluminal gelegenen Teil des Proteins
befinden und damit flr eine N-Glykosylierung in Fragen kadmen. Allerdings ergaben die
Berechnungen des NetNGlyc 1.0 Servers nur eine geringe Wahrscheinlichkeit fir eine N-
Glykosylierung an N39 (s. Abbildung 15). Daher wurde diese Aminosaure zunachst nicht
weiter auf eine mdgliche Glykosylierung untersucht. N383 befande sich nach den
Berechnungen des TMHMM-Servers an dem Ubergang zwischen einer luminalen Schleife und
der Helix einer Transmembrandomane, was eine ungewdhnliche Stelle fir eine N-
Glykosylierung darstellen wiirde (Taylor, 2007). In Kombination mit der geringen errechneten
Wahrscheinlichkeit flr eine N-Glykosylierung an dieser Position wurde daher auf eine weitere
Untersuchung einer mdglichen Glykosylierung dieses Asparaginrestes verzichtet.

Gemal der in Abbildung 15 gezeigten Analyse und der intraluminalen Position der Aminosaure
erschien die Glykosylierung an N106 am wahrscheinlichsten. Mittels ortsgerichteter
Mutagenese (site-directed mutagenesis) wurde dieser Asparaginrest durch einen Alaninrest
ausgetauscht. Anschlie®end wurden Hela-Zellen mit den modifizieten mSPPL2c-
Konstrukten transfiziert, lysiert und erneut mit den beiden Glykosidasen inkubiert (siehe
Abbildung 16).
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Abbildung 16: Deglykosylierung der mSPPL2c-N106A-Mutante. HEK293T-Zellen wurden
fur 24 h mit Wildtyp- und N106A-mSPPL2c-Konstrukten transfiziert, im Anschluss lysiert und
mit den angegebenen Glykosidasen Endo H (A) und PNGase F (B) fir 3 h inkubiert.
Anschlie3end erfolgte die Analyse per Western Blotting. Als Kontrollprotein fur die erfolgreiche
enzymatische Deglykosylierung wurde LIMP-2 verwendet, da es sowohl komplex- als auch
nicht-komplex-gebundene N-Glykosylierungen aufweist. ISO A = mSPPL2c Isoform A, LIMP-
2 = Lysosome membrane protein 2, Sterne = unspezifische Antikérperbindungen.

Abbildung 16 zeigt, dass die N106A-Mutante im Vergleich zum Wildtyp-Protein nach dem
enzymatischen Abbau der N-Glykane kein reduziertes Molekulargewicht aufweist. Daher kann
angenommen werden, dass N106 im mSPPL2c-Protein mit N-Glykanen modifiziert ist und
dass mSPPL2c an keiner anderen Stelle N-glykosyliert ist. Identische Ergebnisse zeigten sich
unter Verwendung eines mSPPL2c-N106A-Isoform-B-Konstruktes (siehe Anhang, Abbildung

41).

3.2 Untersuchungen moglicher SPPL2c-Substrate

In dem Einleitungsteil wurden verschiedene Typ-ll-Transmembranproteine prasentiert, die als
madgliche Substrate von SPPL2c im Rahmen dieser Arbeit untersucht wurden: Die Gene dieser
Proteine weisen eine hohe Homologie mit dem ATF6-Gen auf. ATF6 wird RIP-abhangig durch
S2P aktiviert. Eine dhnliche Prozessierung der Substratkandidaten durch SPPL2c ist daher
denkbar. Die im Rahmen dieser Arbeit untersuchten Proteine waren: BBF2H7, TISP40,
CREBH, OASIS und Luman.

Die Substratkandidaten wurden durch Uberexpressionsstudien in HEK293-Zellen untersucht.
Dazu wurde das potentielle Substrat allein Uberexprimiert und zusatzlich mit der aktiven
Protease SPPL2c koexprimiert. Als Kontrolle wurde eine Mutante, die aufgrund einer
induzierten Mutation eines kritischen Asparaginrestes des aktiven Zentrums proteolytisch
inaktiviert wurde, verwendet. Zudem wurde je ein Versuchsansatz mit den Substratkandidaten
und aktiver bzw. proteolytisch inaktivem SPP-Konstrukt transfiziert, da fir diese Protease
ebenfalls eine ER-Lokalisation beschrieben ist und sie ebenfalls die untersuchten Substrate
prozessieren kdnnte. Desweiteren wurde ein Kontrollansatz nur mit dem Vektor pcDNA3.1/H+
transfiziert. Samtliche Substratkandidaten wurden an ihrem N-Terminus mit einem HA-Epitop

fusioniert, welches die Detektion des Proteins mithilfe des HA-Antikorpers auf
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Nitrocellulosemembranen ermdglichte. Im Falle von GnT1IP-L/S (s.u.) wurde eine Proteolyse

durch die Protease SPP nicht untersucht.
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Abbildung 17: Proteolyse-Assay von BBF2H7 bei Koexpression mit mSPPL2c und
mSPP. HEK293T-Zellen wurden transient mit HA-getaggtem BBF2H7-Konstrukt und
mSPPL2c- und mSPP-Konstrukten transfiziert. Die Konstrukte der Proteasen kodierten dabei
fur eine proteolytisch aktive und inaktive Form der jeweiligen Proteine. Die Zellen wurden 24
h nach der Transfektion lysiert und die in der Probe enthaltenen Proteine durch SDS-PAGE
aufgetrennt. Nach dem Western Blotting erfolgte die Detektion des BBF2H7-Proteins mittels
des HA-Antikorpers. Zusatzlich wurden die koexprimierten Proteasen mit den angegebenen
Antikérpern detektiert. Aktin wurde als Ladekontrolle eingesetzt und zeigt eine gleichmaRige
Verteilung der Probenvolumina, Sterne = unspezifische Antikérperbindungen.

Die Abbildung 17 zeigt beispielhaft einen Western Blot mit HEK293T-Zellen, welche ein
BBF2H7-Konstrukt und aktive bzw. inaktive SPP/SPPL2c-Konstrukte Uberexprimierten. Dabei
zeigten sich in den Zellen, die nur das Substratkonstrukt Gberexprimierten, zwei distinkte
Banden auf Hohe der 100 kDa- und 70 kDa-Markerbande. In den Proben, die zusatzlich mit
dem aktiven oder inaktivem SPP/SPPL2c-Konstrukt transfiziert worden waren, blieben diese
Banden unverandert. Zudem wurden keine niedermolekularen Spaltfragmente detektiert.
Zusammengenommen konnten keine Hinweise fiir eine proteolytische Prozessierung von
BBF2H7 durch SPPL2c oder SPP gewonnen werden.

Bei den anderen oben beschriebenen ATF6-homologen Transkriptionsfaktoren, fir die
BBF2H7 als exemplarisches Beispiel gelten kann, fand sich unter
Uberexpressionsbedingungen mit aktivem und inaktivem mSPPL2c-Konstrukt ebenfalls kein
Anhalt fir eine proteolytische Spaltung. Die Western Blots der dazugehoérigen Experimente
sind im Anhangsteil dieser Arbeit abgebildet (siehe Anhang, Abbildungen 42-45).
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Als weitere mdgliche Substrate wurden das unter 1.4 vorgestellte GnT1IP-L und dessen
kirzere Isoform GnT1IP-S untersucht. Wie in Abbildung 18 erkennbar ist, ergaben sich bei
alleiniger Transfektion von HEK-Zellen mit dem GnT1IP-L-Konstrukt und zusatzlicher
Transfektion mit der aktiven bzw. inaktiven SPPL2c-Protease keine Unterschiede in den
Bandenmustern der Western Blots. Eine Prozessierung von GnT1IP-L durch SPPL2c
erscheint damit unwahrscheinlich. Auch der zu GnT1IP-S zugehdrige Blot zeigte keine

Hinweise auf eine proteolytische Aktivitat und findet sich daher im Anhang unter Abbildung 46.

GnT1IP-L-HA
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Abbildung 18: Proteolyse-Assay von GnT1IP-L bei Koexpression mit mSPPL2c.
HEK293T-Zellen wurden Uber Nacht mit HA-getaggtem GnT1IP-L-Konstrukt und Konstrukten
von proteolytisch aktiver und inaktiver mSPPL2c-Protease transfiziert. Nach der Zelllyse
wurden die Proben mittels SDS-PAGE getrennt und die Proteine auf eine
Nitrocellulosemembran transferiert. GnT1IP-L wurde mittels des HA-Antikdrpers detektiert,
mSPPL2c tber den C-terminalen Antikérper, wahrend eEF-2 als Ladekontrolle nachgewiesen
wurde.

3.3 Untersuchungen zur Gewebeexpression von mSPPL2c

Um eine mogliche Expression von mSPPL2c in vivo zu detektieren, wurden aus verschiedenen
Organen murinen Ursprungs Lysate gewonnen und diese mittels Western Blotting auf eine
Expression des Proteins untersucht. Daflr wurden Organlysate von je zwei Wildtyp- und zwei
SPPL2c”-Méausen in ihren Expressionsmustern und Reaktivitit gegen den mSPPL2c-
Antikérper verglichen (Abbildung 19). Dabei lieBen sich in den Proben beider Genotypen in
allen Organen Antikérperbindungen auf Héhe der 55 kDa-Markerbande nachweisen. In den
Proben, die aus Hodenlysaten gewonnen waren, zeigte sich zusatzlich ein Signal oberhalb der
70 kDa-Markerbande. In SPPL2c-defizienten Mausen war dieses Signal nicht detektierbar.

Aufgrund des errechneten Molekulargewichts von mSPPL2c von circa 76 kDa und des Signals
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in den Wildtyp-Mausen erschien es somit wahrscheinlich, dass SPPL2c unter
Basalbedingungen im murinen Testis exprimiert wird.

Reprasentativ fir samtliche untersuchten Organe werden Western Blots von 5
unterschiedlichen Organen abgebildet. In den weiteren untersuchten Organsystemen liel sich
unter Basalbedingungen kein SPPL2c-Protein nachweisen, die Abbildungen der restlichen

Western Blots sind daher im Anhangsteil unter Abbildung 47 dargestellit.
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Abbildung 19: Expressionsanalyse von SPPL2c in Mausorganen. Aus den angegebenen
Organen von Wildtyp- und mSPPL2c-defizienten Mausen wurden Totallysate gewonnen. Nach
der Lyse und dem Auftrennen der Proben mittels SDS-PAGE wurden die dazugehérigen
Western Blots mit dem mSPPL2c-spezifischen Antikérper tber Nacht inkubiert. Uber
speziesspezifische Sekundarantikérper wurde durch eine konjugierte Meerrettichperoxidase
mittels Chemolumineszenz ein optisches Signal erzeugt. Es erfolgte zusatzlich eine
Ladekontrolle mit einem Aktin-Antikérper, um die gleichmaRige Beladung der Proben
anzuzeigen, Stern = unspezifische Antikdrperbindungen.

Um eine weitere mdgliche Expression des Proteins in anderen Organen bzw. Zelltypen des
mannlichen und weiblichen Reproduktionstraktes zu untersuchen, wurden aus dem Hoden,
Nebenhoden, Spermien und dem Ovar Organlysate gewonnen und per Western Blotting
analysiert. Auch hier zeigte sich eine ausschlief3liche Detektion von mSPPL2c im Hoden (siehe
Abbildung 20).
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Abbildung 20: Western Blot zur Detektion von SPPL2¢c im ménnlichen und weiblichen
Reproduktionsgewebe. Die angegebenen Organe wurden isoliert und lysiert. Im Fall des
Nebenhodens wurde das Caput epididymidis verwendet, da sich in der Cauda epididymidis
bereits reife Spermien befinden. Nach der Herstellung von Totallysaten wurden die
enthaltenen Proteine mittels SDS-PAGE aufgetrennt und auf eine Nitrocellulosemembran
transferiert. Die Detektion des SPPL2c-Proteins erfolgte tber den Antikérper, der an das C-
terminales Epitop bindet. Aktin wurde als Ladekontrolle eingesetzt. Stern = unspezifische
Antikérperbindungen.

Da in den bisherigen Untersuchungen nur die Isoform A von SPPL2c in vivo nachgewiesen
werden konnte, wurde anschlieRend murines Hodengewebe untersucht, um die Isoform B des
SPPL2c-Proteins zu detektieren. Daher wurden Hela-Zellen mit Konstrukten fir beide
Isoformen transfiziert und per Western Blotting mit Proben von Organlysaten aus
Hodengewebe verglichen (siehe Abbildung 21). Dabei lieRen sich, neben der Isoform A, mit
dem N-terminalen Antikérper im Wildtyp-Hoden Banden nachweisen, die Proteinen mit einem
apparenten Molekulargewicht von etwa 55 kDa entsprachen. In den HeLa-Zellen, welches die
Isoform B Uberexprimierten, lieRen sich ebenfalls Banden mit einem ahnlichen apparenten
molekularen Gewicht detektieren. Ein korrespondierendes Signal war in den SPPL2c-
defizienten Mausen nicht nachweisbar. Es war daher anzunehmen, dass sowohl Isoform A als

auch die Isoform B des mSPPL2c-Proteins im Hoden exprimiert werden.
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Abbildung 21: Vergleich der mSPPL2c-Konstrukte mit dem in vivo exprimierten Protein.
HelLa-Zellen wurden transient mit Konstrukten fur die mSPPL2c Isoform A und B Uber Nacht
transfiziert und per Western Blotting mit Totallysaten aus Hodengewebe verglichen. Es erfolgte
die Detektion der Isoform A Uber den C-terminalen Antikdrper (A). Fir die Detektion der
Isoform B wurde der N-terminale Antikérper verwendet (B). EEF-2 wurde detektiert, um eine
gleichmaRige Beladung der Proben anzuzeigen. Abkirzungen: 2¢c = mSPPL2c, ISO A =
Isoform A, ISO B = Isoform B, eEF-2 = Eukaryotic elongation factor 2. Stern = unspezifische
Antikérperbindungen

Da die eingesetzten Western-Blotting-basierten Verfahren potenziell geringe basale Mengen
an SPPL2c-Protein nicht erkennen kénnten, wurden aufgrund der héheren Sensitivitat der
Methode und zur Bestatigung der oben dargestellten Ergebnisse mRNA aus Leber, Milz,
Niere, Herz, Lunge, Gehirn und Hoden isoliert und per RT-PCR Gen-Amplifikate des
mSPPL2c-Gens synthetisiert. Auch hierbei zeigte sich, dass sowohl die Isoform A als auch die
Isoform B von SPPL2c nur im Hoden exprimiert wurden (siehe Abbildung 22). Die oben

gezeigten Befunde aus den Organlysaten konnten damit validiert werden.
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Abbildung 22: mRNA-Expressionsanalyse aus murinen Organen. Von jedem Organ
wurde nach der RNA-Isolierung je ein RT-PCR-Ansatz mit oder ohne Reverse Transkriptase
inkubiert. Danach wurde die Expression der beiden SPPL2c-Isoformen und Aktin als
Ladekontrolle mit spezifischen Primern mittels PCR Uberprift. Die Amplifikate wurden
abschliel3end auf einem 1,5%-igen Agarosegel aufgetrennt.

AnschlieRend wurde die Expression des Proteins in mannlichen Geschlechtsorganen mit der
Expression in den weiblichen Geschlechtsorganen Ovarien und Uterus auf mRNA-Ebene
verglichen. Da in der Erstbeschreibung der Presenilin-Homologen SPPL2c-mRNA besonders
stark im menschlichen Herzen nachgewiesen wurde (Friedmann, 2004), wurden zusatzlich
murine Herzen auf eine Expression von SPPL2c-mRNA untersucht. Aus den RNA-Proben, die
aus Hodengewebe gewonnen wurden, konnte mSPPL2c-spezifische mRNA synthetisiert
werden. Es konnte allerdings weder in Ovar, Uterus noch im Herzen SPPL2c-mRNA
nachgewiesen werden (siehe Abbildung 23). Auch dies deutete auf eine ausschlieRliche

Expression beider Isoformen im Hoden hin.
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Abbildung 23: mRNA-Expressionanalyse aus murinem Reproduktionsgewebe und
Herzen. Von je einem Wildtyp- und SPPL2"-Mannchen und Weibchen wurden die
angegebenen Organe isoliert und wie unter Abbildung 22 beschrieben behandelt. Die Herzen
stammten von den mannlichen Tieren. Zusatzlich zu beiden mSPPL2c-Isoformen wurden die
mRNA der Hoden- bzw. Ovar-spezifischen Gene FSH- und LH-Rezeptor amplifiziert, um die
korrekte anatomische Isolierung der Organe zu Uberprifen. Um eine mdgliche Kontamination
der Proben mit gDNA zu uberprifen, wurde mittels spezifischen Primern zusatzlich ein
Fragment des Aktin-ORFs amplifiziert.
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3.4 Biochemische Charakterisierung des endogenen SPPL2c-Proteins

Im Folgenden soll ein Vergleich der Daten, die aus Uberexpressionsstudien in
Modellzellsystemen (ber das mSPPL2c-Protein gewonnenen wurden (s. 3.2) mit dem
endogenen Protein SPPL2c¢ durchgefihrt werden: Daflr wurde zunachst eine mogliche
Glykosylierung des endogenen mSPPL2c-Proteins in murinen Testis untersucht. Dabei ergab
sich bei der enzymatischen Deglykosylierung von Hodenorganlysaten mit Endo H und
PNGase F ebenfalls eine Reduktion des apparenten Molekulargewichts des Proteins
(Abbildung 24 A und B).
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Abbildung 24: Enzymatische Deglykosylierung von Hodentotallysaten. Hodentotallysate
aus Wildtyp -und SPPL2c-defizienten Mausen wurden je 3 h mit den Glykosidasen Endo H (A)
und PNGase F (B) bei 37 Grad Celsius inkubiert und anschlieRend per Western Blotting
analysiert. Es erfolgte die Detektion von SPPL2c und LIMP-2, welches als Kontrollsubstrat der
Glykosidasen eingesetzt wurde.

AnschlieBend wurde mittels Dichtegradientenzentrifugation von Hodentotallysaten die
subzelluldre Lokalisation des Proteins in vivo untersucht. Dabei zeigte sich, dass das
mSPPL2c-Protein in den gleichen Fraktionen sedimentiert wie das ER-stdndige Enzym

Proteindisulfid-lsomerase (PDI).
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Abbildung 25: Dichtegradientenzentrifugation des postnukleiren Uberstandes eines
Mausehodens. Durch Dichtezentrifugation wurden die verschiedenen Zellorganellen eines
murinen Hodens voneinander getrennt. Dabei reicherten sich Lysosomen (hier durch die
lysosomale Protease Cathepsin D als Markerprotein dargestellt) aufgrund ihrer hdheren Dichte
in den unteren Fraktionen des Gradienten an. Das mSPPL2c-Protein lie sich dabei in den
gleichen Fraktionen (12-14) detektieren wie das ER-standige Enzym Proteindisulfid-
Isomerase (PDI). CD44 wurde als Markerprotein flir die Zellmembran verwendet.

3.5 Altersabhangigkeit der SPPL2c-Expression

Die vollstandige Geschlechtsreife setzt bei Nagetieren wie Mus musculus zwischen der 6. und
8. Lebenswoche ein (Dutta, 2016). Zur Klarung, ob es einen zeitlichen Zusammenhang
zwischen der Expression von mSPPL2c und der sexuellen Reproduktionskapazitat gibt, wurde
von Mausen zu verschiedenen Zeitpunkten ihrer sexuellen Reifung Hoden enthommen und
per Western Blotting analysiert. Hierbei zeigte sich ein deutlicher Anstieg der Detektierbarkeit
des mSPPL2c-Proteins im Zuge der sexuellen Entwicklung der mannlichen Jungtiere

(Abbildung 26).
Alter 4 6 8 12

(kDa)
SPPL2c Genotyp +/+ +/+ +/+ +/+ —I-

100
mSPPL2c J—
(C-Term) - —— 70
GAPDH e . w— cxs G|

Abbildung 26: Altersabhangigkeit der Expression von SPPL2c im Testis. Von C57BL/6-
Mausen im Alter von 4 bis 12 Wochen wurden aus Hoden Totallysate hergestellt.
Anschliel3end wurden die darin enthaltenen Proteine mittels SDS-PAGE getrennt und durch
Western Blotting auf eine Nitrocellulosemembran transferiert. SPPL2c¢c wurde mit Hilfe des C-
terminalen Antikdrper nachgewiesen. Als Vergleich diente ein Hodentotallysat einer SPPL2c-
defizienten Maus. GAPDH wurde als Ladekontrolle detektiert, um eine gleichmafige Beladung
der Proben anzuzeigen.
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3.6 Verteilung des SPPL2c-Proteins im Hoden

Da die Analyse der verschiedenen murinen Organe eine Expression von SPPL2c im Testis
ergab, wurden von diesem Organ Gewebeschnitte angefertigt und histologisch untersucht.
Zusatzlich wurde ein X-Gal-Reportersystems zur Visualisierung der Expression von SPPL2c
in Knockout-Mausen verwendet: Wie unter 2.1.5 erlautert, wird in den mSPPL2c”-Mausen
anstatt des mSPPL2c-Proteins ein Reporterenzym, die B-Galaktosidase, exprimiert. Das
Enzym pB-Galaktosidase katalysiert die Hydrolyse der glykosidischen Bindungen von pB-
Galaktopyranosiden: Der Farbstoff X-Gal (5-Brom-4-Chlor-3-Indolyl-B-D-Galaktopyranosid)
wird daher bei exprimierter f-Galaktosidase in Galaktose und einen blauen, wasserunldslichen
Indigo-Farbstoff hydrolysiert.

Zur Validierung des X-Gal-Reportersystems wurde die B-Galaktosidase zunachst aus
Hodentotallysaten per Western Blotting detektiert (siehe Abbildung 27). Dabei liel3 sich in den
Lysaten aus SPPL2c-defizienten Mausen ein Signal unterhalb der 130 kDa-Markerbande
nachweisen, welches in den Wildtyphoden nicht vorhanden war. Das errechnete
Molekulargewicht der B-Galaktosidase betragt 116 kDa und entsprach damit wahrscheinlich

dem detektierten Protein.
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Abbildung 27: Detektion der B-Galaktosidase aus Hodentotallysaten. Es wurden je 2
Hoden von Wildtyp und SPPL2c”-Mé&usen lysiert und anschlieRend auf eine Expression des
Reporterenzyms [-Galaktosidase per Western Blotting untersucht. Die Expression des
SPPL2c-Proteins in den Wildtypmausen wurde durch die Detektion von mSPPL2c mittels des
C-terminalen Antikérpers bestatigt. Aktin wurde als Ladekontrolle verwendet.

Im Anschluss wurde die Aktivitdt des B-Galaktosidase-Reportersystems in histologischen
Gewebeschnitten analysiert. Abbildung 28 zeigt einen histologischen Schnitt von
Hodengewebe nach der Inkubation der Objekttrager mit dem Farbstoff X-Gal. In den SPPL2c-
defizienten Mause farbte sich eine Population von lumennah gelegenen Zellen innerhalb der
Tubuli seminiferi an, die elongierte Zellkdrper aufwiesen. In den entsprechenden Wildtyp-

Kontrollschnitten lie3 sich kein Signal detektieren.
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Abbildung 28: Histochemische Darstellung der pB-Galaktosidase-Aktivitat in Wildtyp-
und SPPL2c”-Miusen. Die Mé&usehoden wurde (ber Nacht in 4% PFA fixiert und
anschlief’end bei -20°C eingefroren. Im gefrorenen Zustand wurde mittels eines Cryotoms 7
pm dicke Organschnitte angefertigt. Nach der Permeabilisierung des Gewebes wurde dieses
fur 3 Stunden bei 37 °C mit dem Indikatorfarbstoff X-Gal inkubiert. Die Blaufarbung der Zellen

zeigt die Aktivitat des Reporterenzyms 3-Galaktosidase an. Die Bilder an den rechten, unteren
Bilderrandern zeigen die jeweiligen Ubersichtsaufnahmen. Mafistab = 100 um.

Zusatzlich wurde mittels immunhistochemischen Farbungen unter Verwendung der SPPL2c-
spezifischen Antikdrper das Protein in Gewebeschnitten aus Wildtyp- und SPPL2c”-Hoden
detektiert (siehe Abbildung 29). Hier zeigte sich in den Hoden der Wildtypmause ein Signal im
Zytoplasma tubulusstandiger Zellen. In Schnitten aus SPPL2c-defizienten Mausen konnte kein
immunhistochemisches Signal wahrgenommen werden. Auffallend war die Nahe der
signalpositiven Zellen zum Lumen der Tubuli seminiferi und ihre elongierten Zellkérper. Diese
Keimzellen entsprechen daher wahrscheinlich elongierten Spermatiden, die sich in einem

Spatstadium der Spermatogenese befinden.
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Abbildung 29: Immunhistochemische Detektion von mSPPL2c in murinem
Hodengewebe. Hoden aus Wildtyp- und SPPL2c"M&usen wurde iiber Nacht mit Bouin’scher
Losung fixiert. Es wurden 7 um dicke Gewebeschnitte angefertigt und diese mit dem
mSPPL2c-spezifischen C-Term-Antikdrper inkubiert. AnschlieRend erfolgte die Bindung des
biotinylierten Sekundarantikdrpers. Nach Zugabe des Avidin-Biotin-Enzymkonjugats (ABC)
wurden die Gewebeschnitte mit dem Indikatorfarbstoff DAB inkubiert. Das ABC katalysierte
die Reaktion des DAB zu dem braunen Niederschlagsprodukt. Die Darstellung des Zellkerns
erfolgte mittels Hamalaunfarbung. Maf3stab = 100 um.

3.7 Phanotypisierung der mSPPL2c"-Mause

Um die Frage nach den moglichen Funktionen der Intramembranprotease SPPL2c naher
einzugrenzen, wurden die SPPL2c-defizienten Mause eingehend untersucht. Analysiert
wurden dabei mdgliche Alterationen der Gewebearchitektur der Tubuli seminiferi durch
histologische Methoden und durchflusszytometrische Analysen. Weiter wurden die Wildtyp-
und Knockout-Mause hinsichtlich ihrer sexuellen Reproduktionsfahigkeit, der Anzahl und
Motilitat ihrer maturen Spermien sowie des Verhaltnisses von Korper- zu Hodengewicht
verglichen.

Zunachst wurden in Zusammenarbeit mit dem Anatomischen Institut der Christian-Albrechts-
Universitat zu Kiel histologische Gewebeschnitte aus Wildtyp- und Knockout-Mausehoden
angefertigt. In Kooperation mit der AG Meinhardt von der Justus-Liebig-Universitat Giellen
wurden diese anschlielend auf Pathologien der Tubulusarchitektur untersucht. Dabei zeigten
sich zunachst keine grobmorphologischen Auffalligkeiten in den Testes der SPPL2c”-Tiere,

wobei subtile Veranderung maéglicherweise nicht detektiert wurden (siehe Abbildung 30).
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Abbildung 30: Ubersichtsaufnahmen aus Hoden von Wildtyp- und SPPL2c-defizienten
Mausen. Die Hoden wurden Uber Nacht mittels Bouin’scher Losung fixiert und in Paraffin
eingebettet. AnschlieRend wurden 5 um dicke Gewebeschnitte angefertigt und diese mittels

HE (Hamalaun + Eosin) gefarbt. Die mikroskopische Analyse wurde jeweils an 6 Wildtyp- und
SPPL2c”-Mé&usen durchgefiihrt. MaRstab = 100 pm.

Bei der Praparation der Hoden aus SPPL2c” Mausen zeigte sich, dass diese im Vergleich zu
den Hoden aus den SPPL2c"*-Tieren eine geringere GroRe aufwiesen. Zur Objektivierung
dieses Befundes wurde der Quotient aus Gesamtkdrpergewicht und Hodengewicht von
mehreren Mausen gebildet (Abbildung 31). Hier zeigte sich ein signifikant erniedrigtes relatives
Hodengewicht der SPPL2¢c” Mause.
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Abbildung 31: Hoden-/Kérpergewicht-Quotient von Wildtyp- und mSPPL2c”-Mausen:
Die Hoden aus den Mausen wurden isoliert, gewogen und in Relation zum Kdrpergewicht der
Tiere gesetzt. Die Balken zeigen den mittleren Hoden-/Kérpergewichts-Quotienten. Zur
statistischen Analyse wurde ein student’s t-test durchgefihrt. n = 12, * = p-Wert < 0,05. Die
Fehlerbalken zeigen die Standardabweichung an.
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3.7.1 Zellpopulationsanalyse der Tubuli seminiferi

Um einen moglichen Verlust von Zellpopulationen zu analysieren, wurden die einzelnen
Subpopulationen des Keimzellepithels durch Durchflusszytometrie und Lichtmikroskopie
naher untersucht.

Per FACS-Analyse wurden die einzelnen Populationen des Hodens anhand ihres DNA-
Gehalts voneinander getrennt und anschlie®end ihr Anteil an der Gesamtpopulation des
Hodens berechnet. Hierbei zeigte sich eine Abnahme der 1C-Population in den mSPPL2c™"-
Hoden, die allerdings statistisch nicht signifikant war (Abbildung 32 B). In dieser Population
sind neben den elongierten Spermatiden, die in den gezeigten Ergebnissen detektierbares
SPPL2c-Protein aufwiesen, auch die runden Spermatiden enthalten, die nach der oben
gezeigten histologischen Analyse kein bzw. wenig mSPPL2c exprimieren (siehe auch
Abbildung 32 C). Gleichzeitig nahm der prozentuale Anteil der 4C-Population, der den
Vorlauferzellen der Spermatiden, den Spermatozyten, entspricht, leicht zu.
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A: Die Hoden wurden homogenisiert und die Zellpopulationen fir 30 Minuten mit dem
zellpermeablen  DNA-Interkalator DRAQ5™ inkubiert und mittels Fluoreszenz-
Durchflusszytometrie analysiert. AnschlieRend konnte die Identifizierung und Quantifizierung
von drei distinkten Populationen in der Hodenzellsuspension erfolgen. Als Vergleich diente
eine nicht gefarbte Probe. Die Auswertung erfolgte mit dem Programm Flow-Jo, Version 10.2
(FlowdJo, LLC). Abkirzung: C = Zahl der Chromatiden pro Chromosomenpaar.

B: Die Testes von 5 Wildtyp- und SPPL2c-defizienten Tiere wurde zunachst homogenisiert
und die darin enthaltenen Zellen mit dem DNA-Farbstoff DRAQ5™ gefarbt und bei 647 nm
angeregt. Zur statistischen Analyse wurden student’s t-tests durchgefihrt. Die Fehlerbalken
zeigen die Standardabweichung an, n = 5. Abklrzungen: C = Zahl der Chromatiden pro
Chromosomenpaar, wt = Wildtyp, ko = mSPPL2c-Knockout, ns = statistisch nicht signifikant.
C: Uberblick Uber den DNA-Gehalt der verschiedenen Zellpopulationen im Hoden. Fett
markiert ist die Population der SPPL2c-exprimierenden Zellen.

Da es nicht mdglich ist, mittels der eingesetzten FACS-Untersuchung zwischen elongierten
und runden Spermatiden zu unterscheiden, wurde die Anzahl der elongierten Spermatiden pro

Tubulus in Wildtyp- und Knockout-Mausen per Lichtmikroskopie quantifiziert und verglichen.
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Der Mittelwert der elongierten Spermatiden pro Tubulus lag in den Knockout-Mausen mit 60,63
(Standardabweichung=10,28, n=6) dabei ca. 20 % unter dem Mittelwert in den Wildtyp-
Mausen, welcher 75,43 elongierte Spermatiden pro Tubulus betrug (Standardabweichung=
6,90, n=6) (siehe Abbildung 33).
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Abbildung 33: Anzahl der elongierten Spermatiden in wildtyp- und mSPPL2c-defizienten
Mausen. Die Hoden der Mause wurden mittels Bouin’scher Losung fixiert und in Paraffin
eingebettet. Es wurden pro Hoden je 3 Gewebeschnitte angefertigt und nach der
Entparaffinierung mit HE gefarbt. Nach der Verblindung wurden aus 20 quer angeschnittenen
Tubuli seminiferi die Anzahl der elongierten Spermatiden bestimmt und der Mittelwert
errechnet. Identifiziert wurden die elongierten Spermatiden anhand ihrer Lokalisation als
unmittelbar lumennah lokalisierte Zellen mit hakenférmigem, stark kondensiertem, exzentrisch
gelegenem Zellkern. Hierbei zeigte sich eine Erniedrigung der Anzahl der elongierten
Spermatiden in den mSPPL2c”-Hoden. n=6, * = p-Wert < 0,05 im student’s t-test. Die
Fehlerbalken zeigen die Standardabweichung an.

3.7.2 Fertilitaitsanalyse

Aufgrund der oben beschriebenen Veranderungen der Anzahl elongierter Spermatiden im
Tubulusepithel der SPPL2c"-M&use wurde die Fertilitat der M&use naher analysiert (siehe
Abbildung 34). Als Referenz diente dabei die Anzahl der Nachkommen aus den Verpaarungen
der Wildtyp-Mannchen mit Wildtyp-Weibchen (6,875 Nachkommen pro Wourf,
Standardabweichung=2,42, n=8). Die Analyse ergab eine deutliche, statistisch signifikante
Reduktion der WurfgroRe in den Verpaarungen der Knockout-Mannchen mit Knockout-
Weibchen (4,0 Nachkommen pro Wurf, Standardabweichung=1,23, n=9). Die
durchschnittliche Anzahl der Nachkommen von Verpaarungen der mSPPL2c”-Ménnchen mit
mSPPL2c"*-Weibchen war allerdings nicht statistisch signifikant verandert (7,0 Nachkommen

pro Wurf, Standardabweichung=1,16, n=8).
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Abbildung 34: WurfgroBenanalyse der Verpaarungen von Mausen mit verschiedenen
SPPL2c-Genotypen. Die Anzahl an Nachkommen aus Verpaarungen von Mausen mit
verschiedenen SPPL2c-Genotypen wurde verglichen. Dabei zeigten sich die Zahl der
Nachkommen aus Verpaarungen der mSPPL2c”-Mannchen mit mSPPL2c”-Weibchen
erniedrigt. Die Anzahl der Nachkommen aus Verpaarungen mit den weiteren SPPL2c-
Genotypen zeigte keine signifikante Veranderung. Auf der Y-Achse sind die Genotypen und
Geschlechter der Elterngeneration aufgetragen. ** = p-Wert < 0,01. Zur statistischen Analyse
wurde eine Varianzanalyse (ANOVA) durchgefihrt. Die Fehlerbalken zeigen die
Standardabweichung an (nach Niemeyer, 2019).

3.7.3 Untersuchungen an Spermien aus SPPL2c"--M&usen

Die oben gezeigten Ergebnisse zur Fertilitat der SPPL2c-defizienten Mausen lieRen eine
qualitative Einschréankung der Spermien vermuten. Daher wurden Ubersichtsaufnahmen von
einzelnen Spermien beider Genotypen per Phasenkontrastmikroskopie aufgenommen und
anschliel3end verglichen. Hierbei gab es keinen Anhalt flir einen morphologischen Defekt der
Spermien aus den SPPL2c-defizienten Mausen, wobei auch hier subtile Veranderungen

mdglicherweise nicht detektiert wurden (Abbildung 35).
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Abbildung 35: Mikroskopische Aufnahme reprasentativer Spermien aus Wildtyp- und
SPPL2c-Knockout-Tieren. Mature Spermien wurden durch passives Ausschwimmen fir 30
Minuten bei 37°C aus den Caudae epididymides von Wildtyp- und SPPL2c-ko-Mausen
gewonnen, vereinzelt und mit Methanol auf Objekttragern fixiert. Die morphologische Analyse
erfolgte per Phasenkontrastmikroskopie nach Verblindung der Proben. Dabei zeigten sich
morphologisch keine deutlichen Unterschiede zwischen Spermien aus Wildtyp- oder SPPL2c-
ko-Tieren, n = 6. Maldstab = 10 um.

Um Aussagen Uber verschiedene Qualitdtsparameter der Spermien wie der Motilitat treffen zu
kénnen, wurden in Zusammenarbeit mit der AG Wennemuth (Universitat Duisburg-Essen)
CASA-Messungen (Computer assisted sperm analysis) durchgefuhrt. Dafir wurden die
Bewegungsgeschwindigkeiten einzelner maturer Spermien aus Wildtyp- und SPPL2c™"-
Mausen untersucht (Abbildung 36). Die Spermien aus den Knockout-Mausen zeigten sich
beweglich, sie wiesen jedoch im Vergleich mit der Spermiengruppe aus Wildtypmausen eine

signifikante Verlangsamung in den gemessenen Motilitdtsparametern auf.
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Abbildung 36: Motilitaitsmessungen von isolierten Spermien. Spermien aus
Nebenhodenschwanzen wurden gewonnen und die Bewegungen von 200 Spermien pro
Versuchstier gemessen. Anschlielend wurde mittels der CASA-Software von Medical
Technology die Bewegungsgeschwindigkeit errechnet und analysiert. Zur statistischen
Analyse wurden student’s t-tests durchgeflhrt. In den Kastchen an der rechten
Abbildungsseite sind die Genotypen der untersuchten Tiere vermerkt. Abkirzungen: VSL =
Velocity straight line, VCL = Velocity curvilinear, VAP = Velocity average path. Fir eine genaue
Erlauterung der einzelnen Parameter siehe 2.2.8, n = 3, ** = p-Wert < 0,01. Die Fehlerbalken
zeigen die Standardabweichung an.

Zusatzlich wurden die analysierten Keimzellen noch anhand der WHO-Kriterien zur Qualitat
von Spermien untersucht und eingeteilt. Dort lie® sich eine Tendenz zur Reduktion der
schnellen, linear progressiven Spermien feststellen, der allerdings statistisch nicht signifikant

war (siehe Anhang, Abbildung 48).

3.8 Vergleich der Gewebeexpression der anderen SPP/SPPL-Proteasen

3.8.1 SPPL2a und SPPL2b

Um zu prifen, ob die anderen Mitglieder der SPP/SPPL-Proteasen ebenfalls im Hoden
exprimiert werden, wurden analog zu den oben gezeigten Resultaten aus SPPL2a- und
SPPL2b-defizienten Mausen Hodengewebe gewonnen. Die dazugehérigen Western-Blot-
Analyse zeigte detektierbares SPPL2a- und SPPL2b-Protein in den Wildtyphoden (Abbildung
37).
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Abbildung 37: Expression von mSPPL2a und mSPPL2b im Testis. Hodentotallysate aus
Wildtyp und SPPL2c”-Mausen wurden hergestellt und per Western Blotting mittels Antikdrper,
die gegen Epitope von SPPL2a (A) und SPPL2b (B) gerichtet waren, auf eine Expression von
SPPL2a und SPPL2b untersucht. Als Kontrolle fir die Antikérperspezifitat diente
Hodentotallysat aus SPPL2a/SPPL2b double-knockout-Mausen, welches keine spezifische
Antikérperbindung zeigte. Aktin wurde als Kontrolle flr einen gleichmafRligen Proteinauftrag
eingesetzt. Abkirzungen: wt = Wildtyp, ko = Knockout, 2c = SPPL2c, 2abdko = SPPL2a/b-
Doppel-Knockout, E3R2 = Epitop-3-Tier-2-Antikorper.

Bei der Analyse von Gewebeschnitten aus mSPPL2a/b-defizienten Mause zeigten sich
Unsicherheiten bezlglich der Reaktivitat der mSPPL2a/b-Antikérper  auf
Hodengewebeschnitten. Eine sichere Detektion von SPPL2a- und SPPL2b-exprimierenden
Zellen in Hodengewebe mittels immunhistochemischen Verfahren wie der DAB-Farbung war

daher nicht méglich.

3.8.2 SPP

SPP, als weiteres Mitglied der SPP/SPPL-Proteasen, ist als ER-residentes Protein
beschrieben (Lichtenthaler, 2018, Kihnle, 2019). Eine Kompensierung des Ausfalls von
SPPL2c durch SPP in den SPPL2c"-Mause erschien somit denkbar. Aus diesem Grund sollte
SPP in Wildtyp- und SPPL2c”-Mé&usehoden per Immunhistochemie detektiert und hinsichtlich
der Lokalisation mit SPPL2c verglichen werden.

Da SPP”-Tiere nicht iberlebensfahig sind (siehe 1.3.3.2), ist Hodengewebe aus SPP-
defizienten Mausen nicht verflgbar. Es fehlte daher die Mdglichkeit, die Spezifitat des mSPP-
Antikérpers anhand von Gewebematerial aus SPP"-Tieren zu verifizieren. Alternativ wurde
daher Standard-polyklonales IgG aus Kaninchenserum anstelle des Primarantikorpers
eingesetzt. Die immunhistochemische Detektion von mSPP zeigte ein Signal in Zellen, die um
die Tubuli seminiferi herumgelagert sind und mdglicherweise den Leydig-Zellen entsprechen
(Abbildung 38). Innerhalb des Tubulusepithels fand sich keine detektierbare Anfarbung von
Keim- oder somatischen Zellen, weder in den Wildtyp- noch in den SPPL2c-defizienten
Mausen. Zusammengenommen zeigte sich somit keine nennenswerte Uberlappung mit der

Verteilung des SPPL2c-Proteins im Hoden. Eine Kompensation des Ausfalls des SPPL2c
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durch SPP ist zudem nicht wahrscheinlich, da es auch in den SPPL2c-defizieten Mausen keine

Veranderung der Gewebeexpression von SPP zeigte.

SPPL2c Genotyp SPPL2c Genotyp

Abbildung 38: Immunhistochemische Detektion der SPP-Protease im Hoden. Mittels
Bouin’scher Lésung fixierter Hoden wurde vor der DAB-Farbung einer Antigendemaskierung
mit Citrat-Puffer unterzogen. Ein polyklonales SPP-Antiserum wurde als Primarantikérper
verwendet (oben). Als Kontrolle flr die Spezifitat des Antikdrpers wurden zusatzlich Farbungen
mit einem Standard-polyklonalem IgG-Kaninchenserum durchgefiihrt (unten). Die rechts unten
gezeigten Bilder zeigen Ubersichtsaufnahmen. Die Visualisierung der Zellkerne erfolgte mit
Hamalaunlésung. Maf3stab = 100 pm.
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4 Diskussion

Seit die Prinzipien der Regulierten Intramembranproteolyse und I-CLIPS vor 20 Jahren
entdeckt und beschrieben wurden, hat sich das Wissen um die zellbiologischen Funktionen
dieses Typus an Proteasen in verschiedenen Organsystemen stark vergréfiert. Es konnte eine
Beteiligung der I-CLIPs an einer Vielzahl von (patho)-physiologischen Vorgangen gezeigt
werden (Urban, 2013, Yicel, 2020).

Jedoch ist das Wissen Uiber diese Proteasen noch nicht vollstandig. Vor dem Hintergrund einer
mdglichen klinischen Verwendung von Modulatoren oder Inhibitoren verschiedener Aspartyl-
I-CLIPs (Preseniline und SPP/SPPLs-Proteasen) (Velcicky, 2019, van Kempen, 2020)
erschien es sinnvoll, eine eingehende Charakterisierung der bisher nur wenig untersuchten

Protease SPPL2c vorzunehmen.

4.1 Zellbiologische Charakteristika von SPPL2c

Die bisherigen Publikationen (ber SPPL2c zeigen, dass SPPL2c unter
Uberexpressionsbedingungen in Modellzellsystemen im Endoplasmatischen Retikulum
exprimiert wird (Friedmann, 2004, Brady, 2014). Dieses konnte, wie in der Abbildung 11
dargestellt, im Rahmen dieser Arbeit flr beide Isoformen des Proteins bestatigt werden.
Allerdings konnte auch geringe Mengen des Proteins im ERGIC detektiert werden (Abbildung
12). Die geringe Kolokalisierung mit dem ERGIC-Markerprotein spricht moglicherweise flr
einen retrograden Transport von falsch sortiertem SPPL2c-Protrein zurlick in das ER. Diese
Funktion des ERGIC ist beschrieben (Appenzeller-Herzog, 2006).

Die Untersuchung des Glykosylierungsmusters des Proteins zeigte, dass die konjugierten
Zuckermolekiile entweder aus Hybrid- oder aus Oligomannose-Glykanen bestehen (Abbildung
14). In der erstbeschreibenden Publikation von Friedmann et al. konnte ebenfalls eine
Glykosylierung der humanen Form von SPPL2c nachgewiesen werden (Friedmann, 2004).
Eine Identifizierung der glykosylierten Aminosaure wurde dort allerdings nicht vorgenommen.
Im Rahmen dieser Arbeit sorgte der Austausch des N106 fiir eine komplette Aufhebung der
Glykosylierung, sodass die glykosylierte Aminosaure bestimmt werden konnte (Abbildung 16).
Zusatzlich konnte gezeigt werden, dass auch endogenes SPPL2c¢ mit Endoglykosidade-H-
sensitiven N-Glykanen modifiziert ist (Abbildung 24) und SPPL2c mit dem ER-Markerprotein
PDI in einer subzellularen Fraktionierung aus murinem Hodengewebe kosedimentiert
(Abbildung 25). Eine Lokalisierung des Glykoproteins SPPL2c im Endoplasmatischen

Retikulum unter endogenen Bedingungen erscheint somit wahrscheinlich.

Eine Moglichkeit, Determinanten der zellularen Sortierung zu identifizieren, die flr eine

Retention bzw. Relokalisation des SPPL2c-Proteins in das ER sorgen, bietet die Analyse der
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Aminosaurensequenz von SPPL2c. In dem C-Terminus der Aminosaurensequenz findet sich
ein zytosolisch gelegenes Di-Lysin-Motiv (KKXX) (s. Anhang, Abbildung 40), welches als ER-
Retentionssignal anderer Proteine beschrieben ist (Vincent, 1998, Ma, 2013). Mittels chimarer
Konstrukte lieRe sich die Funktion dieser Aminosauren fiir die zellulare Sortierung des Proteins
Uberprifen. Eine analoge Untersuchung wurde fir C-terminale Tyrosinreste von SPPL2a, die
fur eine Sortierung zu den spaten Endosomen/Lysosomen sorgen, bereits durchgeflihrt
(Behnke, 2011).

4.2 Identifikation moglicher SPPL2c-Substrate/Interaktionspartner

Wie einleitend beschrieben, waren bis zu Beginn dieser Arbeit keine Substrate von SPPL2c
bekannt (Mentrup, 2017). Bei der weiteren Untersuchung der Protease konnte jedoch gezeigt
werden, dass SPPL2c unter Uberexpressionsbedingungen bekannte Substrate der ebenfalls
ER-standigen SPP prozessieren kann (Niemeyer, 2019). Diese Substrate sind —im Gegensatz
zu den meisten bekannten Substrate von SPPL2a/b - keine klassischen Typ-II-
Transmembranproteine, sondern Tail-anchored Proteine wie HO-1 oder RAMP4-2. Die im
Rahmen dieser Arbeit untersuchten Typ-ll-Proteine aus der Gruppe der ATF6-ahnlichen
Transkriptionsfaktoren zeigten in den durchgeflihrten Koexpressionsanalysen keine
erkennbare Prozessierung durch SPPL2c oder SPP (Abbildung 17 und Anhang 42-45).

Um zusatzliche moégliche Substrate der SPPL2c-Protease zu identifizieren, wurden bei der
weiteren Charakterisierung des Proteins zwei verschiedene Ansatze gewahilt:

In einem Ansatz wurden HEK-Zellen generiert, die stabil SPPL2c Uberexprimierten
(Papadopoulou, 2019). Diese Zellen wurden eingesetzt, um mittels massenspektrometrischer
Verfahren das Proteom angereicherter Membranproteine mit einer
Kontrollmembranpraparation zu vergleichen. Dies stellt eine etablierte Methodik zur
Identifizierung potenzieller Substrate von Intramembranproteasen dar (Tam, 2004, Voss,
2014, Johnson, 2017). Dabei wurde eine Reihe weiterer mdglicher Substrate von SPPL2c
identifiziert, unter anderen das Tail-anchored Protein Syntaxin 8. In einem anderen Ansatz
wurden die Proteome von Membranpraparationen aus Hodenlysaten von Wildtyp- und
SPPL2c”-Mausen verglichen (Niemeyer, 2019). Das Outcome beider Ansétze iiberlappte sich
partiell, wobei mittels des Ansatzes aus Organlysaten deutlich weniger mdgliche Substrate
identifiziert wurden. Mittels beider Methoden wurde Syntaxin 8 als Substratkandidat erfasst. In
den SPPL2c"-Hoden akkumulierten zusétzlich das Tail-anchored Protein Phospholamban
(s.u.) und Disco Interacting Protein 2 Homologue b (Dip2b), wobei letzteres ein I6sliches
Protein ohne Transmembrandomane ist und daher nicht weiter als mdgliches Substrat

untersucht wurde.
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In Koexpressionsstudien konnte anschlieliend gezeigt werden, dass Proteine aus der SNARE-
Proteinfamilie wie Syntaxin 8 und Vesicle-associated membrane protein 8 (VAMPS8) von
SPPL2c proteolytisch prozessiert werden koénnen. Diese TA-Proteine sind u.a. an der
Membranfusion von intrazellularen Vesikeln und der Exozytose von Vesikeln beteiligt (Wang,
2007, Kasai, 2008, Cornick, 2019). Aufgrund der Eigenschaften der neu identifizierten
Substrate scheint es moéglich, dass SPPL2c eine Selektivitat fir die Prozessierung von TA-

Proteinen aufweist.

Papadopoulou et al. demonstrierten zudem, dass bei Uberexpression von katalytisch aktiver
SPPL2c und der Glykosyltransferase N-Acetylglucosaminyltransferase V (GnTV) sich die
Maturierung und intrazellulare Lokalisation dieser Glykosyltransferase verandert. Zusatzlich
wurde eine Hypoglykosylierung verschiedener Glykoproteine wie Nicastrin oder LAMP-2
beobachtet. Die Autoren der Studie vermuteten, dass SPPL2c durch eine Prozessierung von
verschiedenen Vesikel-assoziierten Proteinen den korrekten Ablauf des vesikuldren
Transports zwischen ER und Golgi stért. Dies flihre zu einer Retention der immaturen
Glykosyltransferase innerhalb des ER wund resultiere in einer weniger effizienten
Proteinglykosylierung (Papadopoulou, 2019).

Zusatzlich zeigten sich in den SPPL2c Uberexprimierenden HEK-Zellen Unterschiede in der
Abundanz verschiedener Glykan-modifizierender Proteine wie Mannosyl-Oligosaccharid 1,2-
Alpha-Mannosidase IB (MAN1A2) oder GnTV.

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurde das bei der Regulierung des
Glykosylierungsmusters von Keimzellen beteiligte GnT1IP-Protein auf eine Prozessierung
durch SPPL2c mittels Koexpression untersucht (Abb. 18). Dort ergab sich keinen Anhalt flr
eine proteolytische Spaltung dieses Proteins durch SPPL2c. GnT1IP ist in dem Proteomics-
Screening von Glycan-modifizierenden Proteinen der SPPL2c-Uberexprimierenden HEK-
Zellen nicht aufgeflhrt und konnte weder vermehrt noch vermindert detektiert werden
(Papadopoulou, 2019). Uber die intrazelluldren Sortierungsmechanismen von GnT1IP ist
letztlich wenig bekannt (Huang, 2015). Es scheint daher mdglich, dass die Sortierung von
GnT1IP unabhangig von den méglicherweise durch SPPL2c prozessierten SNARE-Proteinen
stattfindet.

Bei der weiterfihrenden Untersuchung des SPPL2c-Proteins fanden sich zudem Hinweise,
dass das Protein die intrinsische Fahigkeit besitzt, hdhermolekulare Komplexe zu formen.
Mittels blue-native-Gelelektrophorese wurde gezeigt, dass das SPPL2c-Protein in murinen
Testes in Proteinkomplexen mit einem Molekulargewicht von etwa 500 kDa vorkommt
(Niemeyer, 2019).
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Eine Mdoglichkeit, um zusatzliche Interaktionspartner von SPPL2c zu detektieren, bietet das
Proximity-dependent biotin identification (BiolD)-System. Das BiolD-System basiert auf der
Aktivitat einer mutierten Biotinligase aus dem Genom von Escherichia coli, der BirA*. Durch
die Mutation erhéht sich die Biotinylierungsaktivitat von BirA* stark. Fur die Untersuchung wird
ein Konstrukt, welches flir ein Fusionsprotein aus dem untersuchten Protein, hier: SPPL2c und
BirA*, kodiert, hergestellt und exprimiert. Proteine, die sich in einem 10 — 15 nm Radius zu
dem Fusionsprotein befinden, werden biotinyliert und anschlieRend nach Extraktion tUber einen
Streptavidin-Pulldown per Massenspektroskopie identifiziert (Roux, 2013, Roux 2018).
Inwieweit sich mit dieser Methode, die ebenfalls auf einer Expression eines Fusionsproteins in
Modellzellsystemen basiert, auf die Situation in vivo in murinen Testes schlieRen lasst, ist

allerdings noch nicht geklart.

4.3 SPPL2c im mannlichen Geschlechtstrakt

Im Rahmen dieser Arbeit wurde murines Gewebe aus diversen Organen auf eine Expression
von SPPL2c untersucht (Abbildung 19 ff.). Dabei wurde eine Expression von SPPL2c sowohl
auf der mRNA-Ebene als auch auf der Proteinebene ausschliellich in den mannlichen
Geschlechtsorganen beobachtet. Friedmann et al. konnten in ihren microarray-
Screeninguntersuchungen von menschlichen Geweben SPPL2c-mRNA zusatzlich in
verschiedenen anderen Geweben nachweisen, u. a. im Gehirn, im Herzen, in der Haut und
auch im Hoden (Friedmann, 2004). Mehrere Faktoren kénnten diese Diskrepanz erklaren:
Die publizierten Ergebnisse der microarray-Untersuchungen kénnten aufgrund technischer
Probleme, wie beispielsweise einer Kontamination der cDNA-Proben mit genomischer DNA
falsch-positive Daten aufweisen. Microarrays sind zudem u.a. aufgrund der Komplexitat der
statistischen Analyse fehleranfallig (Kroll, 2008, Jaksik, 2015).

Andererseits erscheint es moglich, dass die Sensitivitdt der eingesetzten Antikdrper nicht
ausreicht, um nur geringe Mengen des Proteins in den untersuchten Organen zu detektieren.
Zum anderen ist es denkbar, dass bestimmte Zelltypen nur unter bestimmten, noch nicht
bekannten Bedingungen die Expression von SPPL2c induzieren. Weiter wird SPPL2c
madglicherweise in Organen exprimiert, die im Rahmen dieser Arbeit nicht untersucht wurden.
Nicht zuletzt wurde von Friedmann et al. humanes Gewebe untersucht, wahrend es sich bei
den hier untersuchten Organen um murines Gewebe handelt. Inwieweit die
gewebespezifischen Expressionsmuster orthologer Gene variieren, ist fir ein Grofteil der
Gene noch nicht geklart (Dowell, 2011). Zheng-Bradley et al. verglichen in einer Metastudie
murine und humane Transkriptome, die unter verschiedenen experimentellen
Bedingungen generiert wurden (Zheng-Bradley, 2010). Sie fanden einen hohen Grad an

Konservierung der gewebespezifischen Expressionsmuster von orthologen Genen. Dies
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konnte spater von Sollner et al. fir eine geringere Anzahl verglichener Gene bestatigt werden
(Séllner, 2017). Frihere Vergleiche deuteten jedoch eher auf ausgepragte Unterschiede in
den Expressionsprofilen orthologer Gene zwischen Menschen und Mausen hin (Yanai, 2004).
Obwohl die Expression von SPPL2c im Menschen nicht geklart ist, lasst sich
zusammenfassend feststellen, dass SPPL2c nicht, wie von verschiedenen Autoren vermutet
(Golde, 2009, Voss, 2013) ein Pseudogen darstellt, sondern in vivo in Sdugerorganismen wie

dem M. musculus exprimiert wird.

4.4 SPPL2c - Expression ausschlieBlich in elongierten Spermatiden?

Innerhalb des Hodens wurde durch die Visualisierung der Aktivitdt des p-Galaktosidase-
Reporters Hinweise auf eine Expression von SPPL2c in den Tubuli seminiferi gewonnen
(Abbildung 28). Anschlielend erfolgte mittels immunhistochemischen Methoden die
Validierung dieses Befundes: Es zeigte sich eine Expression von SPPL2c unter basalen
Bedingungen in einem spezialisierten Subtyp von Keimzellen, den spaten elongierten
Spermatiden (Abbildung 29).

Es ist jedoch denkbar, dass aufgrund einer geringen Sensitivitat der eingesetzten Antikérper
bei der immunhistochemischen Detektion eine Expression der Protease in anderen Zellen der
Spermatogenese oder in Nicht-Keimzellen/somatischen Zellen (Sertoli-Zellen, Leydig-Zellen
u. a.) nicht méglich war. Eine Mdglichkeit, dieses zu Uberprifen, ware es, analog zu Simard et
al. und Zi et al.,, die einzelnen Populationen des Hodens mittels eines DNA-bindenden
Farbstoffs anfarben und anschlieliend per FACS-sorting nach ihrem jeweiligen DNA-Gehalt
zu sortieren. Die gewonnenen Proben kénnten nach der Zelllyse mittels Western Blotting auf
eine Expression von SPPL2c Uberprift werden (Simard, 2015, Zi, 2017). In der weiteren
Untersuchung der Protease wurde diese Methode eingesetzt (Niemeyer, 2019). Dabei liel
sich  mSPPL2c-Protein auch in 2C- bzw. 4C-Populationen nachweisen, wobei die
Signalintensitat in der 1C-Population am ausgepragtesten war. Dies sprache dafiir, dass die
Expression in den Vorlauferkeimzellen startet und in den elongierten Spermatiden ein
Maximum erreicht. Denkbar ware jedoch, dass bei dieser Methode eine mdgliche
Verunreinigung der Proben durch falsch sortierte Zellen stattfand. Fir eine ausschliel3liche
Expression von SPPL2c in den elongierten Spermatiden spricht wiederum, dass in humanen
Gewebeschnitten aus Hodengewebe mittels eines humanen SPPL2c-Antikérpers das Protein
ebenfalls v.a. in elongierten Spermatiden nachweisbar war (Niemeyer, 2019).

Eine weitere, ungleich aufwendigere Methode eine Expression des Proteins zu detektieren,
ware die Methode nach Esakky et al. Per Laser-Mikrodissektion (LMD) werden hierbei unter

mikroskopischer Kontrolle aus Gewebeschnitten von Hodengewebe, welches vorher mittels
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einer HE-Farbung gefarbt wurde, Keimzellpopulationen verschiedener Reifestadien isoliert
und anschlielend per RT-PCR und qRT-PCR auf die Expression verschiedener Gene
untersucht (Esakky, 2013).

Bei der naheren Analyse der einzelnen Teilorgane der mannlichen (und weiblichen)
Geschlechtsorgane zeigte sich, dass SPPL2c in spaten, elongierten Spermatiden exprimiert
wird (s.0.). In den Zellen, die aus diesen Spermatiden hervorgehen, den maturen
Spermatozoen, fand sich allerdings keine Expression (Abbildung 20). Eine mégliche Erklarung
fur diesen Umstand koénnte die Reorganisation von Form und Inhalt des Zytoplasmas der
elongierten Spermatiden sein. Um eine stromlinienférmige Form der Spermien zu erzeugen,
werden samtliche nicht mehr benétigte Zellorganellen wie das Endoplasmatische Retikulum,
der Golgi-Apparat, Ribosomen, Lysosomen etc. und Uberschissiges Zytoplasma als
Residualkdrper von den Sertoli-Stitzzellen phagozytiert (Brewis, 2010, Franca, 2016). Das
Zytoplasma von Spermien besteht daher vor allem aus Mitochondrien zur Generierung von
ATP, dem motilen Flagellum mit den Mikrotubuli und dem Akrosom (O’Donnell, 2011). Es
scheint daher moglich, dass SPPL2c als ER-stdndiges Protein wahrend dieser

Umbauprozesse von den Sertoli-Zellen als Teil des Residualkdrpers abgebaut wird.

4.5 Mogliche Funktionen von SPPL2c in Spermatiden

Die Analyse der SPPL2c"-Mause zeigte im Hinblick auf die Zytoarchitektur der Testes eine
reduzierte Spermatidenzahl pro Tubulus (Abbildung 33) und eine signifikante Erniedrigung des
Quotienten aus Hoden- zu Gesamtgewicht (Abbildung 31). Eine solche Reduktion von eher
allgemeinen Mal3zahlen ist fiir eine Vielzahl an Proteinen beschrieben, deren Expression auf
den Hoden beschrankt zu sein scheint (O’Donnell, 2014). So sorgt der Knockout von Cystatin
8 aus der Gruppe der Cysteinprotease-Inhibitoren fiir einen gestérten Aufbau der Tubuli
seminiferi, einem Verlust von Spermatiden und einer reduzierten Fertilitit der Cystatin 87-
Mause (Parent, 2011). Family With Sequence Similarity 170 Member A (FAM170A) ist ein
hodenspezifischer Transkriptionsfaktor (Miyata, 2016), der Uber eine Zinkfingerdomane an die
DNA bindet und fiir die Aktivierung verschiedener Signalkaskaden wie dem AP-1-Signalweg
(Activator Protein-1) sorgt (Lei, 2010). FAM170a”-Mé&use zeigen ebenfalls pathologisch
konfigurierte elongierte Spermatiden und ein Verlust von Spermien im Nebenhodenschwanz
(Devlin, 2020).

Die Spermien der SPPL2c’-Mause wiesen neben dieser moderaten Stérung der
Spermatogenese signifikant reduzierte Geschwindigkeitsparameter auf (Abbildung 34). Dies
deutet auf eine gestérte Bewegung der Spermien der SPPL2c™-Tiere hin. Damit Spermien

eine erfolgreiche Vorwartsbewegung erzeugen koénnen, sind im Wesentlichen drei
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Hauptfaktoren nétig (du Plessis, 2015, Freitas, 2017). Die Spermien bendtigen ein
morphologisch intaktes, funktionierendes Flagellum. Sie miissen zusatzlich in der Lage sein,
chemische Energie in Form von ATP zu produzieren, um die axonemalen Dynein-ATPasen
anzutreiben. Das ATP wird durch die zahlreichen Mitochondrien im Mittelstlick der Spermien
erzeugt. Da Spermatozoen transkriptionell inaktive Zellen sind, muss zudem die Funktionalitat
verschiedenster Signalwege innerhalb des Spermiums gegeben sein (Koch, 2015).

Da SPPL2c, wie oben beschrieben, in maturen Spermien nicht nachzuweisen ist, scheint es
wenig wahrscheinlich, dass das Protein selber ein Bestandteil des Spermienflagellums ist. Bei
der histologischen Untersuchung einzelner Spermien zeigten sich zudem keine
morphologischen Auffalligkeiten an der Spermiengeil’el (Abbildung 35). Nach den oben
dargestellten Ergebnissen wird SPPL2c im ER exprimiert und nicht in Mitochondrien, ist
demnach eher nicht an der Erzeugung von ATP beteiligt. Denkbar ist daher eine Beteiligung
des Proteins in verschiedenen Signaltransduktionskaskaden von Spermien:

Spermatozoa, die vom Tubulusepithel abgeldst sind, sind noch unbeweglich und erlangen ihre
Bewegungsfahigkeit erst im Nebenhoden (Cornwall, 2009): Eine wichtige Signalkaskade in
diesem Zusammenhang stellt die Regulierung der Aktivitat der Phosphoprotein-Phosphatase-
1 (PPP-1) dar. Obwohl die genauen Mechanismen nicht im Detail bekannt sind, flhrt die
Aktivitat von PPP-1 zu einer verstarkten Dephosphorylierung von phosphorylierten Serin- und
Threoninresten verschiedener Zielenzyme, die fir eine Abnahme der Beweglichkeit von
Spermien sorgen (Smith, 1999, Freitas, 2017). Ein zentraler Regulator der PPP-1-Aktivitat in
Spermien ist die Glykogensynthase-Kinase 3 (GSK-3). Die GSK-3 inhibiert Uber die
Phosphorylierung des regulatorischen Proteins Proteinphosphatase Inhibitor 2 (PPP1R2) die
Interaktion zwischen PPP1R2 und PPP-1. Somit wird PPP-1 vermehrt aktiviert und sorgt damit
fur eine verminderte Bewegungsfahigkeit der Spermien (Somanath, 2004, Koch, 2015).

Eine Moglichkeit, eine Beteiligung von SPPL2c bei diesen Signalwegen zu Uberprifen, ist,
Spermienlysate aus Wildtyp und SPPL2¢c” -Mausen auf eine veranderte Phosphorylierung von
kritischen Threonin- bzw. Serinresten von PPP1R2 und GSK-3 per Western Blot zu
untersuchen.

Andere Modulatoren der Bewegungsgeschwindigkeit der Spermien sind verschiedene second
messenger wie cAMP, das in Spermien u. a. durch Ibsliche Adenylylcyclasen (sAC)
synthetisiert wird. Eine erhdhte intrazellulare cAMP-Konzentration fihrt Gber verschiedene
Signalwege zu einer Erhéhung der Motilitat der Spermienflagellen (Freitas, 2017). Die Aktivitat
der Adenylylcyclasen wird u. a. durch die Konzentration an Ca®*-lonen reguliert (Darszon,
2011): Eine geringe intrazelluldre Konzentration an Ca®*-lonen korreliert mit der Basismotilitat
menschlichen Spermien im Nebenhodenschwanz. Im weiblichen Genitaltrakt steigt die
Geschwindigkeit der Spermien u. a. durch den Influx von Ca®*-lonen stark an (Rahman, 2014).

Als Reservoir der Ca*-lonen innerhalb der Spermien werden — neben der
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Extrazellularflissigkeit — u. a. die Kernmembran und das Akrosom vermutet (Costello, 2009).
Mégliche Regulatoren der intrazellularen Calciumkonzentration sind die
Sarcoplasmic/endoplasmic reticulum calcium ATPase (SERCA)-Pumpen und SERCA-
ahnlichen Secretory pathway Ca®**-ATPase (SPCA), die in menschlichen Spermien
nachgewiesen werden konnten (Harper, 2005, Lawson, 2007).

In der weiterfiihrenden Untersuchung der Protease konnte mittels Proteomics-basierten
Untersuchungen gezeigt werden, dass u.a. das Tail-anchored Protein Phospholamban in den
Testes der SPPL2c”-Mause akkumuliert (s.0.) (Niemeyer, 2019).

Phospholamban ist als einer der Hauptregulatoren der SERCA-AKktivitat in Kardiomyozyten
bekannt  (Hagemann, 2012). Es wurde gezeigt, dass SPPL2c unter
Uberexpressionsbedingungen Phospholamban proteolytisch prozessiert und in den Hoden der
SPPL2c”-Mausen per Western Blotting vermehrt detektierbar ist (Niemeyer, 2019). Zusétzlich
liel sich per Durchflusszytometrie mittels einer fluoreszenten Calciumsonde eine Verringerung
der intrazellularen Calciumkonzentration in den SPPL2c-defizienten Spermatiden nachweisen.
Es ist daher mdglich, dass sich die reduzierte Motilitat der Spermien aus SPPL2c”-Mausen
aufgrund einer Akkumulation von Phospholamban mit konsekutiv veranderter Calcium-

Homoostase erklaren lasst.

Neben dieser Reduktion der Fortbewegungsgeschwindigkeiten ergab die Analyse der Fertilitat
aus Verpaarungen von SPPL2c”-Mannchen mit -Weibchen eine signifikante Reduktion der
Anzahl an Nachkommen (Abbildung 34). Diese Subfertilitdt der Knockout-Mause deutet auf
eine nicht-redundante Funktion des Proteins wahrend der Spermatogenese hin.
Interessanterweise war die Anzahl der Nachkommen aus Verpaarungen von SPPL2c-
Knockout-Mannchen mit Wildtyp-Weibchen ahnlich wie die aus Wildtyp-Verpaarungen.
Insofern muss die Subfertilitat relativiert werden, da sie nur manifest wird, wenn beide
Partnertiere die Protease nicht exprimieren kdnnen. Dieser Umstand deutet auf eine mogliche
Expression von SPPL2c im weiblichen Genitaltrakt hin. Bei der Analyse des Ovars und des
Uterus konnte dort keine Expression, weder auf mMRNA- noch auf Proteinebene (Abbildungen
20 und 23) beobachtet werden. Es ist allerdings denkbar, dass SPPL2c in diesen oder
anderen, nicht untersuchten Organen nur in wenigen Zellen exprimiert und daher die
Sensitivitat der eingesetzten Methoden nicht ausreicht, um es zu detektieren. Eine Detektion
von SPPL2c in weiblichen Keimzellen wird zudem dadurch erschwert, dass im Vergleich zum
mannlichen Keimepithel nur wenige Oozyten und ihre Vorlaufer gleichzeitig reifen (Virant-Klun,
2016).

Aufgrund der Komplexitat der Spermatogenese und der Befruchtung werden eine Vielzahl von

Genen mit einer verminderten oder komplett aufgehobenen Fruchtbarkeit des Mannes
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assoziiert (Krausz, 2018). Atiologisch teilt man die vom Manne ausgehende Infertilitat in die
vier Kategorien quantitative Defekte der Spermatogenese, qualitative Defekte der
Spermatogenese, Stérungen der Hypothalamus-Hypophysen-Achse und Verlegung der
Ausfiihrungsgange ein (Tournaye, 2017). Der beobachtete Phanotyp der SPPL2c”-Mause
entsprache somit am ehesten quantitativen und qualitativen Defekten der Spermatogenese.
Zusétzlich zu der reduzierten Motilitat der Spermien aus SPPL2c™-Tieren und der verringerten
Anzahl an Spermatiden pro Tubulus kénnten weitere Faktoren zu einer funktionellen Stérung
der Keimzellen fuhren:

Bei der massenspektometrischen Untersuchung der SPPL2c”-Mause akkumulierten neben
Phospholamban das SNARE-Protein Syntaxin 8 und das noch gering charakterisierte Protein
I6sliche Protein Dip2b (Niemeyer, 2019). Aufgrund der ortlichen und zeitlichen Restriktion der
Expression des SPPL2c-Proteins (s.0.) erscheint es allerdings mdglich, dass das Fehlen der
Protease in den Knockout-Mausen zu keiner ausreichenden Akkumulation von weiteren
Substraten flhrt und diese daher nicht per Massenspektrometrie nachweisbar waren.
Inwieweit die Akkumulation von Syntaxin 8 fir den Phanotyp der SPPL2c’-Mause
mitverantwortlich ist, ist noch nicht vollstandig geklart. Erste Hinweise fanden sich bei der
histologischen Analyse von Hodenschnitten von Wildtyp- und SPPL2c”-Mause. Dort zeigten
sich Formierungsstérungen des Akrosoms, das u.a. aus dem Golgi-Apparat hervorgeht
(Berruti, 2011, Papadopoulou, 2019). Zudem konnte gezeigt werden, dass die Spermien aus
den SPPL2c"-M&usen Verénderungen von Lektin-bindenden Glykoproteinen aufweisen, die
u.a. im Akrosom vorkommen und flr den Erhalt der Fertilitdt notwendig sind (Benoff, 1997,
Pang, 2011). Die Autoren der Studie vermuteten daher, dass SPPL2c durch eine
Prozessierung von SNARE-Proteinen an der Formierung des Akrosoms beteiligt ist.

Eine direkte Beteiligung von Syntaxin 8 im Rahmen der Spermatogenese wurde zum jetzigen
Zeitpunkt noch nicht untersucht. Allerdings verursacht die Mutation eines weiteren Mitgliedes
der Syntaxin-Familie, Syntaxin 2, eine nonobstruktive Azoospermie, ein komplettes Fehlen
von Spermien im Ejakulat (Nakamura, 2018). Der Grund hierflr ist wahrscheinlich ein
Reifungssarrest von Spermatozyten, der durch Pathologien der Interzellularbriicken aufgrund
einer Fehllokalisierung von Sulfoglykolipiden bedingt ist (Fujiwara, 2013). Um genauere
Einblicke Uber die Rolle von Syntaxin 8 wahrend der Formierung des Akrosoms zu erhalten,
lielke sich dieses Protein mittels Immungoldfarbung per Transmissionselektronenmikroskopie
in Wildtyp- und SPPL2c-defizienten Mausen detektieren (Zakrzewski, 2017).

Erste Versuche, die Spermatogenese in vitro mittels klnstlich generierten Tubuliorganoiden
zu untersuchen, wurden bereits unternommen, sind aufgrund der Komplexitat der
Feinarchitektur der Tubuli seminiferi und ihres Mikromilieus aber noch nicht etabliert (Sousa,
2002, Alves-Lopes, 2017).
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Wie in der Einleitung dargestellt, findet sich bei dem 17921.31-Mikrodeletionssyndrom (auch
als Koolen-De-Vries-Syndrom bekannt) u.a. eine Deletion des SPPL2c-Gens. Neben diversen
anderen Pathologien wie Herzfehlern, epileptischen Anfallen und urologischen Fehlbildungen
gibt es Berichte Uber eine reduzierte Fruchtbarkeit von erkrankten Personen (Rezaei, 2018).
Es ist daher denkbar, dass die fehlende Expression von SPPL2c fir diesen Phanotyp
verantwortlich ist. Um diese Hypothese zu verfolgen, liee sich mittels CASA-Messungen die
Qualitat der Spermien der Patienten mit den hier gezeigten Bewegungsdefekten vergleichen.
Zusatzlich lieRe sich Hodenbiopsien bei den Patienten entnehmen, um mogliche Ursachen der

verringerten Fertilitdt zu eruieren.

4.6 Vergleich von SPPL2c mit anderen SPP/SPPL2-Proteasen

Die im Rahmen dieser Arbeit festgestellte restriktive Expression von SPPL2c in einer
Subpopulation von Keimzellen steht in einem starken Kontrast zu der eher ubiquitdren
Expression der anderen Mitglieder der SPPL2-Proteasen, SPPL2a und SPPL2b
(Schneppenheim, 2014a). Basierend auf den Phanotypen der SPPL2a/b-defizienten Mause
konnte gezeigt werden, dass diese Proteasen vor allem in Zellen der erworbenen Immunitat
relevant sind, eine Expression in den mannlichen Geschlechtsorganen ist bisher nicht
beschrieben (Mentrup, 2017). Durch die hier dargestellte Analyse von SPPL2c konnte die
Bedeutung der SPP/SPPL-Proteasen in vivo um ein weiteres Organsystem erweitert werden.
Wie unter Abbildung 37 gezeigt, liel sich per Western Blotting von Hodentotallysaten ebenfalls
SPPL2a und SPPL2b im Hoden detektieren. Hinweise auf die Funktionen von SPPL2a/b im
Hoden wirde die Untersuchung méglicher Phanotypen in den Testes der jeweiligen Knockout-
Mausen bringen. Interessanterweise kdnnen scheinbar weder SPPL2a noch SPPL2b den
Knockout von SPPL2c kompensieren. Als mégliche Erklarung dafir kann der Umstand dienen,
dass diese beiden Proteasen nicht im ER lokalisiert sind, sondern im Lysosom/spaten
Endosom bzw. der Plasmamembran (Behnke, 2011). Inwieweit zwischen den Proteasen eine
funktionelle Redundanz besteht, ware daher ein mdgliches Thema einer weiteren
Untersuchung:

Um eine mégliche Hochregulierung von SPPL2a/b in der SPPL2c”-Maus zu priifen, lieRen
sich die beiden Proteasen aus einer groBeren Anzahl von Wildtyp- und SPPL2c”-
Hodentotallysten per Western Blotting detektieren und die Detektionslevel mit einem
konstitutiv exprimierten Protein wie Aktin vergleichen. Weitere Hinweise auf eine mdgliche
Kompensation des SPPL2c-Ausfalls durch andere Mitglieder der SPPL2-Proteasen wirde die
Analyse einer SPPL2a/b/c-triple-knockout-Maus bieten: Falls SPPL2a oder SPPL2b die
Eigenschaften von SPPL2c in der SPPL2c”-Maus (teil-)kompensieren kénnen, miisste sich

bei dem Verlust dieser Proteasen ein anderer Phanotyp zeigen als in den SPPL2c”-Mausen.
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Eine histochemische Untersuchung der Testes von SPPL2a/b-defizienten Mausen konnte
zudem wichtige Hinweise auf den exprimierenden Zelltyp liefern (s.o.). Dafir kénnte analog
zu den hier gezeigten Experimenten die Aktivitat des p-Galaktosidase-Reporters in SPPL2b-
defizienten Mausen dargestellt werden (Schneppenheim, 2014a).

Uber die Funktionen von SPPL2a und SPPL2b wahrend der Spermatogenese Iasst sich nur
spekulieren, da SPPL2a/b-single-knockout und SPPL2a/b-double-knockout-Mausen sich zwar
fortpflanzen kénnen aber noch nicht auf eine mogliche Subfertilitat untersucht wurden. (Voss,
2013, Schneppenheim, 2014a, Mentrup, 2020). Verschiedene in vitro Substrate beider
Proteasen lielden sich im Hoden nachweisen, wie der TfR in den Sertoli-Zellen (Kissel, 1998),
ITM2b in adluminalen Zellen und Spermatogonien (Rengaraj, 2008) sowie Neuregulin Typ I
in Leydig-Zellen, die mit Luteinisierendem Hormon (LH) oder humanem Choriogonadotropin
(hCG) stimuliert wurden (Umehara, 2016). Inwieweit hier eine Prozessierung dieser Proteine
durch SPPL2a oder SPPL2b in vivo stattfindet, ist allerdings noch unklar.

Dass verschiedene Mitglieder einer Proteasenfamilie in unterschiedlichen Zelltypen mit
verschiedenen subzellularen Lokalisationen wahrend der Spermatogenese exprimiert werden,
ist auch flr weitere Proteasen beschrieben: Fir die drei Serinproteasen Tessp-2 (Testis-
specific serine protease), Tessp-3 und Tessp-4 konnte gezeigt werden, dass sie sowohl auf
mRNA-Ebene als auch auf Proteinebene wahrend der Spermatogenese in verschiedenen
Zellen exprimiert werden (Yoneda, 2013).

Neben SPPL2c ist SPP als ein weiteres ER-stindiges Mitglied dieser Proteasenfamilie
beschrieben (Voss, 2013, Kronenberg-Versteeg, 2018). Es ist aufgrund dieser Konstellation
denkbar, dass SPP den Ausfall von SPPL2c kompensieren kénnte und die Proteasen eine
funktionelle Redundanz aufweisen. Es zeigten sich jedoch bereits in Modellzellsystemen
Unterschiede der Eigenschaften dieser Proteasen: So konnten Papadopoulou et al. darstellen,
dass bei langerer ektoper Expression von SPPL2c in HEK-Zellen der intrazellulare
Vesikeltransport und die Morphologie des Golgi-Apparates beeintrachtigt sind (s. 4.2). Eine
langere Uberexpression von katalytisch aktiver SPP resultiert dagegen in der Formierung von
ER-Clustern, wahrscheinlich aufgrund einer Suppression von ER-Mikrotubuli-Interaktionen
(Avci, 2019). Zudem bilden SPP und SPPL2c innerhalb der ER-Membran Proteinkomplexe
unterschiedlicher molekularer GréRen und sind somit wahrscheinlich nicht Teil des gleichen
Proteinkomplexes. Fir eine gewisse funktionelle Uberlappung der Proteasen spricht jedoch,
dass verschiedene SPP-Substrate auch durch SPPL2c prozessiert werden kénnen (Niemeyer,
2019).

Da SPP"-M&use nicht lebensfahig sind (Aizawa, 2016, Mentrup, 2020), erfolgte die
Untersuchung der Lokalisation von SPP in Wildtyp- und SPPL2c"-M&usen. Nach den unter
Abbildung 38 gezeigten immunhistochemischen Untersuchungen wird SPP in vivo allerdings

in anderen Zelltypen als den Spermatiden exprimiert, wahrscheinlich in den Leydig-Zellen. In
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den SPPL2c’-Mausen lieR sich SPP ebenfalls nicht innerhalb der Tubuli seminiferi
detektieren. Aufgrund einer mangelnden Sensitivitat der eingesetzten Antikérper ist es
allerdings moglich, dass eine schwache Expression von SPP in den Keimzellen lGbersehen
wurde. Problematisch ist zudem, dass bei der Untersuchung die Kontrolle der Spezifitat des
SPP-Antikdrpers nur bedingt gegeben war.

Letztendlich deutet der manifeste Phanotyp der SPPL2c”-M&use nicht darauf hin, dass SPP
den Knockout von SPPL2c kompensiert. Fir diese These spricht zudem der Umstand, dass
sich bei der Quantifizierung der SPP-mRNA in SPPL2c¢"-Mé&usen mittels gqRT-PCR keine
Unterschiede zu den Wildtypmausen feststellen lieRen (Niemeyer, 2019). Eine fehlende
Hochregulation schliet eine Uberlappung der Funktionen der beiden Proteasen allerdings
nicht sicher aus.

Um die Bedeutung von SPP innerhalb der mannlichen Geschlechtsorgane weiter zu
untersuchen, kénnte man — aufgrund der embryonalen Letalitdt der SPP"-Mause — auf
konditionelle Genknockoutmodelle zurlickgreifen.

Die Bedeutung der SPP/SPPL-Proteasen flir die Spermatogenese wird zusatzlich durch den
Umstand bestarkt, dass SPPL3-defiziente mannliche Mause aus noch ungeklarten Griinden
unfruchtbar sind (Tang, 2010). Auch hier kdnnte eine weiterfUhrende Untersuchung zur

Klarung dieses Phanotyps beitragen.

4.7 Regulierte Intramembranproteolyse in der Spermatogenese

Neben SPPL2c wurde fur eine Vielzahl weiterer Proteasen verschiedene Funktionen wahrend
der Spermatogenese festgestellt (Le Magueresse-Battistoni, 2007, Moreno, 2011, Cho, 2012).
Die Gesamtanzahl aller im Hoden exprimierten Proteasen wird auf bis zu 300 geschatzt
(Kappelhoff, 2017). Trotzdem konnte bislang nur flr wenige I-CLIPs eine Beteiligung an der
Spermatogenese beobachtet werden. Ein prominentes Beispiel ist der y-Sekretase-Komplex
mit der katalytisch aktiven Untereinheit, dem SPP/SPPL-Homologen Presenilin-1, dessen
Expression in Sertoli-Zellen und Spermatogonien in den Testes neugeborener Mause gezeigt
werden konnte (Dirami, 2001):

Eine mégliche Funktion der y-Sekretase wahrend der Spermatogenese ist die Prozessierung
des aktivierten Notch-Rezeptors. Der Notch-Rezeptor und verschiedene Liganden wie
Jagged1 und DIl4 (Delta-like 4) werden in unterschiedlichen Keimzellenpopulationen des
Hodens exprimiert (Murta, 2014). Eine in vivo Blockierung der Presenilinaktivitat mit DAPT,
welches in vitro auch die Aktivitat der SPPL2c-Protease hemmt (Mentrup, 2020), sorgte flir
eine stark gestérte Spermatogenese mit einer hohen Anzahl von Spermien mit irregularer
Form, einer erhdhten Apoptoserate innerhalb der Keimzellen der Tubuli seminiferi sowie einer

gestorten Differenzierung von Spermatiden (Murta, 2014).
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Neben den Presenilinen ist auch ein Mitglied der Rhomboid-Intramembranproteasen,
RHBDD1, im menschlichen und murinen Hoden exprimiert (Wang, 2008). Die Funktionen
dieser Serinprotease im Rahmen der Spermatogenese ist allerdings noch weitestgehend
unklar. In vitro Studien deuten auf eine mdgliche Involvierung bei der BIK/Bcl2-vermittelten
Apoptose hin (Wang, 2009).

In der Zusammenschau sind RIP-abhangige Prozesse wahrend der Spermatogenese
allerdings noch weitestgehend unerforscht. Schwierigkeiten bei der Untersuchung dieser
Vorgange resultieren aus dem der Umstand, dass die Keimzellen wahrend ihrer Reifung eine
ausgepragte Kompaktierung und Differenzierung durchlaufen und sie in einem komplexen

Zusammenhang mit den somatischen Zellen des Tubulusepithels stehen.

4.8 Ausblick

Die im Rahmen dieser Arbeit durchgeflihrte erstmalige Charakterisierung der
Intramembranprotease SPPL2c ist nur ein Baustein zur weiteren Analyse dieses Proteins. Von
besonderem Interesse ware eine ndhere Analyse der Interaktion mit den jlingst identifizierten,
physiologischen Substraten Syntaxin 8 und Phospholamban. Mittels immunhistologischer
Methoden ware es mdglich, eine Expression von Syntaxin 8 in den elongierten Spermatiden
zu prufen. Durch ortspezifische Mutagenese-Untersuchungen wie einem Alanin-Scan lieRen
sich die flr die Proteolyse kritische Aminosauren innerhalb des Syntaxin-8-Proteins
identifizieren. Es bleibt zudem zu untersuchen, ob externe Stimuli wie beispielsweise eine
Calciumzufuhr die Expression von SPPL2c und Phospholamban in Modellzellen induzieren
kdénnen.

Aus den publizierten Daten geht zudem hervor, dass SPPL2c Komplexe mit anderen,
unbekannten Proteinen bildet (Niemeyer, 2019). Zur Identifizierung dieser Proteine liel3e sich
neben dem prasentierten BiolD-System auf etablierte Methoden wie der TAP (Tandem Affinity
Purification) zuriickgreifen.

Einer Klarung bedirfen auch die Hinweise einer mdglichen Expression von SPPL2c im
weiblichen Reproduktionstrakt. Neben histologischen Untersuchungen an den weiblichen
Follikeln lieRen sich durch ein Zusammenfihren mehrerer Ovarien mit anschlieBender

Untersuchung per Western Blotting die Menge an detektierbaren Proteinen deutlich erhdhen.

Es konnte gezeigt werden, dass die SPP/SPPL-Proteasen in einer Vielzahl von wichtigen
biochemischen Prozessen wie dem Vesikeltransport oder der Proteinglykosylierung involviert
sind. Um weitere Details hinsichtlich der Orchestrierung der Aktivitat der SPPL2-Proteasen in

den Testes zu erhalten, kdnnten zukiinftige Untersuchungen nebst histologischen Analysen
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auch Promotoranalysen der jeweiligen Gene beinhalten. Schliellich bleibt zu untersuchen, ob
der Einsatz von neuen SPPL2a-Inhibitoren wie SPL-410 die Aktivitat von SPPL2c modulieren.
Zusammenfassend zeigt das komplexe Wechselspiel zwischen Synthese, Funktion und
Degradierung innerhalb verschiedenster Organsysteme die Vielfalt dieser faszinierenden

Gruppe von Proteinen.
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5 Zusammenfassung

Proteasen sind aufgrund ihrer regulatorischen und degradierenden Funktionen
Schlisselenzyme einer Vielzahl von zellbiologischen Prozessen. Intramembranproteasen
prozessieren ihre Substrate innerhalb deren hydrophober Transmembrandomane. Die
Proteinfamilie der Aspartyl-Intramembranproteasen besteht aus den Presenilinen, der Signal
Peptide Peptidase (SPP) sowie ihrer vier Homologen, Signal Peptide Peptidase-like 2a-c und
SPPL3. Die SPPL2-Proteasen sind u.a. fiir die Maturierung von B-Zellen und dendritischen
Zellen in vivo beteiligt. Zudem sind sie in die Prozessierung eines proatherogenen
endothelialen Rezeptors involviert.

SPPL2c (Signal Peptide Peptidase Like 2¢) ist ein nur gering charakterisiertes Protein, dessen
Gen aufgrund seiner intronlosen und SNP-reichen Struktur als ein mdgliches Pseudogen
angesehen wurde. Ziel dieser Arbeit war es, grundlegende zellbiologische Eigenschaften des
Proteins und dessen mdgliche Gewebeexpression zu untersuchen sowie eine
Phanotypisierung der SPPL2c-defizienten Maus vorzunehmen.

Bei heterologer Uberexpression zeigte sich eine Lokalisation des SPPL2c-Proteins im
Endoplasmatischen Retikulum. Mittels ortsspezifischer Mutagenese wurde eine N-
Glykosylierung des Proteins an N106 nachgewiesen. Flr die Analyse einer proteolytischen
Prozessierung moglicher Substrate wurde ein Ko-Expressionssystem in Modellzellen
eingesetzt. Als Substratkandidaten wurden u.a. ER-standige Typ-IllI-Transmembranproteine,
die bei einer Ansammlung fehlgefalteter Proteine vermehrt exprimiert werden, untersucht. Bei
den untersuchten Proteinen ergaben sich jedoch keine Hinweise auf eine Prozessierung durch
die Protease SPPL2c.

Bei Western-Blotting-Analysen der Hauptorgansysteme von Mausen wurde das SPPL2c-
Protein ausschlieRlich im murinen Testis nachgewiesen. Mittels RT-PCR wurde diese limitierte
Expression bestatigt, wobei sich im weiblichen Reproduktionstrakt keine Expression des
SPPL2c-Gens fand. Unter Zuhilfenahme eines B-Galaktosidase-Reportersystems wurden
Hinweise auf eine Expression von SPPL2c innerhalb der Tubuli seminiferi, des Keimepithels,
gewonnen. Durch immunhistochemische Verfahren konnte das SPPL2c-Protein in
Vorlauferzellen der Spermatozoa, den elongierten Spermatiden, detektiert werden.
Phanotypisch hatte das Fehlen des SPPL2c-Proteins eher milde Auswirkungen auf den
murinen Organismus: Reduziert waren u.a. die Zahl der elongierter Spermatiden pro Tubulus
sowie das Hodengewicht im Verhaltnis zum Gesamtgewicht. Zusatzlich war die Motilitat der
maturen Spermien vermindert. Funktionell deutet dies auf eine mdgliche Involvierung des
SPPL2c-Proteins bei der Bewegungserzeugung der Spermien hin. Die Defizienz des SPPL2c-
Proteins sorgte zudem flr eine moderate Fertilitdtseinschrankung der Tiere; die Zahl der
Nachkommen aus Verpaarungen von SPPL2c”-Mannchen mit SPPL2c"-Weibchen war im

Vergleich zu den Wildtypverpaarungen reduziert.
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Neben SPPL2c wurden, abgesehen von SPPL3, auch die anderen Mitglieder der SPPL-
Familie im Hoden detektiert. Die genaue Lokalisation dieser Proteine innerhalb des Testis
konnte jedoch nicht sicher dargestellt werden. Eine mdgliche Kompensation des Ausfalls von
SPPL2c durch die ebenfalls ER-standige SPP erschien indes unwahrscheinlich, da diese
Protease sowohl in Wildtyp- als auch in SPPL2c”-M&usen nicht innerhalb der Tubuli seminiferi

detektiert wurde.

Zusammenfassend konnte mit dieser Charakterisierung des SPPL2c-Proteins die
physiologische Bedeutung der SPPL2-Proteasen um den mannlichen Reproduktionstrakt
erweitert werden. Zukilinftige Studien kdnnten die Interaktion von SPPL2c mit den Proteinen
Phospholamban und Syntaxin 8 im Hinblick auf der Spermatogenese naher untersuchen.
Diese Tail-anchored Proteine wurden bei der weiteren Untersuchung der SPPL2c-defizienten
Maus als physiologische Substrate der Protease identifiziert. Zudem lieRen sich mittels
Promotoranalysen Faktoren identifizieren, die eine Expression des SPPL2c-Gens induzieren
kénnen. Schliellich kénnte die Generierung und Analyse einer SPPL2a/b/c-defizienten Maus
weitere Hinweise auf die (patho-)physiologischen Funktionen dieser Proteasen im Rahmen

der mannlichen Reproduktion liefern.
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7 Anhang
7.1 Erganzende Tabellen und Abbildungen
# WEBSEQUENCE Length: 690
# WEBSEQUENCE Number of predicted TMHs: 8
# WEBSEQUENCE Exp number of AAs in TMHs: 180.59421
# WEBSEQUENCE Exp number, first 60 AAs: 14.95981
# WEBSEQUENCE Total prob of N-in: 0.21996
# WEBSEQUENCE POSSIBLE N-term signal sequence
WEBSEQUENCE TMHMM?Z2 . O outside 1 3
WEBSEQUENCE TMHMM?Z2 . O TMhelix 4 23
WEBSEQUENCE TMHMM?Z2 . O inside 24 190
WEBSEQUENCE TMHMM?Z2 . O TMhelix 191 213
WEBSEQUENCE TMHMM?Z2 . O outside 214 260
WEBSEQUENCE TMHMM?Z2 . O TMhelix 261 283
WEBSEQUENCE TMHMM?Z2 . O inside 284 284
WEBSEQUENCE TMHMM?Z2 . O TMhelix 285 307
WEBSEQUENCE TMHMM?Z2 . O outside 308 326
WEBSEQUENCE TMHMM?Z2 . O TMhelix 327 349
WEBSEQUENCE TMHMM?Z2 . O inside 350 383
WEBSEQUENCE TMHMM?Z2 . O TMhelix 384 406
WEBSEQUENCE TMHMM?Z2 . O outside 407 449
WEBSEQUENCE TMHMM?Z2 . O TMhelix 450 467
WEBSEQUENCE TMHMM?Z2 . O inside 468 479
WEBSEQUENCE TMHMM?Z2 . O TMhelix 480 502
WEBSEQUENCE TMHMM?Z2 . O outside 503 690
TMHMM posterior probabilities for WEBSEQUENCE
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Abbildung 39: Putative Transmembrandomanen der Isoform A des mSPPL2c-Proteins.
Mittels der TMHMM-Software (http://www.cbs.dtu.dk/services/TMHMM/) wurde anhand der
Proteinsequenz der murinen Form von SPPL2c die Positionen von mdoglichen
Transmembrandomanen errechnet. Die am N-Terminus gelegene Transmembrandomane
entspricht nach den Berechnungen wahrscheinlich einem Signalpeptid (Stand: 19.10.2020).
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Abbildung 40: Aminosauresequenz der Isoform A des mSPPL2c-Proteins.
Verschiedene kritische Aminosauren/Peptide sind farblich hervorgehoben. Eine Erlauterung
der einzelnen Farben findet sich unterhalb der Sequenz.
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Abbildung 41: Deglykosylierungs-Assay der mutierten mSPPL2c-Isoform B. HEK293-
Zellen wurden transient mit Wildtyp-und N106A-mSPPL2c-Isoform-B-Konstrukten transfiziert.
An das C-terminale Ende dieser Konstrukte wurde eine Sequenz, die flr ein myc-tag kodierte,
fusioniert. Nach der Transfektion wurden die Proben lysiert und anschlielfend mit den
angegebenen Deglykosidasen inkubiert. Es erfolgte die Auftrennung des Probenmaterials
mittels Western Blotting. Die Detektion des SPPL2c-Proteins erfolgte mithilfe des myc-
Antikérpers. Zusatzlich wurde das LIMP-2-Protein detektiert, da dieses sowohl komplex- als
auch nicht-komplex gebundene N-Zucker aufweist und somit als Kontrolle fiir eine erfolgreiche
Deglykosylierung eingesetzt werden konnte. Abklrzungen: ISO B = mSPPL2c Isoform A,
LIMP-2 = Lysosome membrane protein 2, wt = Wildtypform des SPPL2c-Proteins, Sterne =
unspezifische Antikérperbindungen. Erganzung zu Abbildung 16.
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Die Abbildungen 42-46 zeigen die Proteolyse-Assays der untersuchten Substratkandidaten
als Erganzung der unter Abbildung 17 und 18 gezeigten Ergebnisse:
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mSPPL2c-D/A - = E + -1

mSPP-myc - 5 : - + 1 -

mSPP-D/A-myc = - : . " (kDa)

mamheopm— -
HA
55
SPPL2c .
(C-Term) 70
e = 35

Aktin

--—!-—

Abbildung 42: Proteolyse-Assay von Luman mit mSPPL2c¢ und SPP. HEK293T-Zellen
wurden transient mit HA-getaggtem Luman-Konstrukt und proteolytisch aktivem und inaktivem
mSPPL2c- und mSPP-Konstrukten transfiziert. Die Zellen wurden 24 h nach der Transfektion
lysiert und die zellularen Proteine per SDS-PAGE aufgetrennt. Nach dem Western Blotting
erfolgte mithilfe des HA-Antikdrpers die Detektion des Luman-Proteins. Zusatzlich wurden die
koexprimierten Proteasen mit den angegebenen Antikérpern detektiert. Aktin wurde als
Ladekontrolle eingesetzt. Sterne = unspezifische Antikdrperbindungen.
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Abbildung 43: Proteolyse-Assay von CREBH mit mSPPL2c und SPP. Es erfolgte eine
transiente Transfektion von HEK293T-Zellen mit HA-getaggtem CREBH-Konstrukt und
proteolytisch aktivem bzw. inaktivem mSPPL2c- und mSPP-Konstrukten. Nach 24h wurden
die Zellen lysiert und die zellularen Proteine per SDS-PAGE aufgetrennt. Im Anschluss an das
Western Blotting erfolgte mithilfe des HA-Antikorpers die Detektion des CREBH-Proteins.
Zudem wurden die koexprimierten Proteasen mit den angegebenen Antikdrpern detektiert.
Aktin wurde als Ladekontrolle detektiert. Sterne = unspezifische Antikdrperbindungen.
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Abbildung 44: Proteolyse-Assay zu TISP40 mit mSPPL2c und SPP. HEK293T-Zellen
wurden transient mit HA-getaggtem TISP40-Konstrukt sowie proteolytisch aktivem und
inaktivem mSPPL2c- und mSPP-Konstrukten transfiziert. Im Anschluss wurden die Zellen
lysiert und die Proteine durch SDS-PAGE aufgetrennt. Nach dem Western Blotting erfolgte die
Detektion des TISP40-Proteins. Zusatzlich wurden die koexprimierten Proteasen mit den
angegebenen Antikérpern detektiert. Aktin wurde als Ladekontrolle eingesetzt und zeigt eine
gleichmaRige Verteilung der Probenvolumina, Sterne = unspezifische Antikdrperbindungen.
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Abbildung 45: Proteolyse-Assay zu OASIS mit mSPPL2c und SPP. Es erfolgte eine
transiente Transfektion von HEK293T-Zellen mit HA-getaggtem OASIS-Konstrukt und
proteolytisch aktivem bzw. inaktivem mSPPL2c- und mSPP-Konstrukten. Nach 24h wurden
die Zellen lysiert und die zellularen Proteine per SDS-PAGE aufgetrennt. Nach dem Western
Blotting wurden mittels des HA-Antikérper das OASIS-Protein detektiert. Zudem die Detektion
der koexprimierten Proteasen mit den angegebenen Antikdrpern. Aktin wurde als
Ladekontrolle verwendet. Sterne = unspezifische Antikbrperbindungen.
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Abbildung 46: Proteolyse-Assay zu GnT1IP-S mit mSPPL2c. Fir die Untersuchung wurden
HEK293T-Zellen Uber Nacht mit Konstrukten des GnT1IP-Proteins transient transfiziert.
Zusatzlich wurde je ein Ansatz mit Konstrukten, die fiir proteolytisch aktive bzw. inaktive
SPPL2c-Protease kodierten, transfiziert. Nach der Transfektion wurden die in Proben
enthaltenen Proteine mittels SDS-PAGE separiert. Es erfolgte die Ubertragung auf eine
Nitrocellulosemembran und die Detektion der jeweiligen Proteine mittels den angegebenen
Antikérper. EEF-2 wurde als Ladekontrolle verwendet. Diese Abbildung ist eine Erganzung zu
Abbildung 18.
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Abbildung 47: Expressionsanalyse von SPPL2c in Mausorganen. Aus den angegebenen
Organen von Wildtyp- und SPPL2c-defizienten Mausen wurden Totallysate gewonnen. Die in
den Proben enthaltenen Proteine wurden mittels Western Blotting separiert. Anschlielend
erfolgte die Detektion des SPPL2c-Proteins mithilfe des C-Terminalen Antikérpers. Die
Abbildung ist eine Erganzung zu Abbildung 19. Sterne = unspezifische Antikérperbindungen.
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Abbildung 48: CASA-Messungen aus Wildtyp und mSPPL2c™-Tieren. Pro Tier wurden
mindestens 200 Spermien hinsichtlich ihrer Beweglichkeit analysiert. Zu den Definitionen der
einzelnen WHO-Gruppen siehe Tabelle 28. Abkirzungen: wt = Wildtyp, ko = mSPPL2c-
Knockout, n = 3, ns = statistisch nicht signifikant. Zur statistischen Analyse wurde ein student’s
t-Test durchgefiihrt. Die Fehlerbalken zeigen die Standardabweichung an.
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Tabelle 44: Sequenzen der zur Klonierung verwendeten Primer.

Konstrukt

Sequenz der Primer

HA-mTISP40b

HA-mLuman

HA-mOasis

HA-mBBF2H7

HA-mCREBH

mSPPL2c-Iso-A

mSPPL2c-Iso-A-
myc

mSPPL2c-Iso-A-
N106A-myc

fw:
TGCCAAGCTTACGCCACCATGTACCCATACGACGTCCCAGACTACGCTGAGCT
CGGGTGCCCTGAGTTG

rv: GATCCTCGAGTTACATCTCATCTGTATGCACCATTC

fw:
TGCCGCGGCCGCACGCCACCATGTACCCATACGACGTCCCAGACTACGCTGAT
CCTGGTGGTCAGGATCTG

rv: GATCCTCGAGTTAACCTGAATACCTGCCCTGAAAG

fw:
TGCCAAGCTTACGCCACCATGTACCCATACGACGTCCCAGACTACGCTGACGC
CGTCTTGGAACCTTTC

rv: GATCCTCGAGTTAGGAGAGTTTGATGGTGGTGTTG

fw:
TGCCGGATCCACGCCACCATGTACCCATACGACGTCCCAGACTACGCTGAGGT
GCTGGAGAGCGGGGAGC

rv: GATCCTCGAGTTAGAAGGTGGCGTTCACTCTCCTC

fw:
TGCCAAGCTTACGCCACCATGTACCCATACGACGTCCCAGACTACGCTGATGG
GGACATAGCGGCTGGA

rv: GATCCTCGAGTTACAGCACCCCCAATGCATCTTG

fw: GATCGGATCCACGCCACCATGGCATGCCTGGGTTCCCTCCA

rv:
TGTCAGCCCAGGCTCCCCTAGAACAAAAACTCATCTCAGAAGAGGATCTGTGA
TCTAGAGATC

fw:
TGTCAGCCCAGGCTCCCCTAGAACAAAAACTCATCTCAGAAGAGGATCTGTGA
TCTAGAGATC

rv:
GATCTCTAGATCACAGATCCTCTTCTGAGATGAGTTTTTGTTCTAGGGGAGCC
TGGGCTGACA

fw:
CCCTTCTCCATCCTTGGCTTTGGGGCCATTGTTGTCCCTGGCTTCCTAGTGGC
rv:
GGCCACTAGGAAGCCAGGGACAACAATGGCCCCAAAGCCAAGGATGGAGAAGG
G
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Konstrukt

Sequenz der Primer

mSPPL2c-Iso-A-
D457A

mSPPL2c-Iso-B-
myc

mSPPL2c-Iso-B-
N106A-myc

fw:
CCCTTCTCCATCCTTGGCTTTGGGGCCATTGTTGTCCCTGGCTTCCTAGTGGC
C

rv:
GGCCACTAGGAAGCCAGGGACAACAATGGCCCCAAAGCCAAGGATGGAGAAGG
G

fw: GATCGGATCCACGCCACCATGGCATGCCTGGGTTCCCTCCA

rv:
GATCTCTAGATCACAGATCCTCTTCTGAGATGAGTTTTTGTTCCACAAAATCT
TCCTCAGGCATCCTGTTGGTTGTACGGGAATC

fw:
CCCTTCTCCATCCTTGGCTTTGGGGCCATTGTTGTCCCTGGCTTCCTAGTGGC
rv:
GATCTCTAGATCACAGATCCTCTTCTGAGATGAGTTTTTGTTCCACAAAATCT
TCCTCAGGCATCCTGTTGGTTGTACGGGAATC
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