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1 Einleitung

1.1 Eine Ausnahme von der Regel bei der Maus

Johann Gregor Mendel gilt heute als Begriinder der Klassischen Genetik und vor
fast 150 Jahren zwischen 1856 und 1865 fiihrte er Kreuzungsexperimente mit Erb-
sen durch (Weiling 1966). Die Ergebnisse fasste er in seinem Werk Versuche tber
Pflanzen-Hybriden in Form der Mendelschen Regeln der Vererbung von Merkmalen
zusammen, die auch heute noch Giiltigkeit fiir das Pflanzen- und Tierreich sowie den
Menschen haben. Mit der Chromosomentheorie der Vererbung wurde 1904 von Sut-
ton und Boveri postuliert, dass Erbanlagen an Chromosomen gebunden sind und
sich in der Meiose beziehungsweise bei der Befruchtung den Mendelschen Regeln
entsprechend verhalten (Baltzer 1963).

Saugetierzellen sind in der Regel diploid, das heifst, sie tragen einen doppelten Chro-
mosomensatz (Cremer 1985). Wie Cremer zusammenfasst, wird fiir die Bildung von
Geschlechtszellen, den Gameten, in der Meiose eine Reduktion des Chromosomen-
satzes durchgefiihrt. Die Segregation der urspriinglich véterlichen beziehungsweise
miitterlichen Chromosomen auf die Gameten erfolgt dabei zuféllig. Wenn eine Eizelle
durch ein Spermium befruchtet wird, verschmelzen deren haploide Chromosomen-
sitze und es entsteht wieder ein diploider Organismus.

Eine Ausnahme von diesen Gesetzméfigkeiten findet man fiir einen grofien, als t-
Komplex bezeichneten Genkomplex auf Chromosom 17 bei der Maus (Lyttle 1993).
Seine abweichende Formation, der t-Haplotyp, unterliegt der sogenannten Transmis-
sion Ratio Distortion (TRD), eine Form der nicht-Mendelschen Vererbung. Bei TRD
handelt es sich um eine auch als Meiotic Drive (Silver 1993) bezeichnete Abweichung
von der zweiten Mendelschen Regel der Vererbung, der Spaltungs- oder Segregations-
regel (Lyttle 1993). Fiir gewohnlich werden homologe Chromosomen beziehungsweise
homologe Gene zufillig und in gleicher Haufigkeit auf die Geschlechtszellen verteilt.
Manche Gene, Chromosomenabschnitte oder sogar ganze Chromosomen kénnen da-
gegen, wie Lyttle 1991 feststellt, in den Gameten iiberproportional repréasentiert sein
und infolgedessen werden diese auch iiberdurchschnittlich an die Nachkommen wei-
tergegeben. Man kann zwischen chromosomalem und genischem Drive unterschei-
den, je nachdem auf welcher Ebene das Phénomen ansetzt (Lyttle 1991). Lyttles
Ausfithrungen nach tritt der chromosomale Drive hiufig im weiblichen Organismus
auf, wo Chromosomen unter anderem aufgrund ihrer Lokalisation in der Zelle oder
aufgrund struktureller Eigenschaften mit Hilfe des Spindelapparates bevorzugt in die
Eizelle und nicht in die Polkoérperchen gelangen. Dagegen ist der genische Drive meist
auf das ménnliche Geschlecht beschriankt, bei dem sich in der Meiose die aus einer
Ausgangszelle hervorgehenden Gameten gleichwertig zu befruchtungsfahigen Sper-
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mien entwickeln. Durch eine Storung der Entwicklung derjenigen Gameten, die ein
bestimmtes Gen nicht aufweisen, kann es zu deren Benachteiligung in der Befruch-
tung kommen (Lyttle 1991) und diese Grundziige findet man auch beim ¢-Haplotyp
der Maus wieder (Lyttle 1993).

1.2 Entdeckung des t-Haplotyps und seine
genetischen Eigenschaften

1927 entdeckte Nadine Dobrovoskaia-Zavadskaia in ihren Untersuchungen zur Mu-
tagenese durch Rontgenstrahlen ein mutiertes Gen bei der Maus und nannte es Bra-
chyury oder kurz T, da es dominant vererbt zu Kurzschwénzigkeit fiihrte (Korzh
et al. 2001). Um weitere Allele dieses Gens zu finden, kreuzte sie Brachyury-Mé&use
mit Wildméusen und erhielt iiberraschenderweise auch Nachkommen ohne Schwanz.
Schwanzlose Mause wiederum waren in der Lage Nachkommen sowohl mit kurzen
als auch normalen Schwanzléngen zu erzeugen, woraus die Wissenschaftlerin schluss-
folgerte, dass sie eine rezessive Mutationsvariante ¢t von Brachyury gefunden hatte.
Wihrend der Genotyp T'/+ mit kurzem Schwanz und 7/t mit Schwanzlosigkeit in
Erscheinung traten, konnte sie bei heterozygoten ¢ /+ M&usen eine normale Schwanz-
lange beobachten. Offensichtlich hatte das rezessive Allel ¢ allein den Phéanotyp nicht
ausgelost, war aber in der Lage, diesen in Kombination mit 7" zu verstéarken.
Wurden nur schwanzlose T/t Mause untereinander verpaart, traten lediglich schwanz-
lose Nachkommen in Erscheinung und es konnte nachgewiesen werden, dass die Em-
bryonen, die homozygot fiir ¢ beziechungsweise T waren, bereits im Uterus verstar-
ben (Chesley et al. 1936). In weiteren Kreuzungsexperimenten haben Chelsey und
Dunn zusatzlich ein Phdnomen nicht-Mendelscher Vererbung im Zusammenhang
mit 7/t Méannchen aufgedeckt. Wurden von ihnen 7/t Méannchen mit Wildtyp-
weibchen verpaart, fiel bei der Analyse der Nachkommen auf, dass circa 85 % eine
normale Schwanzlinge zeigten und nur 15% einen verkiirzten Schwanz aufwiesen,
obwohl man entsprechend der Mendelschen Regeln ein ausgeglichenes Verhiltnis er-
wartet hitte. T/t Weibchen dagegen vererbten beide Allele zu gleichen Anteilen an
ihre Nachkommen (Chesley et al. 1936). Das Phdnomen der nicht-Mendelschen Ver-
erbung der heterozygoten Mannchen war auf den ¢-Haplotyp zuriickzufithren und
wurde Transmission Ratio Distortion genannt (Bennett 1975). In Populationen von
Wildméausen entdeckte man verschiedene ¢-Allele mit rezessiven Letalitéits- bezie-
hungsweise Sterilitdtsmutationen und bei Homozygotie fiir bestimmte ¢-Haplotypen
traten entweder Storungen in der Embryonalentwicklung oder Sterilitdt bei den
Miénnchen auf (Bennett 1975). Der ¢t-Komplex der Maus ist also eine chromosomale
Region, die mit seiner Variation in Form des ¢-Haplotyps in verschiedenen Phéno-
menen wie Schwanzléngenausbildung, Embryonenletalitit, Sterilitdt bei Ménnchen
und nicht-Mendelscher Vererbung involviert ist.

Die t-Komplex-Region befindet sich auf dem Chromosom 17 der Maus und es handelt
sich um einen nahe dem Zentromer gelegenen, in etwa 20 cM umfassenden Abschnitt,
der circa ein Drittel des Chromosoms einnimmt und eine Vielzahl von Genen aufweist
(Planchart et al. 2000). Aufgrund von vier grofsen Inversionen In(17)1-4 innerhalb
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des t-Haplotyps im Vergleich zum Wildtypchromosom findet in dieser Region un-
ter natiirlichen Bedingungen relativ selten Rekombination statt (Artzt et al. 1982;
Herrmann et al. 1986; Hammer et al. 1989). In Labormauszuchten konnten diese
seltenen Rekombinationen jedoch auftreten, die zur Entstehung der sogenannten
partiellen ¢-Haplotypen fithrten (Silver 1985). Partielle ¢-Haplotypen besitzen Teil-
bereiche des t-Haplotyps und waren bedeutsam in der Aufklarung der Funktion und
des Aufbaus des kompletten ¢-Haplotyps. Wies eine Mauslinie den proximalen Teil
des t-Haplotyps auf, traten weiterhin T-assoziierte Effekte beziiglich der Schwanz-
lange auf, Phdnomene wie Letalitit der Embryonen und Sterilitdt der Ménnchen
waren dagegen nicht mehr nachweisbar (Lyon et al. 1977). Eine Mauslinie mit dis-
talen Anteilen des t-Haplotyps verhielt sich phénotypisch genau anders herum. Bei
beiden Linien war TRD ganzlich ausgeschaltet, hierbei schien es sich also um ein
von mehreren Genen abhéngigen Mechanismus zu handeln, die {iber den gesamten
t-Haplotyp verteilt sind (Lyon et al. 1964).

Verpaarungsexperimente mit partiellen ¢-Haplotypen veranlassten Lyon schlieftlich
zu der Theorie, dass TRD durch ein Zusammenspiel von funktionellen Untereinhei-
ten, einem Responder und verschiedenen Distortern, in der Spermatogenese verur-
sacht wird und damit dem Segregation Distortion-System der Fruchtfliege dhnelt
(Lyon 1984). Liegt der Responder des t-Haplotyps, der t-complex responder (Ter),
entsprechend dieser Theorie heterozygot vor, wirken mehrere t-complex distorter
(Ted) in trans auf diesen und fithren zu einer erhohten Verbungsrate des respon-
dertragenden Chromosoms. Bisher konnten vier verschiedene Distorter-Loci Ted1-/
identifiziert werden, sie wirken additiv, das heifst, je mehr Distorter vorhanden sind,
desto hoher ist schlieklich die Vererbungsrate fiir das respondertragende Chromo-
som in der Nachkommenschaft und erreicht ihr Maximum, wenn der komplette ¢-
Haplotyp heterozygot vorliegt (Lyon 1984).

Nach Lyon’s Ansicht ist innerhalb eines kompletten ¢-Haplotyps die Responderre-
gion zentral lokalisiert und proximal (Tcdl/Ted4) sowie distal (T'ed2/Tecd3) von
Distorter-Loci flankiert. Mauslinien mit partiellen ¢-Haplotypen weisen nur Teilbe-
reiche des kompletten t-Haplotyps auf und erhielten zur Unterscheidung entspre-
chende Bezeichnungen (Lyon 1984). Beispielsweise besitzt die Linie mit dem parti-
ellen t-Haplotyp #*3 /+ nur die Distorter-Loci eins und vier, wihrend bei der Linie
M8 /4 lediglich Ted2 und Ted3 vorliegen. Eine Kombination aus beiden Linien
resultiert im partiellen t-Haplotyp #51#"® /4 dem im Vergleich zum kompletten
t-Haplotyp nur noch die Responderregion fehlt. Das alleinige Vorhandensein von
Distortern oder sogar ihre Homozygotie ist dabei in der Regel mit Befruchtungs-
problemen oder Sterilitdt der Méannchen assoziiert (Lyon 1984; Lyon 1986). Der
Responder allein fiihrt dagegen zu einer Verringerung der Vererbungsrate des re-
spondertragenden Chromosoms auf circa 20% der Nachkommen, ein Phénomen,
das bereits 1984 von Lyon als t-low Effekt bezeichnet wurde und namensgebend fiir
diesen partiellen ¢t-Haplotyp war.
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1.2.1 Wirkung des t-Haplotyps auf Spermien

Bei den Untersuchungen des ¢-Haplotyps kristallisierte sich immer stiarker heraus,
dass die Spermien in heterozygoten ¢/+4 Ménnchen beeinflusst werden, wobei man
anfanglich glaubte, dass t-Spermien und +-Spermien zu unterschiedlichen Anteilen
in einem heterozygoten Ménnchen gebildet werden (Silver 1985). Eine hohere Zahl an
t-Spermien wiirde unweigerlich in einem Vorteil in der Befruchtung resultieren, Sil-
ver konnte jedoch zeigen, dass die Spermatogenese in t/+ Ménnchen normal verlduft
und nur 50 % der Spermien das ¢t-Chromosom tragen, das heifit, die Uberlegenheit
der t-Spermien entwickelte sich auf einer anderen Ebene (Silver et al. 1984).

Von Olds-Clarke und Peitz wurden kiinstliche Befruchtungsexperimente durchge-
fiihrt, bei denen Sperma von ¢/+ und +/+ Ménnchen zu gleichen Teilen gemischt
eingesetzt wurde (Olds-Clarke et al. 1985). Anscheinend waren ¢-Spermien den
Wildtypspermien von + /+-Ménnchen nicht tiberlegen, denn in diesen Experimenten
sank die Transmission von ¢ in der Nachkommenschaft von 95 % auf 22 %. Der Vor-
teil von ¢-Spermien schien nur auf die +-Spermien des ¢ /+ Ménnchens beschrinkt zu
sein, eine Uberlegung, die von Mary Lyons Theorie, dass TRD Folge eines Zusam-
menspiels von Distortern und einem Responder sei, gestiitzt wurde (Lyon 1984).
Demnach wird der negative Einfluss von mehreren Distortern auf die Spermien-
motilitdt aller Spermien vom Responder iiberwunden, da er allerdings in cis wirkt,
profitieren nur die ¢-Spermien von diesem Effekt und sind mit hoherer Wahrschein-
lichkeit in der Befruchtung erfolgreich (Lyon 1986).

Erste Hinweise darauf gab es bereits 1979 durch Katz, der die Motilitat von Spermien
naher untersuchte und feststellte, dass zwei unterschiedliche Spermienpopulationen
in einem fiir ¢ heterozygoten Méannchen zu finden sind (Katz et al. 1979). Auch
Olds-Clarke und Johnson kamen bei diversen Experimenten iiber spezifische Fort-
bewegungsparameter von Spermien zu &hnlichen Erkenntnissen (Olds-Clarke et al.
1993). Zwar konnte von ihnen nicht gezeigt werden, dass definitiv die 4-Spermien
eines t/+ Ménnchens gravierende Motilitdtsdefizite aufweisen, aufgrund ihrer ho-
hen Vererbungsrate bei der Befruchtung ist aber anzunehmen, dass t-Spermien die
vergleichsweise bessere Motilitat besitzen.

Erst in der Arbeitsgruppe um B.G. Herrmann wurde ein zelluldres Modell zur Ex-
pression des t-complex responders und der t-complex distorter wihrend der Sperma-
togenese entwickelt (Véron et al. 2005). Demnach werden Distorter bereits relativ
friith, ndmlich in den diploiden Spermatozyten, exprimiert und im weiteren Verlauf
der Meiose auf alle haploiden Zellen verteilt, wo sie einen negativen Einfluss auf de-
ren Spermienmotilitdt haben. Die Respondergenprodukte sind dem Modell zufolge
erst in runden Spermatiden exprimiert und ihre normalisierende Wirkung auf die
Spermienmotilitat bleibt auf die Zellen beschrénkt, die das respondertragende Chro-
mosom besitzen. Das Resultat sind zwei Spermienpopulationen mit unterschiedlicher
Motilitat, wobei die t-Spermien einen erheblichen Vorteil bei der Befruchtung haben
und damit bevorzugt an die Nachkommen vererbt werden (Olds-Clarke 1997).
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1.2.2 Molekulare Grundlagen von Transmission Ratio
Distortion

Die ersten Hinweise auf die Beteiligung des Responders und der Distorter am Pha-
nomen TRD in der Maus fiihrten schlieflich zu einem gesteigerten Interesse die mo-
lekularen Grundlagen des t-Haplotyps aufzuklaren, um dessen Wirkungsprinzipien
besser zu verstehen. Das Wissen sollte die Grundlage dafiir bilden, &hnliche Mecha-
nismen bei anderen Genen in der Maus oder in anderen Spezies aufdecken zu kénnen
beziehungsweise diese eventuell auch gezielt zur Manipulation von Vererbungsraten
einsetzen zu konnen. In ersten Untersuchungen wurde zundchst dargelegt, dass meh-
rere Inversionen, die sich iiber den gesamten t-Haplotyp erstreckten, dazu gefiihrt
haben, dass Rekombinationsprozesse mit dem Wildtypallel ausblieben und der ¢-
Haplotyp immer als Ganzes an seine Nachkommen weitervererbt wird (Artzt et al.
1982; Herrmann et al. 1986; Hammer et al. 1989). Dariiber hinaus wurden viele
Anstrengungen unternommen, die von Mary Lyon theoretisch postulierten Respon-
der und Distorter zu identifizieren, um ihre Rolle in TRD genauer untersuchen und
verstehen zu kénnen.

Durch positionelle Klonierung konnte 1999 schlieRlich Smoki7e" als der ¢-Komplex
Responder identifiziert werden, ein Mitglied der neu entdeckten Genfamilie von
Serin-/ Threoninkinasen, den sogenannten Spermienmotilitdtskinasen Smok (Herr-
mann et al. 1999). Bei dem in der Tcr-Region lokalisierten Smoki?“"-Gen han-
delt sich um ein Fusion aus dem Smok- und Ribosome S6 Kinase (Rsk)-Gen. Das
Respondergen setzt sich demnach aus zwei Exons von Smok sowie 15 Rsk-Exons
zusammen. Als proteincodierende Region dient lediglich das zweite Smok-Exon,
wahrend die Rsk-Exons als 3’-untranslatierte Region vorliegen. Bei ndherer Betrach-
tung fiel Herrmann und seinen Mitarbeitern zudem auf, dass die Aminosduresequenz
sich zum Teil deutlich von anderen Smok-Familienmitgliedern unterscheidet und
die Kinaseaktivitat in vitro auf etwa ein Zehntel der Wildtypvariante Smok1 redu-
ziert ist, sie also vermutlich dominant-negativ wirkt. In Transmissionsexperimenten
wurde von Herrmann und anderen schlieRlich bewiesen, dass es sich bei Smoki?e
tatsichlich um den an TRD beteiligten Responder handelt. Auf Smoki?“" basieren-
de, transgene Konstrukte wurden zu diesem Zweck kloniert und daraus transgene
Mauslinien generiert. Diese wurden mit partiellen ¢-Haplotyp-Linien gekreuzt und
anschlieffend in Verpaarungstests die Transmisssionsrate des Transgens untersucht.
In der Tat war SmokI’ in der Lage eine Verschiebung der Vererbung deutlich
tiber 50 % auszulosen und in einem Fall war das transgene Konstrukt sogar zufallig
auf dem Y-Chromosom integriert und verursachte eine Verschiebung des Geschlech-
terverhéltnisses in der Nachkommenschaft zugunsten der Ménnchen. Durch diese
Experimente wurde auferdem gezeigt, dass der Responder nicht zwingend auf dem
Chromosom 17 liegen muss, um mit den Distortern zusammen TRD auszulosen.
Des weiteren konnte mit der Entdeckung dieses an TRD beteiligten Faktors bei in
situ Hybridisierung sowie Northern Blot demonstriert werden, dass SmokI™*" ein im
Hoden, in den haploiden Spermatiden transkribiertes Gen ist. Herrmann’s Modell
zufolge sind Wildtyp-Smokl und Smok1T® in einer Zelle coexprimiert. Wihrend
Smok1 wahrscheinlich durch die Distorter iiberaktiviert wird und dies in abnorma-
ler Spermienmotilitit aller Spermien resultiert, kann Smok1”*" diesen Mechanismus
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in t-Spermien kompensieren und zur Normalisierung ihrer Fortbewegung fiihren.
Die Regulierung der Spermienmotilitdt erfolgt durch verschiedene Signalkaskaden
und es lag nahe anzunehmen, dass auch Distorter darin eine Rolle spielen. Die Iden-
tifizierung von Distortern stellte sich allerdings als deutlich schwieriger heraus, da
sie im Gegensatz zum Responder auf verhéltnismafig grofsen, mehrere Megabasen
umfassenden Regionen lokalisiert sind. Um die Suche zielorientierter zu gestalten
wurden in der Arbeitsgruppe um Bauer 2005 Kriterien erstellt, die ein Distorter-
kandidat erfiillen sollte, um in den Fokus von Untersuchungen gelangen zu kénnen
(Bauer et al. 2005). Die wichtigste Eigenschaft eines Distorters ist demnach seine Lo-
kalisation auf Chromosom17 in der ¢-Komplex-Region. Dariiber hinaus sollte er im
Hoden exprimiert sein, wo er in Regulationswegen der Spermienmotilitat involviert
ist, und aufterdem sollten zwischen Wildtyp- und t-Allel molekulare Unterschiede
bestehen (Bauer et al. 2005).

Als erster Distorter wurde schlieflich das Gen T-cell activation Rho GTPase-ac-
tivating protein (Tagapl) identifiziert (Bauer et al. 2005). Es handelt sich dieser
Entdeckung nach um ein Gen, das in der Distorterregion Tcd! lokalisiert ist, im
Hoden exprimiert wird und Unterschiede zum Wildtypallel aufweist. Das Tagap1-
Gen kodiert ein Rho-GTPase aktivierendes Protein, das ein wichtiger Bestandteil in
Rho-Signalwegen darstellt. Der t-Haplotyp enthélt in der Tedla-Region vier Kopien
fiir Tagapl1, wahrend der Wildtyp nur eine aufweist. Bauer und seine Mitarbeiter
konnten zeigen, dass die Uberexpression des Wildtypallels von Tagap! in transgenen
Minnchen zur Steigerung der Transmissionsrate eines Smok1T¢" aufweisenden, par-
tiellen t-Haplotyps ohne Tedl-Region fiihrt, wahrend ein Knock-out von Tagap1 die
Transmission des t-Chromosoms reduzierte. Auf dem ¢-Haplotyp liegt das Tagap!-
Gen mit seinen vier Kopien somit hypermorph vor und unterscheidet sich zudem
vom Wildtypallel durch zahlreiche Nukleotidabweichungen. Aufterdem ist das Gen
in diploiden Spermatozyten exprimiert und die Genprodukte werden auf alle Sper-
mien verteilt, wahrend diese sich in der Spermatogenese als Synzytium gemeinsam
entwickeln (Bauer et al. 2005).

Mit Tagapl war zum ersten mal eine Verbindung zwischen TRD und Rho-Signalwe-
gen hergestellt und dies fithrte unweigerlich zur Identifizierung eines weiteren Dis-
torters, Faciogenital dysplasia 2 (Fgd2), der sich in der Tcd2-Region befindet und
einen Guanin nucleotid exchange Faktor (GEF) codiert, der auch Rho G-Proteine
beeinflusst (Bauer et al. 2007). Die Arbeitsgruppe um Bauer konnte zeigen, dass
das Gen sowohl im Wildtyp als auch ¢-Haplotyp exprimiert ist und sich diese nur
geringfiigig in einer Aminosdure unterscheiden. Auch Fgd2 ist wie Tagap! in di-
ploiden Spermatozyten des Hodens zu finden, mit den entsprechenden Folgen fiir
die Verteilung der Genprodukte in allen Zellen der Spermatogenese. Fgd2 hat, wie
Bauer und seine Mitarbeiter postulieren, zwei Transkriptionsvarianten, eine kurze,
inhibierende und eine lange, aktivierende Form. In heterozygoten Ménnchen ¢/+
wurde von ihnen eine erhohte Expression der aktivierenden Transkriptionsvariante
im Vergleich zum Wildtyp verzeichnet, das t-Allel von Fgd?2 ist also als hypermorph
zu bezeichnen. Analog zu Tagapl wurden Fgd2-Knock-out Méause generiert, mit
partiellen t-Haplotyp-Méusen verpaart und die Vererbungsrate des ¢-Chromosoms
untersucht (Bauer et al. 2007). Die Transmission des ¢-Chromosoms reduzierte sich
in diesem Experiment und man schlussfolgerte, dass der Knock-Out des Wildtyp-



Einleitung

allels die Wirkung des t-Allels von Fgd2 phénokopiert, also ein zweiter Distorter
gefunden war. Die Entdeckung dieser beiden ersten Distorter zeigte auferdem, dass
zwei unterschiedliche Rho-Signalkaskaden die Spermienmotilitit beeinflussen. Wah-
rend Tagapl als Inhibitor einer inhibierenden Rho-Signalkaskade wirkt, ist Fgd2 ein
Aktivator einer aktivierenden Rho-Signalkaskade (Bauer et al. 2007). Beide Wege
resultieren schlieflich in einer gesteigerten Smokl-Aktivitdt und fiihren somit in
Spermien zu abnormer Flagellenbewegung. Erst die inhibierende Wirkung des Re-
sponders in ¢t-Spermien auf diese Smok1-Aktivierung fithrt zu einer Normalisierung
der Motilitat, allerdings nur in ¢-Spermien (Bauer et al. 2007).

Ein weiterer Distorter der Tcd2-Region, der auf G-Protein assoziierte Signalwege
Einfluss nimmt, wurde erst vor kurzem publiziert (Bauer et al. 2012). Demnach ist
ein Mitglied der Nukleosiddiphosphat-Kinasefamilie, Nme3, in frithen Spermatoge-
nesestadien, in den diploiden Spermatozyten, exprimiert. Wildtyp- und ¢-Allel von
Nme8 unterscheiden sich in Nukeotid- und Aminoséuresequenz, ihre Expressions-
level sind zwar vergleichbar, aber es gab Hinweise darauf, dass die ¢-Form eine ver-
ringerte Kinaseaktivitat besitzt. Im Gegensatz zu den ersten beiden Distortergenen
bezeichnet Bauer’s Arbeitsgruppe die t-Form von Nme3 als hypomorph. So fiihrte
bei ihnen ein Ausschalten der Wildtyp- Nme3-Expression in einem Transmissionstest
zur Steigerung der Vererbungsrate eines t-Haplotyps, wihrend diese durch eine Uber-
expression der ¢-Variante verringert wird. Das ¢-Allel von Nme3 wirkte demzufolge
als Distorter und beeinflusste ebenfalls Rho-Signalkaskaden, die in der Regulation
der Spermienmotilitdtskinase Smok1 eine wichtige Rolle spielen, allerdings konnte
von Bauer und seinen Mitarbeitern noch nicht genau gekléart werden, ob Nme3 eher
in den aktivierenden oder inhibierenden Regulationsweg eingreift.

1.3 Genexpression im Hoden wahrend der
Spermatogenese

1.3.1 Spermatogenese unter Beriicksichtigung der
Verhaltnisse in der Maus

Die Spermatogenese ist ein komplexer, in den Samenkanélchen des Hodens stattfin-
dender Prozess, der sich in eine proliferative, eine meiotische und eine Differenzie-
rungsphase gliedert und bei dem sich aus diploiden Stammzellen die befruchtungs-
fahigen, ménnlichen Keimzellen entwickeln (Hess 1999).

Die paarig angelegten, méannlichen Gonaden, die Hoden, sind von einer derben
Bindegewebshiille (Tunica albuginea) umgeben und in ihrem Inneren durch binde-
gewebige Scheidewénde, den Septen, in kleine Hodenldppchen (Lobuli testis) un-
terteilt, in denen sich die vielfach gewundenen Hodenkanélchen (Tubuli seminiferi
contorti) befinden, welche iiber ein verzweigtes System von Ausfithrungsgéngen des
Hodennetzes (Rete testis) in den Nebenhoden (Epididymis) minden (Foley 2001).
Wie Foley weiterhin ausfiihrt, befindet sich in diesen Hodenkanélchen das Keim-
epithel, ein Gewebe bestehend aus Keimzellen beziehungsweise deren Vorstufen
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und den Sertoli-Stiitzzellen, wahrend zwischen den Hodenkanélchen die sogenannten
Leydig-Zwischenzellen liegen, die durch Produktion von Testosteron an der hormo-
nellen Regulation der Spermatogenese beteiligt sind. Wenn sich die Keimzellvor-
stufen zu Spermien entwickeln, sind sie entsprechend ihres Entwicklungsstadiums
zirkuldr um das Tubuluslumen in den Sertoli-Stiitzzellen eingebettet, die wiederum
durch dichte Zellkontakte untereinander die Blut-Hoden-Schranke bilden und an der
Versorgung der Keimzellen beteiligt sind (Foley 2001; Russell et al. 1993). In einem
Tubulusquerschnitt liegt somit die Stammzellpopulation aus Spermatogonien peri-
pher, nahe der Basalmembran und in Richtung Lumen kann man aufeinanderfolgend
diploide Spermatozyten, haploide Spermatiden sowie im Lumen die ausdifferenzier-
ten Spermien (auch Spermatozoen) vorfinden, wobei je nach Zellzyklus histologisch
zwolf verschiedene Spermatogenesestadien bei der Maus unterschieden werden kon-
nen (Hess et al. 2008).

Die Spermatogenese beginnt mit einer Proliferationsphase der diploiden Sperma-
togonien, wobei ein Teil von ihnen mehrere mitotische Zellteilungen vollzieht und
man aufgrund ihrer histologischen Morphologie Spermatogonien Typ A, interme-
didre Spermatogonien sowie Typ B-Spermatogonien unterscheiden kann (Hess et
al. 2008). Wahrenddessen verbleiben andere Spermatogonien weiterhin im Stamm-
zellstadium und teilen sich zum Erhalt der Stammzellpopulation bei der Maus nur
alle sechs bis acht Tage (Cooke et al. 2002). Nach ungefdhr sechs Tagen ist die
Spermatogonienproliferation bei der Maus abgeschlossen und unterdessen haben die
Zellen sechs Zyklen mitotischer Teilungen durchlaufen und die Spermatogonien des
Typs B entwickeln sich zu priméren Spermatozyten, die in die Prophase I der ers-
ten meiotischen Teilung eintreten (Clermont 1972). Diese Phase beansprucht bei
der Maus fast zwei Wochen und die Zelle ist wiahrend dieser Zeit besonders emp-
findlich gegeniiber duferen, mutagenen Einfliissen (Hess et al. 2008). In der prélep-
totdnen Phase erfolgt die letzte DNA-Replikation der Spermatogenese und in den
anschlieffenden Stadien Leptotén, Zygotédn und Pachytian kommt es zur Paarungen
der homologen Chromosomen und Rekombination findet statt (Hess 1999). Wie Hess
1999 beschreibt, entstehen in der ersten Reifeteilung aus einem priméren Sperma-
tozyt zwei haploide, sekundére Spermatozyten und nach einer kurzen Interkinese
von wenigen Stunden vollziehen diese die zweite Reifeteilung, so dass letztendlich
vier haploide Spermatiden entstehen, die nun in der Ndhe des Lumens der Samen-
kanédlchen liegen. Wahrend des gesamten Entwicklungsprozesses sind die Keimzellen
aufgrund unvollsténdiger Zytokinese durch zytoplasmatische Briicken miteinander
verbunden und dieses Synzytium ermoglicht dabei den Austausch beispielsweise von
Genprodukten untereinander, was die Grundlage fiir eine synchrone Entwicklung bil-
det (Fawcett et al. 1959; Braun et al. 1989).

In der letzten Phase der Spermatogenese, der sogenannten Spermiogenese, treten
erhebliche morphologische Umgestaltungsprozesse auf, in deren Verlauf aus den run-
den Spermatiden hochdifferenzierte Spermien entstehen, die bei der Maus einen cha-
rakteristischen, hackférmigen Spermienkopf besitzen (Hess et al. 2008; Hess 1999).
Diesen Vorgang gliedern Hess und andere in verschiedene Phasen, die mit einer zu-
nehmende Kondensation und Verdichtung der DNA, der Reduktion des Zytoplasmas
und der Bildung des Akrosoms sowie der Ausdifferenzierung des Flagellums einher-
gehen. Bei der Maus dauert diese Differenzierung der Spermatiden laut Adler unge-
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fahr neun Tage, dann erfolgt die Semination, das heifit die Abgabe der Spermien ins
Lumen des Samenkanélchens und der Transport zum Nebenhoden (Epididymis), in
dem sie zu befruchtungsféhigen Spermien heranreifen (Adler 1996). Die Spermato-
genese bei der Maus erstreckt sich demzufolge von den Spermatogonienproliferation
bis hin zur Reifung der Spermien im Nebenhoden iiber insgesamt 35 Tage (Adler
1996; Oakberg 1956).

1.3.2 Translationelle Regulation in der Spermatogenese

Aufgrund der besonderen Morphologie von Spermien, die vor allem dem ziigigen und
erfolgreichen Transport des genetischen Materials im weiblichen Genitaltrakt zur Ei-
zelle dient, liegt in ihnen die DNA als stark kondensiertes Chromatin im Spermien-
kopf vor (Abu Hassan Abu et al. 2012). Bereits in den runden Spermatiden beginnt
dieser Kondensationsprozess, der mit dem Austausch der Histone gegen voriiber-
gehend vorliegende Transitionsproteine und schliefllich gegen Protamine einhergeht
(Balhorn 2007; Govin et al. 2004). Die DNA ist dann so dicht gepackt, dass sie in
den spateren Spermatogenesestadien stetig unzugénglicher fiir den Transkriptions-
apparat wird und in elongierten Spermatiden fast keine Transkription mehr statt
findet (Eddy 1998; Sassone-Corsi 1997). Die fiir eine Differenzierung und Reifung
der elongierten Spermien benétigten Proteine werden deshalb bereits in pré- und
postmeiotischen Zellstadien der Spermatogenese transkribiert und gespeichert und
ihre Translation erfolgt unter Umsténden erst mehrere Tage spéter, wenn die Pro-
teine wirklich gebraucht werden (Kierszenbaum et al. 1978). Deshalb gibt es im
Hoden eine Vielzahl von translationellen Regulationsmechanismen, die eine Prote-
insynthese bis zu einem definierten Zeitpunkt hinauszogern und obwohl diese ein
weit verbreitetes Mittel der Genregulation und -expression in eukaryotischen Zellen
sind, nehmen sie im Hoden aufgrund der besonderen Umstédnde in der Spermatoge-
nese einen hohen Stellenwert ein (Kleene 2003).

Die meisten Untersuchungen beziiglich translationeller Regulationsmechanismen kon-
zentrieren sich dabei auf Gene, die an der Spermatogenese oder Spermiogenese betei-
ligt sind (Eddy 1998), in zunehmenden Make wird der Fokus aber auch auf genetische
Elemente gelegt, die den Reproduktionserfolg beeinflussen. Man nimmt an, dass bei
der Expression egoistischer Gene, die wie der ¢-Haplotyp eine abnorme Vererbungs-
rate verursachen, ahnliche, translationelle Regulationsmechanismen vorliegen, wie
sie bei anderen, im Hoden exprimierten Genen bereits aufgedeckt werden konnten
(Kleene 2003; Kleene 2005).

1.3.3 Allgemeiner Aufbau von mRNA

Ein wichtiger Aspekt in translationellen Kontrollmechanismen ist der Aufbau von
Transkripten, der mRNA | selbst. Wahrend beziehungsweise direkt nach der Tran-
skription im Zellkern beginnt die Prozessierung der Vorlaufertranskripte oder so-
genannten praé-mRNA, die als Voraussetzung fiir eine erfolgreiche Translation im
Zytosol gilt (Fasken et al. 2005). Hierzu zdhlt die Bildung einer Struktur am 5’-
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Ende der RNA, das m”G-Cap, ein methyliertes Guanin-Nukleotid, welches zunichst
zum Schutz vor hydrolytischem Abbau durch die Vielzahl von allgegenwértigen Ri-
bonukleasen in der Zelle vorhanden ist und somit zur Stabilitdt von Transkripten
beitragt (Kapp et al. 2004). Auferdem tibernimmt diese Kappe eine wichtige Funk-
tion beim Transport aus dem Zellkern sowie in der Translation (Varani 1997). Wie
Varani beschreibt, bindet der nukleire Cap-Binding-Proteinkomplex an die Schutz-
kappe und vermittelt iber die Kernporen den Transport ins Zytosol. Dort wird die
m’G-Cap von Initiationsproteinen und der 40S Ribosomenuntereinheit erkannt, ge-
bunden und so das cap-abhéngige Scanning, also die Suche nach dem Start-Codon
fiir die Translation, eingeleitet.

Ein weiterer, wichtiger Prozessierungsschritt von pra-mRNA ist das Spleifen (Sharp
2005). Wie Sharp beschreibt, werden dabei nicht-codierende Abschnitte, die Introns,
aus der pra-mRNA entfernt und proteincodierende Exons zusammengefiigt. Dieser
Prozess kann fiir ein und dasselbe Transkript unterschiedlich erfolgen, so dass eine
pra-mRNA durch dieses sogenannte alternative Spleifsen fiir verschieden Proteine
codieren kann, ein Genregulationsprozess der auch im Hoden eine wichtige Rolle
spielt (Elliott et al. 2006).

Aufserdem wird das 3’-Ende der mRNA von Eukaryoten, wie von Guhaniyogi und
Brewer 2001 besprochen, mit einer schiitzenden Struktur versehen, dem Poly(A)-
Schwanz. Dem Transkript werden ausgelost durch das Polyadenylierungssignal in der
DNA-Sequenz bis zu mehrere hundert Adenin-Nukleotide angehéngt, deren Haupt-
funktion der Schutz vor Degradation durch RNasen darstellt (Guhaniyogi et al.
2001). Dariiber hinaus wird der Poly(A)-Schwanz von einem Protein gebunden, wel-
ches wiederum dem Transport der mRNA aus dem Zellkern dient und dieses so-
genannte Poly(A)-bindende Protein (PABP) vermittelt mit den Initiationsfaktoren
zusammen die Bindung der 40S Ribosomenuntereinheit an die 5’-Schutzkappe, das
heifst, der Poly(A)-Schwanz ist auch wichtig fiir den Beginn der Translation (Fabian
et al. 2010).

1.3.4 Regulationsmechanismen in der 5’- und
3’-untranslatierten Region

Teilabschnitte einer Transkripts konnen selbstregulatorisch auf den Zeitpunkt der
eigenen Proteinsynthese einwirken, wobei sich diese in der Regel vor dem Start- und
hinter dem Stop-Codon in einer mRNA befinden und als 5’- beziehungsweise 3’- un-
translatierte Region bezeichnet werden (Mignone et al. 2002). Prinzipiell kann man
in diesen Regionen cis-regulatorische Elemente, also spezifische Sequenzabschnitte,
finden, die mit trans-regulatorischen Faktoren, wie Proteinen oder kleinen Nukle-
insduren, agieren und so Einfluss auf die Translationseffizienz, mRNA-Lokalisation
und Transkriptstabilitdt haben (Velden et al. 1999; Jansen 2001; Bashirullah et al.
2001).

RNA-bindende Proteine In den UTRs von Transkripten konnen verschiedene Se-
quenzen, insbesondere AU-reiche Abschnitte, als Bindungsstellen fiir trans-regula-
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torische Faktoren, die RNA-bindenden Proteine (RBP), dienen (Hieronymus et al.
2004). RBPs sind dabei eine sehr vielféltige Proteinklasse, die mit unterschiedlichs-
ten Mechanismen mehr oder weniger spezifisch an mRNA binden und eine zentrale
Rolle in der Translationskontrolle einnehmen (Glisovic et al. 2008). Vor allem im
Hoden sind RBPs stark exprimiert und zum Teil sogar testisspezifisch (Paronetto et
al. 2010). Beispielsweise ist das Testis-brain RNA-binding Protein ein RBP, das an
die 3’-UTR von Protamintranskripten in haploiden Spermatiden bindet und so die
Translation etwa eine Woche bis zum Stadium der elongierten Spermien unterbindet
(Fajardo et al. 1994). Y-Box Proteine sind dagegen eher unspezifische, aber im hohen
Mafse auch im Hoden vertretene RBPs, in deren Anwesenheit generell translationelle
Repression zu verzeichnen ist (Tafuri et al. 1993). Zur Aktivierung der Translation
werden RBPs unter anderem phosphoryliert oder dephosphoryliert, worauthin sie
ihre mRNA-Affinitdt verlieren und das Transkript fiir den Translationsapparat zu-
ginglich wird (Kleene 2003).

Ein weiterer, gut untersuchter, trans-regulatorischer Faktor ist auch das RBP Bruno.
Dieses Protein bindet bei der Fruchtfliege Drosphila melanogaster die 3’-UTR von
oskar-mRNA in einer spezifischen Sequenz, dem Bruno Response Element (BRE),
wodurch die Translation von oskar-Transkripten reprimiert wird und somit die Em-
bryonalentwicklung des Abdomens und der Keimbahn dieser Spezies gewéhrleistet
wird (Kim-Ha et al. 1995). Auch in der Maus werden Proteine aus der Brunofamilie
exprimiert und sie haben nachgewiesenermafsen eine wichtige Funktion in der Sper-
matogenese, da ihre Abwesenheit in Knock-out-Méusen zur Reduktion der Spermien
fithren kann beziehungsweise deren Entwicklung erheblich einschrénkt (Dev et al.
2007; Kress et al. 2007).

Sekundar- und Tertidrstrukturen von mRNA  Auffillig ist, dass in Transkripten
nicht nur die Bindungsstellen von RBPs Sekundér- oder Tertidrstrukturen auswei-
sen, sondern UTRs generell komplexe rdumliche Anordnungen wie Haarnadelschlei-
fen bilden, die eine Bindung des Transkriptionsapparates verhindern beziehungs-
weise das Ribosom in einer Art Warteposition gebunden halten und so die Suche
nach dem Start-Codon deutlich erschweren (Marzi et al. 2007). Das wohl bekanntes-
te cis-regulatorische Element mit Haarnadelschleifenstruktur ist das iron response
Element (IRE) in UTRs, welches in Abhéngigkeit von Eisen durch Bindung eines
iron response-Proteins die Cap-abhéngige Translation diverser Transkripte hemmt
(Hentze et al. 1996). Eine besonders stark verzweigte RNA-Struktur, die unmittel-
bar vor dem eigentlichen Translationsstart liegen kann und als interne ribosomale
Eintrittsstelle (IRES) bezeichnet wird, findet man vor allem bei viralen aber auch
bei eukaryotischen mRNAs und durch sie wird eine direkte Bindung der Riboso-
men an das Transkript vermittelt sowie eine sofortige Translation unabhéngig von
Initiationsfaktoren und der 5’-Cap eingeleitet (Hellen et al. 2001).

Start-Codone in der UTR von Transkripten Vorrangig in der 5-UTR kann
ein gehéduftes Auftreten von kurzen, codierenden Sequenzen (uORFs) oder Start-
Codonen (uAUGS) verzeichnet werden, die stromaufwarts, also upstream, des eigent-
lichen Start-Codons liegen und von Ribosomen félschlicherweise als Translations-
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start genutzt werden (lacono et al. 2005). Wenn nun vor dem eigentlichen Start-
Codon mit der Translation begonnen wird, werden Nonsens-Proteine synthetisiert,
das Auffinden des richtigen Start-Codons verhindert und das Transkriptionslevel des
eigentlichen Proteins niedrig gehalten (Mignone et al. 2002). Der richtige Transla-
tionsstart wird nur durch einen unspezifischen Suchvorgang der Ribosomen, dem so-
genannten leaky Scanning der uAUGs, die nur in selteneren Fallen iiber die optimale
Kozak-Sequenz des richtigen Start-Codons verfiigen, oder durch Re-Initiation des
Scannings stromabwérts der uORFs beziehungsweise uAUGs moglich (Kozak 2002).
Die optimale Kozak-Sequenz gecgecAUGg ist eine von Marilyn Kozak fiir Eukaryo-
ten ermittelte Sequenzumgebung des Start-Codons (Kozak 1987), die bevorzugt zur
Translationsinitiation fiihrt, sie ist allerdings kein Garant dafiir, dass die Protein-
synthese ausschlieflich am richtigen Start-Codon erfolgt, da diese nur statistisch
ermittelt wurde und insbesondere die Lagebeziehung zu 5-Ende des Transkripts
cbenfalls eine Rolle spielt (Kozak 1991). Auch im Hoden sind fiir diverse Tran-
skripte uAUGs beziehungsweise uORFs als translationelle Regulationsmechanismen
identifiziert worden (Steel et al. 1996), ob das Auftreten eines solchen zusétzlichen
Translationsstarts in der 5-UTR einer mRNA auch wirklich repressive Eigenschaf-
ten auf die Translation des eigentlichen Proteins hat, muss allerdings fiir jedes Gen
spezifisch untersucht werden (Kleene 2001; Kleene 2003).

Regulation durch microRNAs Die 3’-UTR hat ebenfalls eine Vielzahl fiir sie spe-
zifische Regulationsmechanismen, die sich auf die Translation hemmend auswirken
konnen, denn neben den Bindungsstellen fiir RBPs findet man hier recht haufig
kurze Sequenzabschnitte, die anndhernd komplementér fiir kleine, circa 21-23 Nu-
kleotide umfassende, Haarnadelstruktur bildende microRNAs sind, die zunéchst fiir
Caenorhabditis elegans identifiziert wurden, aber auch in vielen anderen Spezies
anzutreffen sind (Lee et al. 1993). Werden die entsprechenden microRNAs in der
Zelle exprimiert, konnen sie an die geeigneten mRNA-Sequenzen binden und meist
in Kombination mit weiteren Proteinen, wie beispielsweise Argonaut oder GW182,
den sogenannten RNA-induced silencing complex (RISC) bilden, durch den sie die
Translation verzogern (Eulalio et al. 2009; Peters et al. 2007). In Abhéangigkeit von
weiteren regulatorischen Elementen sowie der Exaktheit der Basenpaarung zwischen
der microRNA und der mRNA wird ein Transkript dann entweder degradiert oder
zumindest flir den Translationsapparat unzuginglich in Ribonukleotidpartikeln auf-
bewahrt (Bartel et al. 2004; Valencia-Sanchez et al. 2006; Vasudevan 2012).

1.3.5 Translationelle Regulation durch die codierende Region

In der jiingeren Vergangenheit hat sich herausgestellt, dass nicht nur die untransla-
tierten Bereiche in der mRNA sondern auch die codierende Region eines Gens Ein-
fluss auf die Translation und Transkriptstabilitdt nehmen kann, wenngleich aufgrund
der codierten Aminoséurenabfolge die Sequenz meist konserviert ist und weniger Va-
riationen im Hinblick auf Regulationsmechanismen moglich sind (Grzybowska et al.
2001). Die Regulation kann laut Grzybowska und ihren Mitarbeitern auf zwei We-
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gen erfolgen, das heifst, entweder interagiert ein cis-regulatorisches Element in der
codierenden Region der mRNA mit RBPs oder ein Sequenzabschnitt dient als Bin-
dungsstelle fiir komplementére microRNAs. Vereinzelt konnten verschiedene Gene
auch in Eukaryoten identifiziert werden, bei denen neben den herkémmlichen, durch
UTRs vermittelten Regulationsmechanismen iiberraschender Weise auch Interaktio-
nen mit der codierenden Region des Gens anzutreffen waren, die sich vor allem in
einer Hemmung mitunter aber auch einer Forderung der Translationseffizienz dufiern
oder auf die Transkriptstabilitét auszuwirken scheinen (Lee et al. 2011). Insbeson-
dere fiir microRNAs werden, wie fiir Pflanzen allgemein schon bekannt (Millar et
al. 2005), auch bei Eukaryoten vermehrt Bindungsstellen in der codierenden Region
eines Transkripts vorhergesagt, die dort scheinbar auch regulatorische Funktionen
tibernehmen (Rigoutsos 2009). Mitunter ergibt sich sogar die Situation, dass eine Art
Autoregulationsmechanismus vorliegt, also das Protein eines Gens durch Interakti-
on mit der codierenden Region der mRNA des selben Gens seine eigene Translation
reguliert (Tai et al. 2004; Lin et al. 2000). Bei der Untersuchung von translatio-
neller Regulation richtet sich der Fokus also auch auf die codierende Region der
Gene, es bleibt allerdings abzuwarten, ob konservierte Mechanismen und Struktu-
ren aufgedeckt werden, die auf der Suche nach weiteren, durch die codierende Region
regulierten Genen behilflich sein kénnten.

1.3.6 Transkriptlokalisation im Hoden

Im Hoden liegen die Zellen aufgrund der unvollstdndigen, meiotischen Teilung als
Synzytium vor, so dass sie in der Regel {iber Zellbriicken Genprodukte austauschen
und sich so in ihrer weiteren Differenzierung miteinander synchronisieren (Fawcett
et al. 1959; Braun et al. 1989). Dieser Austausch fithrt dazu, dass alle Spermien
eines meiotischen Teilungsprozesses, obwohl sie nicht iiber das gleiche genetische
Material verfiigen, durch den Austausch von Transkripten beziehungsweise Protei-
nen phénotypisch identisch erscheinen (Braun et al. 1989). Neben Protamin, fiir das
Braun bereits 1989 zeigen konnte, dass sich die Genprodukte gleichméfig auf die
Spermatiden verteilen, ist dieser Austausch vor allem fiir Gene des X- beziehungs-
weise Y-Chromosoms notwendig, um eine dquivalente Entwicklung aller Spermien
zu gewahrleisten (Hendriksen et al. 1995).

Transkripte, die der translationellen Regulation im Hoden unterliegen, findet man
relativ oft akkumuliert in Chromatoid Bodies, die den P-Bodies somatischer Zellen
dhneln (Kotaja et al. 2006; Nagamori et al. 2008; Kulkarni et al. 2010). Chroma-
toid Bodies sind im Phasenkontrastmikroskop sichtbare, intrazelluldare Partikel, die
stark mit dem Zellkern assoziiert sind und bisweilen auch zwischen meiotischen Zell-
partnern ausgetauscht werden (Parvinen 2005). Der aktive Austausch erfolgt dabei
entlang von Mikrotubulistrukturen iiber die Zellbriicken (Venteld et al. 2003). In
Chromatoid Bodies sind unter anderem viele RBPs oder microRNAs in Form von
RISCs vertreten, die selbst eine wichtige Rolle in der translationellen Repression von
Transkripten haben (Kotaja et al. 2006), wobei allerdings noch nicht geklért ist, ob
sie auch den Austausch von Transkripten zwischen haploiden Zellen steuern oder
gegebenenfalls unterbinden.
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Generell erscheint es allerdings sinnvoll bereits das Transkript an einen bestimmten
Ort in der Zelle zu lokalisieren, da der Transport der codierten Proteine vermutlich
energetisch viel aufwendiger wére und eine mRNA auferdem fiir mehrere Prote-
insynthesen zur Verfiigung stehen kann (St Johnston 1995). Die Lokalisation von
Transkripten und damit des codierten Proteins ist dabei ein Mechanismus, der hau-
fig anzutreffen ist, wenn eine Polarisation in sich entwickelnden Zellen stattfinden
soll (Kislauskis et al. 1992). Die zu lokalisierende mRNA-Sequenz besitzt deshalb
haufig Lokalisierungssignale wie Zipcodes, also cis-regulatorische Elemente in der
3’-UTR, seltener in der 5’-UTR oder codierenden Region, die von speziellen RBPs
erkannt und gebunden werden und so den Transport mehrerer Transkripte in gro-
fseren Ribonukleotidpartikeln wie den P-Bodies in der Zelle vermitteln, wodurch die
subzelluldre Lokalisation des Proteins und damit die polarisierte Entwicklung der
Zelle erfolgt (Kislauskis et al. 1992; Martin et al. 2009). Unter Umsténden findet
auch gar kein aktiver Transport sondern nur die Verankerung des Transkripts an be-
stimmten Mikrotubulistrukturen statt (Chabanon et al. 2004). Wahrend des Trans-
ports oder der Verankerung ist die Repression der Translation entscheidend, was
durch weitere trans-regulatorische Faktoren oder direkt durch das Zipcode-bindende
RBP erfolgen kann (Martin et al. 2009). Bisher untersuchte Zipcodes unterscheiden
sich dabei sehr stark in Sequenz, Struktur, interagierendem Protein sowie vermit-
telten Lokalisationsmechanismus, was die Aufdeckung neuer Lokalisationssignale in
Transkripten erschwert (Chabanon et al. 2004; Jambhekar et al. 2007).

1.3.7 Regulationsmechanismen des Respondergens Smok17“

Translationelle Regulation durch UTRs Die 5-UTR von SmokiTe" ist 850 bp
grofs und in einer datenbankbasierten Sequenzanalyse durch RegRNA und UTRscan
wurden drei verschiedene Elemente vorhergesagt, die regulatorisch auf die Trans-
lation wirken kénnten (Véron 2008). Zum einen konnte so von Véron im letzten
Drittel der 5-UTR des Responders eine Sequenz mit hoch konservierter Basenab-
folge UUUGUGUGUGUCUGUGUGUGUU identifiziert werden, die einem Bruno
Response Element (BRE) dhnelt und als Bindungsstelle fiir RNA-bindende Protei-
ne der Brunofamilie fungieren kann. Auch in der Maus sind einige Bruno-Proteine,
wie Cugbpl, ubiquitdr exprimiert und gebunden an ein BRE konnen sie zu einer
translationellen Repression beitragen (Kress et al. 2007). Durch Bindung von Bruno
an das BRE wird die Translation des Gens oskar bei der Fruchtfliege reprimiert
und erst wenn sich die mRNA an der richtigen Lokalisation am posterioren Pol der
Zelle befindet, erfolgt die Translation und damit die Ausbildung der Polaritat in der
Oozyte dieser Spezies (Kim-Ha et al. 1995).

Des weiteren konnten von Véron mit Hilfe der Datenbankvorhersage in der 5'-
untranslatierten Region des Respondertranskripts drei potenzielle Bindungssequen-
zen fiir eine microRNA mir342 aufgedeckt werden, von denen zwei vor und eine nach
der BRE-éhnlichen Sequenz lokalisiert sind (Véron 2008). Diese microRNA mir342
ist ebenfalls in der Maus in vielen Geweben, unter anderem auch dem Hoden, expri-
miert (Yu et al. 2005) und es liegt die Vermutung nahe, dass sie eine translationelle
Repression beziehungsweise auch spezifische Lokalisation der mRNA in Chromatoid
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Bodies verursachen kann (Kim et al. 2004; Weber 2005).

Wie fiir 5-UTRs recht typisch, sind vorwiegend in der ersten Halfte der 5-un-
translatierten Region von Smok1T“" auch mehrere uAUGs identifiziert worden, die
bekanntlich zu ineffizienter Translation fithren kénnen (Véron 2008). Auferdem ist in
einer Mfold-datenbankgestiitzten Strukturvorhersage ebenfalls durch Véron gezeigt
worden, dass die 5-UTR von Smoki’ neben den genannten cis-regulatorischen
Elementen auch eine komplexe Sekundarstruktur ausbilden kann und sich somit die
Moglichkeit ergibt, dass ein IRES vorliegt.

Aufgrund dieser Hinweise aus der Sequenzanalysen wurde die 5-UTR von Smok17e"
Ziel umfangreicher Untersuchungen, um ihren Stellenwert in translationellen Regu-
lationsmechanismen aufdecken zu konnen. Véron fiihrte verschiedene in vitro Expe-
rimente durch, in denen Teile der 5’-UTR in Reporterkonstrukten enthalten bezie-
hungsweise durch Deletion oder Mutation ausgeschaltet waren, um deren Einfluss auf
das Expressionslevel von Transkript und Protein eines Reportergens zu untersuchen
(Véron 2008). Grundsétzlich wurde die 5-UTR in diesen Untersuchungen als Region
identifiziert, die eine translationelle Regulation von Smok1”*" ausiiben kann, da bei
stabiler Transkriptexpression meist eine verhaltnisméafig geringe Proteinsynthese im
Vergleich zu Kontrollen in Zellkultur zu verzeichnen war. Die Zellkulturexperimente
von Véron waren allerdings héufig keine addquate Alternative zu den komplexen
Verhéltnissen in der Spermatogenese im Hoden, so dass einige Experimente in vitro
nur eingeschrinkte Resultate oder Hinweise liefern konnten.

Untersuchungen der 3-UTR von SmokiT“" mit verschiedenen transgenen Konstruk-
ten in der Maus zeigten bei Véron zunéchst keine Hinweise auf Beteiligung an trans-
lationeller Regulation des Transkripts und Verdnderungen in diesem Bereich hatten
in vivo keinen Einfluss auf die Lokalisation des Transkripts noch den Zeitpunkt
der Proteinsynthese (Véron 2008). In diesem Zusammenhang zeigten auch funk-
tionelle Untersuchungen in einem Vererbungstest, dass scheinbar unabhéngig von
der 3’-UTR eine zelluldare Restriktion und translationelle Repression, wie sie fiir
den Responder charakteristisch sind, erfolgen und schlieflich sogar zu gesteigerter
Transmission, also Vererbung des Transgens an die Nachkommen, fiihren.

Regulationsmechanismen der Kinase Smok1?7“"  Bei der Entdeckung des t-Kom-
plex Responders wurde eine neue Genfamilie von Serin-/Threoninkinasen, die soge-
nannten Spermienmotilititskinasen (Smok) zu denen auch Smok17“" gehért, cha-
rakterisiert (Herrmann et al. 1999). Demnach ist das Respondergen SmokiT" ein
Fusionsgen fiir eine Kinase, die strukturelle Gemeinsamkeiten mit der Familie der
Microtubule affinity regulating-Kinasen (MARK) aufweist. MAR-Kinasen sind an
der Aufrechterhaltung des dynamischen Gleichgewichts von Mikrotubulistrukturen
und sogar an mikrotubuliabhéngigen Transportvorgéngen in der Zelle beteiligt (Dre-
wes et al. 1997; Mandelkow et al. 2004). Strukturell ist neben der katalytischen Do-
méne dieser Kinasen auch eine regulatorische Untereinheit, ein loop, von Bedeutung,
der, wie die Arbeitsgruppe um Drewes 1997 ausfiihrt, mit seiner phosphorylierungs-
abhéangigen Konformation dariiber bestimmt, ob das aktive Zentrum der Kinase fiir
Substrate zugénglich ist und eine Phosphatiibertragung auf die Hydroxyl-Gruppe
der Seitenkette eines Serins beziehungsweise Threonis vollzogen wird, was zur Re-
gulation des Zielproteins beitréigt.
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Die Kinase Smok1™" weist nicht nur Ahnlichkeiten im N-terminalem Bereich der

Aminosauresequenz mit MARK auf, man kann sie auch in eine katalytische und
regulatorische Doméne gliedern (Herrmann et al. 1999). In vitro Experimente von
Herrmann haben bereits gezeigt, dass die katalytische Domine von Smok1™" als
Kinase funktionstiichtig ist, wenngleich ihre Aktivitat deutlich schwécher ist als bei
anderen Spermienmotilitatskinasen. Herrmann vermutete, dass dies durch das Feh-
len einer wichtigen Autophosphorylierungsstelle, die fiir eine Aktivierung der Kinase
von Bedeutung wire, herbeigefiihrt wird. Auferdem zeigt Smok1™ in der kataly-
tisch Doméne einen Aminosdurenaustausch im Vergleich zur Wildtypkinase, was
ebenfalls zu der reduzierten Kinaseaktivitdt beizutragen scheint (Herrmann et al.
1999; Hanks et al. 1995). Inwiefern das Transkript mit regulatorischen Elementen
bedeutsam fiir die haploidspezifische Lokalisation und translationellen Kontrolle ist,
die zur Smok1™® typischen Expression fithren, wurde allerdings noch nicht geklirt.
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2 Zielsetzung

Der t-Haplotyp, eine abweichende Form einer Region auf dem Chromosom 17 der
Maus, wird von heterozygoten Mannchen bevorzugt an die Nachkommen weiter-
vererbt. Dieses auch als Transmission Ratio Distortion bekannte Phénomen nicht-
Mendelscher Vererbung wird von mehreren Distortergenen und einem Respondergen
hervorgerufen. Die in trans wirkenden Distorter haben wahrend der Spermatogene-
se einen negativen Finfluss auf die Motilitéat aller Spermien, wahrend der cis-aktive
Responder diesen Effekt kompensiert, allerdings nur in den ¢-Haplotyp tragenden
t-Spermien (Lyon 1984). Die haploidspezifische Expression des Responders, also
die Restriktion seines Genproduktes auf die Hélfte der runden Spermatiden in der
Spermatogenese widerspricht dabei dem allgemeinen Prinzip, dass Spermien zwar
infolge der Meiose einen unterschiedlichen Genotyp besitzen, durch den regen Aus-
tausch an Genprodukten allerdings phanotypisch identisch sind (Fawcett et al. 1959;
Braun et al. 1989). Somit bilden ¢/4 Ménnchen zwei unterschiedliche Populationen
von Spermien, von denen die ¢-Spermien den entscheidenden Motilitatsvorteil in der
Befruchtung der Eizelle besitzen (Olds-Clarke et al. 1993), was in unerwartet hoher
Vererbungsrate des ¢t-Haplotyps resultiert.

Es wird vermutet, dass die auftergewohnliche Expression des Responders eine Fol-
ge posttranskriptioneller Regulation insbesondere der speziellen Transkriptlokalisa-
tion, mRNA- Stabilisierung und Translationsrepression ist und deshalb sollen in
dieser Arbeit potentielle, regulatorische Elemente im Transkript dieses Gens mit
Hilfe transgener Konstrukte im Mausmodell durch gezielte Deletionen identifiziert
und durch Expressionsanalysen, das heifst durch in situ Hybridisierung und Immun-
histochemie, im Hodengewebe charakterisiert werden. Dabei sollen Transgene, die
lediglich Teilfragmente der 5’-untranslatierten Region enthalten, untersucht werden,
da sich in dieser Region des Respondertranskripts in Datenbanken vorhergesagte,
translationell regulatorische Elemente befinden (Véron 2008). Des weiteren sollen
dieselben 5’-UTR-Deletionsfragmente in transgenen Konstrukten in Kombination
mit der codierenden Region analysiert werden, um eine mogliche Beteiligung der
codierenden Sequenz des Responders an seiner translationellen Regulation aufzude-
cken. Respondertransgene mit Deletionen in der codierenden Region sollen durch
Expressionsanalysen sowie einem Transmissionstest ebenfalls dazu beitragen, die
Bedeutung dieser Region am Phénomen TRD aufzuklaren. Schliefslich soll die Aus-
wirkung des Austauschs des Ter-Promoters in einem Respondertransgen in einer
Expressionsanalyse charakterisiert werden. Damit fiir die Expressionsanalysen auf
Transkript- und Proteinebene eine vergleichbare Ausgangssituation geschaffen wird,
sollen die zu untersuchenden transgenen Mauslinien aus embryonalen Stammzellen
generiert werden, die durch einen Rekombinase-vermittelten Kassettenaustausch das
jeweilige Transgens spezifisch im ColA1-Locus integriert haben sollen.
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3 Materialien und Methoden

3.1 Materialien, Gerate, Chemikalien

Die in dieser Arbeit erwéhnten, allgemein verwendeten Chemikalien wurden in der
Qualitat pro Analysis (p.a.) eingesetzt. Speziell zusammengesetzte Chemikalien so-
wie verwendete Losungen und Puffer sind mit ihrer Zusammensetzung unter 3.1.1
aufgelistet und sofern nicht anders erwéihnt, erfolgte die Herstellung mit deionisier-
tem Wasser. Alle verwendeten Materialien und Chemikalien wurden aus dem Fach-
handel bezogen, insbesondere von Fa. Merck KGaA (Darmstadt), Fa. Carl Roth
GmbH + Co. KG (Karlsruhe), Fa. Sigma-Aldrich Biochemie GmbH (Hamburg),
Fa. Life Technologies GmbH (Darmstadt) und Fa. Thermo Fischer Scientific GmbH
(Schwerte), bei Abweichungen davon sind im Einzelfall Hersteller oder Vertreiber im
Abschnitt Methoden ab Punkt 3.2. genannt. Die in dieser Arbeit erwéhnten Geréte

sind Eigentum des Max-Planck-Instituts fiir molekulare Genetik Berlin.

3.1.1 Zusammensetzung von verwendeten Losungen und

Puffern

Puffer /Losung

Zusammensetzung

Agarplatten mit Ampicillin
Auftragspuffer 10x

Ampicillin

Dig-UTP/UTP fir IVT 4mM
dNTPs fiir IVT 4 mM

dNTPs fiir PCR 10 mM

Grolkenmarker

LB-Medium, 2 % Bactoagar, 100 pg/ml Am-
picillin in Platten gegossen

25ml 100% Glycerol, 5ml 0,5M EDTA,
20ml dH,O, 50mg Xylencyanol, 75mg
Bromphenolblau

100mg in 1 ml 50 % Ethanol

157,51l DEPC-H,0, 25l UTP 10mM, 5pl
Dig-UTP 100 mM

4400pl DEPC-H,;O, 200ul ATP 200mM,
200 ul CTP 200 mM, 200 ul GTP 200 mM
1,6 ml dH,O, 100l ATP 200mM, 100l
CTP 200mM, 10ul GTP 200mM, 100 pl
TTP 200 mM

10 pl DNA-Marker (1pg/nl), 20 pul 10x Auf-
tragspuffer, 170 pl dH,O
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Puffer /Losung

Zusammensetzung

EKRB-Puffer

Hybridisierungslosung pH 5,5

IPTG 0,5M
IPTG/X-Gal-Gebrauchslésung

Laird’s Lysispuffer

LB-Medium

Lysispuffer P2
MABT 1x

NaCl 5M
Neutralisationspuffer P3
NTMT

PBS 10x

Proteinase K Stammlosung
PFA 4%
Resuspendierpuffer P1

SDS 20 %
Spermidin 100x
SSC 20x

TAE 50x

TE 1x
TEA 1M, pHS

TRIS 1M
X-Gal 2%

119,4 mM NaCl, 4,8 mM KCI, 1,0 mm CaCls,
1,2mM MgSOy, 1,2mM KHsPOy4, 5 mM Glu-
cose, 21 mM Natriumlactat, 0,25 mM Natri-
umpyruvat, 25 mM NaHCOs3

25ml Formamid, 12,5ml 20x SSC (pH4,5),
5ml 20 % SDS, 1g Blocking Reagent, 250 ul
tRNA, 100 pl Heparin, 7,5 ml DEPC-H,0O
1g IPTG in 8,4ml dH5O, steril filtriert

30pl IPTG 0,5M, 1001l 2% X-Gal, 170l
LB-Medium

100mM Tris (pH8,5), 5mM EDTA, 0.2%
SDS, 200 mM NaCl, Proteinase K 100 pg/ml.

10 g Bactrotrypton, 5g Bacto-Hefe Extrakt,
10g NaCl, mit NaOH auf pH 7,2 eingestellt
inll dHQO

200 mM NaOH, 1% SDS

100mM Maleinsdure, 100mM NaCl, pH7.,5
mit NaOH eingestellt, 0,1 % Tween 20, steril
filtriert

2922¢g NaCl in 11 dH,0O
0,3 M Kaliumacetat

100 mM Tris (pH9,5), 100 mM NaCl, 50 mM
MgCls, 0,1 % Tween 20

80g NaCl, 2g KCIl, 24g KHyPOy, 144¢g
Na,HPO, in 11 dH5O, fir ISH mit DEPC-
H>O angesetzt

20mg in 1 ml dH,O
4¢ PFA in 100ml 1xPBS, 1h bei 60°C

50mM Tris, 10mM EDTA, 100 ng/ml RNa-
se A

200g in 11 dH,O
250 mg Spermidin in 1 ml dH,O
88,33 g Nacitrat, 175,32¢g NaCl in 11 dH50O

242 g Tris, 100 ml 0,5 mM EDTA, 57,1 ml Es-
sigsdure in 11 dH,O

121 g Tris, 37,2g EDTA in 11 dH5O

149,19 g Triethanolamin, 700 ml DEPC-H5O,
100ml 18 % HCI

121,0 g Tris in 11 dH,O
20mg in 1 ml Dimethylformamid
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3.2 Allgemeine molekularbiologische Methoden

3.2.1 Agarosegelelektrophorese

Auftrennung von Nukleinsduren in Agarosegelen Zur Auftrennung von DNA
oder RNA wurde eine Agarosegelelektrophorese durchgefiihrt. Dafiir wurde Agaro-
se (Fa. Biozym Scientific GmbH, Oldendorf) je nach Verwendungszweck in einer
Konzentration von 0,7 % bis 4% in 1x TAE Puffer suspendiert und in der Mikro-
welle zum Sieden gebracht. Nach Abkiihlung auf etwa 50°C wurde die Agarose
mit Ethidiumbromid, mit einer Endkonzentration in Gel von circa 0,5 pg/ml, ver-
setzt und in einen Geltrager mit Taschenkamm gegossen. Die Polymerisation er-
folgte fiir circa 30 min bei Raumtemperatur. Anschliefend wurde das Gel in eine
horizontale Elektrophoresekammer iiberfiithrt, mit 1x TAE-Laufpuffer iiberschichtet
und vorsichtig der Kamm entfernt. Die Proben wurden im Verhéltnis von 5:1 mit
10x Auftragspuffer versetzt und in die Taschen aufgetragen. Entsprechend der Gel-
grofse wurde eine Spannung von 60-120 Volt angelegt und die Laufzeit betrug in
der Regel 45-90 min. Die Dokumentation erfolgte in einer UV-Geldokumentation
und durch Mitfithren eines Grofenmarkers, dem 1kb Plus DNA Ladder (Fa. Life
Technologies GmbH, Darmstadt), konnten die Bandengrofen abgeschétzt werden.

Praparative Agarosegelelektrophorese Um spezifische Fragmente, die bei einem
Restriktionsverdau oder einer PCR gewonnen wurden, zu isolieren, wurden diese in
der Gelelektrophorese aufgetrennt. Hierfiir wurde ein Agarosegel mit Taschen fiir
grofe Probenvolumina benutzt. Waren die DNA-Banden gut voneinander getrennt,
wurde das Gel unter schwaches UV-Licht gelegt und die gewiinschte DNA-Bande mit
dem Skalpell als Quader herausgeschnitten und in ein Eppendorfgeféfs iiberfiihrt.

Gelaufreinigung Fiir die Aufreinigung von DNA aus Agarosegelen wurde das Wi-
zardSV Gel and PCR Clean-Up System (Fa. Promega GmbH, Mannheim) verwen-
det. Hierzu wurde das Gewicht des isolierten Gelblocks bestimmt und mit dem
entsprechenden Volumen Bindungspuffer zusammen bei 65 °C im Thermomixer auf-
gelost. Anschlieffend wurden 700 ul Gellysat auf die vorbereitete Saule gegeben und
nach einer Inkubationszeit von 60s bei 15.000 x g zentrifugiert. Dieser Schritt wurde
wiederholt bis die gesamte DNA an die Sdulenmatrix gebunden war. Anschliefsend
wurde die Sdule zweimal nach Herstellerangaben mit Waschpuffer gewaschen und
schlieklich trocken zentrifugiert. Die Sdule wurde in ein neues Eppendorfgefafs iber-
fiihrt und die Sdulenmatrix mit 50 pl nukleasefreiem Wasser fiir 60 s bei Raumtem-
peratur inkubiert. Durch anschliefende Zentrifugation konnte das Fragment von der
Saule resuspendiert werden.
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3.2.2 Polymerase Kettenreaktion

Fiir die Amplifikation spezifischer DNA-Fragmente aus Templates wurde eine Poly-
merase Kettenreaktion mit geeigneten Primern durchgefiihrt.

Genotypisierungen wurden in der Regel mit der Tag DNA-Polymerase (Fa. Li-
fe Technologies GmbH, Darmstadt) durchgefiihrt. Hierfiir wurde entsprechend der
Probenanzahl ein Mastermix (Tab.3.1) vorbereitet und ein Standard-Programm
(Tab. 3.2) verwendet, mit dem Amplifikatgrofsen zwischen 500 und 1000 bp moglich
waren.

Tabelle 3.1: PCR-Mastermix fiir DNA-Polymerase Taq

Komponente Volumen Endkonzentration
Taq Polymerase 10x Puffer 2,51l 1x

MgCly 50 mM 0,75 pl 1,5mM
dNTPs 10 mM 0,5l 200 pM
Primer sense 10 pM 1,25l 0,5 uM
Primer antisense 10 pM 1,25l 0,5 nM

Tag DNA-Polymerase 5 U/nl 0,2nl 0,04 U /ul
dH,0 16,55 pl -
Template-DNA 1nl -
Endvolumen 25l -

Fiir die Amplifikation von PCR-Produkten, die fiir die Klonierung verwendet werden
sollten, wurde aufgrund ihrer Korrekturlesefunktion auf die DNA-Polymerase Prime-
STAR HS (Fa. Takara Bio Europe, Saint-Germain-en-Laye in Frankreich) mit einem
diesem Enzym angepassten Mastermix (Tab. 3.3) und Programm (Tab. 3.2) zurtick-
gegriffen. Die Elongationszeiten richteten sich nach der Grofe des zu erwartenden
PCR-Produkts. In Abhéangigkeit von der Qualitit der Template-DNA wurden auch
Hilfsstoffe, wie beispielsweise bis zu 5 % DMSO im PCR-Mix, zur Unterbindung von
DNA-Sekundarstrukturen eingesetzt.

Tabelle 3.2: Standard PCR-Programme

Tag-Polymerase PrimeSTAR-Polymerase
Phase Temp. Zeit Phase Temp. Zeit
Initiale Denaturierung 94°C 3min Initiale Denaturierung 94°C 3min
Denaturierung 94°C 30s Denaturierung 98°C 10s
Anlagerung 55°C 30s } 30x Anlagerung 55°C 58 } 30x
Elongation 72°C 30s Elongation 72°C 30s
Finale Elongation 72°C 3min Finale Elongation 72°C 3min
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Tabelle 3.3: Standard PCR-Mix fiir DNA-Polymerase PrimeSTAR HS

Komponente Volumen Endkonzentration
PrimeSTAR 5x Puffer 2,51l 1x
dNTPs 10 mM 4l 200 pM
Primer sense 10 nM 2,51l 0,5 pM
Primer antisense 10 pM 2,51l 0,5 pM
PrimeSTAR HS DNA-Polymerase 2,5 U/nl 0,51l 0,025 U /ul
dH,0 29,5 ul -
Template-DNA 1l -
Endvolumen 50l -

3.2.3 Primer

Das Primerdesign erfolgte mit Hilfe der Lasergene 8 Software (Fa. DNASTAR Inc,
Madison, USA) anhand von Plasmidkarten beziehungsweise Teilstiicken von geno-
mischen DNA-Sequenzen. Fiir die Klonierung erforderliche Schnittstellen von Re-
striktionsendonukleasen wurden als Linker in die Primersequenz eingefiigt. Mitun-
ter wurde auch ein wenige Basen umfassender Uberhang an die eigentliche, kom-
plementire Sequenz angehéngt und dieser ist wie eine Linker-Sequenz in Tabelle
3.4 durch Kleinschreibung hervorgehoben. Es wurde weitestgehend darauf geachtet,
dass PCR-Primer keine Sekundérstrukturen bildeten, die hinderlich fiir die PCR
sein konnten. Die Primersynthese wurde bei der Firma Furofins MWG Operon aus
Ebersberg in Auftrag gegeben und gelieferte Primer-DNA in einer Konzentration von
100 pM/pl in 10mM TRIS gelost bei -20°C gelagert. Fiir den Einsatz in der PCR
beziehungsweise zum Sequenzieren wurden entsprechend erforderliche Gebrauchs-
verdiinnungen angefertigt, die bei 4°C gelagert wurden. Die vom Hersteller angege-
bene, durchschnittliche Schmelztemperatur der Primer diente als Orientierung fiir
die Abschétzung der Anlagerungstemperatur in der PCR.
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Tabelle 3.4: Primer mit ihrer Sequenz und ihrem Verwendungszweck
(Linker /Baseniiberhénge durch Kleinschreibung hervorgehoben)

Name Sequenz Verwendung
HB1 GAGTGACCTGCATGCCCACAAGCTGTG Genotypisierung
HB2 GACCTGTGGAGACAGGAAGGGTCAGTG Genotypisierung
Hygro-s GGATATGTCCTGCGGGTAAA Genotypisierung
Hygro-as ACATTGTTGGAGCCGAAATC Genotypisierung
KS-3 gaccggtGTTTGGGAGGAGCTTGTG Klonierung
KS-4 CTCACCATGGATCCCATGGCAGA Klonierung
KS-5 gaccggt TGTGTGTTTGTACGTGAG Klonierung
KS-6 CCATGGATCCCATGGTGCACTTACAGTCA Klonierung
KS-7 TTGGTTCGTGTGTGAGCTTT Sequenzierung
KS-8 GCTGAACTTGTGGCCGTTTA Sequenzierung
KS-13 gacgtcGTCACAGAAGGCTC Klonierung
KS-14 tctagaCCTAGCTTCCCCATG Klonierung
KS-15 gacgtcCTCTCTTCCCTTGTT Klonierung
KS-16 ACCCCTCTCATGCCCATATT Sequenzierung
KS-17 TGCACGTGTTGTAGGTGTGA Sequenzierung
KS-18 TACCTTCTGGGATGCTGGAT Sequenzierung
KS-19 CATGTCAGAAAAAGGGGCTTG Sequenzierung
KS-20 GGAGGAGCTTGTGTGTGTGA Sequenzierung
KS-21 GAACTTCAGGGTCAGCTTGC Sequenzierung
KS-22 gocgttaattaa TCGACAGCCTGGTCT Klonierung
KS-23 ttatggecggccAAACCACAACTAG Klonierung
KS-24 AGGGTTTGAGCAAATCATCG Sequenzierung
KS-25 CAGCAAACTCCCCCTTGATA Sequenzierung
KS-26 TCAGGTTCAGGGGGAGGT Sequenzierung
KS-27 ACTCCAGGACGGAGTCAGTG Sequenzierung
KS-28 TGTGGAATTGTGAGCGGATA Sequenzierung
KS-29 CACAAGCTCCTCCCAAAC Sequenzierung
KS-30 GTTTTCCCAGTCACGACGTT Sequenzierung
KS-31 CCTGTGAGCAGGTGGAATTT Sequenzierung
KS-35 taccggt GCCATGGGATCCATGGT Klonierung
KS-36 agTACCGGTGCCATGGGATCCATGGT Klonierung
KS-37 taccggt GCCATGGGATCCCAT Klonierung
KS-38 TCCCTGGCCAATAGTCTCTAGCA Klonierung
NV-65 CTTGTACAGCTCGTCCATGCC Klonierung
tqm-s GAAGGATGTCAGGAGAATGAGCAT RT-PCR

tqm-as CATCAATGTACTTTATCATGTCTGGATCT  RT-PCR

vil-s TCATGGACCAACACAAGCTC Genotypisierung
vil-as CACAAAACTGAAATCTCCCTCTC Genotypisierung
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3.2.4 DNA-Modifikation

Restriktionsenzymverdau Zur Gewinnung von Klonierungsfragmenten oder fiir
die Analyse von Plasmiden wurde DNA mit Restriktionsendonukleasen geschnitten,
die von der Firma Promega GmbH aus Mannheim beziehungsweise New England
Biolabs GmbH aus Frankfurt am Main bezogen wurden. Eine Standardreaktion fiir
einen Kontrollverdau wurde geméfs der Produktbeschreibung wie in Tabelle 3.5 an-
gesetzt und bei 37°C fiir mindestens eine Stunde inkubiert. Zur Gewinnung eines

Tabelle 3.5: Standard-Restriktionsenzymverdau

Komponente Volumen Endkonzentration
10x Puffer 5pul 1x

10x BSA 5pul 1x
Restriktionsenzym 10 U/pl 1pl 10U/1pg DNA
Plasmid-DNA 1yl 1pg/pl

dH,0 381l .
Endvolumen 50 ul -

Fragments fir die Klonierung wurden die DNA-Menge und Enzymkonzentration
entsprechend erhoht, da in der Regel nach dem enzymatischen Verdau erheblich
DNA-Verlust durch anschliefsende praparative Gelelektrophorese und Aufreinigung
zu erwarten waren. Bei einem Doppelverdau wurden vom Hersteller empfohlene,
fiir beide Enzyme kompatible Puffer verwendet. Wenn bei einem Doppelverdau fiir
die verwendeten Enzyme kein kompatibler Puffer vorhanden war, wurde der Verdau
nacheinander durchgefiihrt. Nach dem ersten Restriktionsverdau wurde der Ansatz
in der Mikrodialyse entsalzt. Hierfiir wurde ein Mikrodialyse-Membranfilter VSWP
mit einer Porengrofe von 0,0025 um (Fa. Merck KGaA, Darmstadt) mit der glén-
zenden Seite nach oben in eine mit destilliertem Wasser gefiillte Petrischale gelegt.
Anschliefsend wurde der zu entsalzende Reaktionsansatz auf den Membranfilter auf-
getragen und nach 30 min wieder abgenommen. Im Anschluss erfolgte der Verdau
mit dem zweiten Enzym im geeigneten Puffer.

DNA-Fragmentenden ohne Baseniiberhang Waren die gewéhlten Restriktions-
schnittstellen von Vektor und Insert fiir eine Ligation nicht kompatibel, wurden mit
Hilfe der T4 DNA-Polymerase (Fa. Thermo Fischer Scientific GmbH, Schwerte) oder
der DNA Polymerase I Large Klenow-Fragment (Fa. Promega GmbH, Mannheim)
nach Herstellerangaben die Fragmentenden aufgefiillt beziehungsweise der Basen-
iiberhang entfernt. Anschliefsend konnte eine blunt zu blunt Ligation durchgefiihrt
werden.
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Dephosphorylierung von Vektoren Vektoren, die fiir die Ligation mit einem
Insert durch Restriktionsverdau gedffnet wurden, sind vor der Ligation an den
Plasmidenden dephosphoryliert worden, um eine Religation zu vermeiden. Die ver-
wendete thermosensitive, alkalische Phosphatase FastAP (Fa. Thermo Fischer Scien-
tific GmbH, Schwerte) war in den meisten Restriktionsenzympuffern aktiv und wur-
de am Ende des Restriktionsverdaus mit einer Endkonzentration von circa 1 U pro
1ng DNA in das Reaktionsgemisch gegeben und fiir weitere 15 min bei 37 °C inku-
biert. Die Inaktivierung des Enzyms erfolgte durch eine Inkubation von 5min bei
75°C.

3.2.5 Ligation

Eine Ligation von DNA-Fragmenten in Vektoren erfolgte mit der Quick T4 DNA-
Ligase (Fa. New England Biolabs GmbH, Frankfurt am Main) nach Herstelleran-
gaben. Fiir einen Ligationsansatz von 20 pl wurden dephosphorylierter Vektor und
das Insert in einem molaren Verhéltnis von 1 zu 3 eingesetzt und fiir 5-10 min bei
Raumtemperatur inkubiert. Der Ligationsansatz wurde mit 200 nl Buthanol geféllt,
zentrifugiert und das Pellet mit 70 % Ethanol gewaschen. Die ligierte DNA wurde
in circa 5-10 pl 10 mM TRIS gel6st und zur Transformation in Bakterien verwendet.
Als Religationskontrolle wurde ein Ansatz ohne Insert mitgefiihrt.

3.2.6 Transformation und Retransformation

Die Transformation erfolgte in chemisch kompetenten DHb5a-E. coli-Bakterien, die
durch CaCly-Methode gewonnen, bei -80 °C gelagert und zur Transformation auf Eis
aufgetaut wurden.

Der Ligationsansatz und 50 pl kompetente Zellen wurden gemischt und fiir 30 min
auf Eis inkubiert. Der Transformationsansatz wurde anschliefsend fiir 1 min bei 42 °C
im Wasserbad inkubiert und danach weitere 5min auf Eis gestellt. Die transfor-
mierten Zellen wurden mit 900 pl LB-Medium bei 37 °C fiir mindestens 30 min fir
eine optimale Resistenzexpression vorinkubiert und dann auf Selektionsagarplatten
ausgestrichen. Diese Platten wurden iiber Nacht bei 37 °C inkubiert. Fiir eine Re-
transformation wurden in etwa 50ng eines Plasmids mit chemisch kompetenten
DHba-FE. coli gemischt und wie beschrieben die Transformation durchgefiihrt.

3.2.7 Subklonierung von Amplifikaten aus einer Polymerase
Kettenreaktion

PCR-Amplifikate fiir die Klonierung wurden in der Regel nicht direkt mit Restrik-
tionsenzymen verdaut, sondern blunt in einen EcoRV eroffneten pBluescript IT KS-
Vektor subkloniert, der iiber ein Ampicillin-Resistenzgen und ein LacZ-Gen verfiigte
(Short et al. 1988). Nach der Transformation in chemisch kompetente DH5a-FE. coli
konnten positive Kolonien durch Blau-Weift Selektion relativ schnell identifiziert und
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in Fliissigkulturen angeimpft werden. Durch Restriktionsverdau des subklonierten
Plasmids konnte zudem das Vorhandensein der richtigen Schnittstellen im Agarose-
gel einfacher kontrolliert werden als beim Direktverdau des urspriinglichen PCR-
Produktes.

3.2.8 Blau-WeilR Selektion

Die Selektion von Bakterienkolonien erfolgte nicht nur mit Hilfe von Antibiotika-
zusatzen im Agar sondern bei Subklonierungen zusétzlich mit der Blau-Weii-Se-
lektion. Wahrend der Vorinkubation der transformierten Bakterien aus der Subklo-
nierung wurden die Selektionsagarplatten mit IPTG /X-Gal-Gebrauchslésung vorbe-
reitet. Hierzu wurden 300 pnl Gebrauchslosung auf der Agarplatte ausgestrichen und
bei Raumtemperatur inkubiert, bis die Losung vollstéandig eingezogen war. Anschlie-
fsend konnte die vorinkubierte Bakteriensuspension ausgestrichen und iiber Nacht bei
37 °C inkubiert werden. Positive Kolonien mit erfolgreicher Subklonierung waren am
Folgetag durch weifse Farbe einfach von den blauen Kolonien ohne Integration der
Fremd-DNA abgrenzbar und wurden in Fliissigkultur angeimpft.

3.2.9 Bakterienfliissigkultur

Mit Hilfe eines Zahnstochers oder einer Pipettenspitze wurden Einzelkolonien von
einer Agarplatte aufgenommen und in Reagenzglésern mit 4 ml LB-Medium, welches
mit Selektionsantibiotikum Ampicillin in einer Konzentration von 100 pg/ml versetzt
war, angeimpft. Die Kulturen wurden iiber Nacht bei 37°C im Schiittelinkubator
inkubiert. Fiir grofsere Kulturvolumina wurden Erlenmeyerkolben verwendet.

3.2.10 Plasmidprdparation aus Bakterienkulturen

Mini-Praparation Eine iiber Nacht inkubierte Bakterienkultur von 4 ml wurde in
2ml Eppendorfrohrchen bei 15.000x g abzentrifugiert. Die Plasmidpraparation er-
folgte nach der Methode der alkalischen Lyse. Zunéchst wurde das Bakterienpellet in
250 nl Resuspensionspuffer P1 resuspendiert. Dieser Ansatz wurde mit 250 pl Lysis-
puffer P2 versetzt und mehrfach geschwenkt, um die Zellenwénde aufzuschliefien.
Anschliefsend wurden 250 pl Neutralisationspuffer P3 hinzugegeben und nach kurz-
em Schwenken fiir 10min bei 4°C zentrifugiert. Der Uberstand wurde in ein neues
Roéhrchen iiberfiihrt und mit circa 500 pl Isopropanol vermengt. Nach mehrfachem
Schwenken und kurzer Inkubation bei Raumtemperatur wurde der Ansatz fiir 10 min
zentrifugiert. Das Plasmidpellet wurde mit 70 % Ethanol gewaschen und luftgetrock-
net. Schlieflich wurde die Plasmid-DNA in 50 pl 10 mM TRIS resuspendiert und war
so fiir Sequenzierungen oder Klonierungen einsetzbar.
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Midi-Praparation Die Plasmidisolierung im groferen Mafsstab und fiir die Zell-
kultur erfolgte mit dem Gene Elute HP Plasmid Midiprep Kit (Fa. Sigma-Aldrich
Biochemie GmbH, Hamburg). Ein iiber Nacht inkubierte Bakterienkultur von et-
wa H0ml wurde in Zentrifugenrohrchen abzentrifugiert und das Bakterienpellet in
4 ml Resuspensionspuffer gelost. Anschliefend wurden durch Zugabe von 4 ml Lysis-
puffer und mehrmaliges Schwenken die Zellen lysiert. Nach einer Inkubation von
5min bei Raumtemperatur erfolgte die Neutralisation durch Hinzufiigen von 4 ml
Neutralisationspuffer. Nach mehrmaligem Schwenken wurde die Losung mit 3ml
Bindungspuffer versetzt, geschwenkt und fiir 5min bei Raumtemperatur inkubiert.
Wiéhrenddessen wurden 3ml Saulenpuffer auf die Sdule gegeben und bei 3.000x g
fiir 2min zentrifugiert. Anschliefend wurden nacheinander jeweils 4 ml des Lysats
durch eine Filterspritze auf die Saule filtriert und bei 3.000x g fiir 2 min zentrifu-
giert. Es erfolgten zwei Waschschritte mit je 4 ml der Waschlésung 1 und 2, bevor
die Séule fiir die Elution in ein neues Rohrchen iiberfithrt wurde. Durch Zugabe
von 1ml Elutionspuffer wurde bei 3.000xg die Plasmid-DNA von der Sdulenma-
trix gelost. Zur Erh6hung der DNA-Konzentration wurde die Losung mit 100 nl 3 M
Natriumacetat versetzt. Anschlieffend erfolgte durch Zugabe von 700 ul Isopropanol
und Zentrifugation bei 15.000x g fiir 30 min bei 4°C die Féllung. Das DNA-Pellet
wurde in 1,5ml 70 % Ethanol gewaschen, kurz luftgetrocknet und anschliefend in
50 nl nukleasefreiem Wasser resuspendiert.

3.2.11 Nukleinsaurekonzentrationsmessung und -abschdtzung

Die DNA- und RNA-Konzentrationsmessung erfolgte an einen Nanophotometer.
Hierfiir wurde mit dem entsprechenden Puffer, in dem die Nukleinsdure gelost war,
das Gerat kalibriert und anschlieffend 1pl der Probe zur Messung verwendet. Ge-
gebenenfalls wurde bei sehr hoher Nukleinsdurekonzentration eine 1:10 Verdiinnung
angefertigt beziehungsweise zu gering konzentrierte Proben durch Vakuumzentri-
fugation aufkonzentriert. Alternativ konnte die Konzentration einer Nukleinsdure-
probe auch im Agarosegel abgeschétzt werden. Hierfiir wurden in der Regel 2 pl der
Probe parallel mit 10 pl des Grofenmarkers 1kb Plus DNA Ladder (Fa. Life Tech-
nologies GmbH, Darmstadt) in einem Agarosegel elektrophoretisch aufgetrennt. An-
schlieffend wurde die Bandenintensitat der Probe mit der 650 bp-Bande des Markers,
die einer Konzentration von 40 ng/nl entsprach, verglichen. Anhand des Verhéltnis-
ses konnte die Ausgangskonzentration der Probe ermittelt werden.

3.2.12 Sequenzierung

Die Sequenzierung der fertigen transgenen Konstrukte beziehungsweise der subklo-
nierten Vektoren erfolgte durch die Firma Eurofins MWG Operon aus Ebersberg.
Hierfiir wurden DNA-Proben in einer Konzentration von 50-100 ng eingesandt und
mit Standardprimern beziehungsweise eigenen Sequenzierungsprimern sequenziert.
Die Auswertung erfolgte mit der Lasergene 8 Software (Fa. DNASTAR Inc, Madison,
USA).
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3.3 Klonierung der transgenen Konstrukte

3.3.1 Tcr-Deletionskonstrukte

Mit Hilfe von geeigneten Primern wurden mit dem Transgen Tgll (zur Verfiigung
gestellt durch Prof. Dr. B.G. Herrmann, Max-Planck-Institut fiir molekulare Genetik
in Berlin) als Template die beiden Deletionsfragmente per PCR amplifiziert und sub-
kloniert.

Tabelle 3.6: Sperzifikationen fiir die PCR der Tcr-Deletionsfragmente

Deletionsfragment Grofie Primerpaar

dell 688bp KS-13/KS-14
del2 447bp  KS-15/KS-14

Die Wahl der Primer erfolgte so, dass ein Deletionsfragment dell, in dem nur noch
die regulatorische Doméne von Tecr und Teile des Introns erhalten waren, und ein
Deletionsfragment del2, bestehend aus der partiellen regulatorischen Tcr-Doméne
und Teilen des Introns, entstanden. Die verwendeten Primer fiigten durch eingebau-
te Linker dem jeweiligen Fragment am 5-Ende eine AatlIl-Schnittstelle und am 3’-
Ende eine Xbal-Schnittstelle hinzu. Das Ausgangskonstrukt Tgll wurde AatIl und
Xbal verdaut und dabei ein Fragment bestehend aus dem vollstandigen Tcr-ORF
und Teilen des auf ihn folgenden Introns herausgeschnitten. Die Deletionsfragmente
wurden mit Aatll und Xbal aus den Subklonierungsvektoren herausgelost und je-
weils in den erdffneten Tgll-Vektor ligiert (Abb. 4.4, Seite 55).

Fiir den Rekombinase-vermittelten Kassettenaustausch in den ColA1-Locus von
ES-Zellen wurden beide Deletionskonstrukte und das Ausgangskonstrukt Tgll mit
Sall-Notl-Verdau aus ihren Vektoren herausgelost und in den von Prof. Dr. B.G.
Hermann (Max-Planck-Institut fiir molekulare Genetik in Berlin) zur Verfiigung
gestellten Targetingvektor pPGK-2FRT-ins, der mit den selben Enzymen gedffnet
wurde, ligiert (Vgl. Abb.4.2).

3.3.2 5’-UTR-Deletionskonstrukte

Mit den Restriktionsenzymen Bgll und Sall wurde ein 5’-UTR-Fragment aus dem
Transgen Tg9 (zur Verfiigung gestellt durch Prof. Dr. B.G. Herrmann, Max-Planck-
Institut fir molekulare Genetik in Berlin) herausgeschnitten, das den T'cr-Promoter,
die vollstandige 5-UTR von Tcr, ein GFP sowie ein sechsfaches Myc-Epitop umfass-
te. Des weiteren wurde der Expressionsvektor pSV-Sport-1 (zur Verfiigung gestellt
durch Prof. Dr. B.G. Herrmann, Max-Planck-Institut fiir molekulare Genetik in Ber-
lin) mit den Restriktionsenzymen NotI und Sall gedffnet und anschliefend mit dem
5-UTR-Fragment aus Tg9 ligiert. Die nicht kompatiblen DNA-Enden wurden vorher
von Baseniiberhédngen befreit. Auferdem wurde der Tcr-Promoter gegen einen Prot-
amin 1-Promoter iiber einen Sall-Agel-Doppelverdau ausgetauscht. Hierfiir stand
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ein Subklonierungsvektor von Dr.Y.Charron (Max-Planck-Institut fiir molekulare
Genetik in Berlin) zur Verfiigung, aus dem die gewiinschte Protamin 1-Promoter-
sequenz mit den selben Enzymen, also Sall und Agel, herausgelost wurde. Damit war
das Transgen Tg5’-UTR als Basiskonstrukt fertiggestellt und diente als Ausgangs-
punkt fiir die Klonierung der verschiedenen 5’-UTR-Deletionen (Abb. 4.15, Seite 67).
Mit Hilfe von geeigneten Primerpaaren wurden die 5-UTR-Deletionen A, B und C
aus dem Basiskonstrukt heraus in einer PCR amplifiziert. Der sense-Primer enthielt
jeweils eine Agel- und der antisense-Primer eine XcmlI-Schnittstelle.

Tabelle 3.7: Spezifikationen fiir die PCR der 5’-UTR-Deletionsfragmente

Deletionsfragment Grofie Primerpaar

5-UTR-A 350bp  KS-3/KS4
5-UTR-B 226bp  KS-5/KS4
5-UTR-C 135bp  KS-3/KS-6

Die Deletionsfragmente wurden mit einem Agel-XcmlI-Doppelverdau aus ihrem Sub-
klonierungsvektor herausgelost und gegen die vollstéindige 5’-UTR des Basiskon-
struktes ausgetauscht, so dass die drei Deletionskonstrukte Tgh-UTR-A, Tg5-UTR-
B und Tgh’-UTR-C entstanden. Bei der Klonierung des Konstruktes TgdeltalU muss-
te zum Erhalt der Kozak-Sequenz um das Start-Codon ein weiterer Klonierungs-
schritt eingefiigt werden (Abb. 4.15 unten). Hierfiir wurde mit Hilfe der Primer KS-35
und NV-65 ein Fragment aus dem Basiskonstrukt, bestehend aus der Kozac-Sequenz
und GFP, amplifiziert, subkloniert und anschlieflend mit einem Agel-BsrGI-Doppel-
verdau das Insert herausgelost. Mit den Enzymen Agel und BsrGI wurden dem Ba-
siskonstrukt die komplette 5-UTR und das GFP entfernt und durch das Insert ohne
5-UTR ersetzt. Fiir den Rekombinase-vermittelten Kassettenaustausch in ES-Zellen
war es notig die Konstrukte in ein ColA 1-Targetingvektor pPGK-2FRT-ins (zur Ver-
fiigung gestellt durch Prof. Dr. B.G. Herrmann, Max-Planck-Institut fiir molekulare
Genetik in Berlin) zu tiberfithren. Hierfiir wurden alle 5’-UTR-Deletionskonstrukte
mit den Primern KS-22 und KS-23 amplifiziert und subkloniert. Nun konnte das
jeweilige Transgen durch einen Pacl-Fsel-Doppelverdau herausgelost und in den
ebenfalls mit Pacl und Fsel eroffneten Targetingvektor ligiert werden.

3.3.3 Tcr-Konstrukte mit 5'-UTR-Deletionen

Als Ausgangspunkt fiir die Klonierung dienten die 5’-UTR-Deletionskonstrukte. Die
5’-UTR-Deletionsfragmente A, B und C wurden jeweils zusammen mit dem Prota-
min 1-Promoter aus den jeweiligen Transgenen Tgh-UTR-A, -B und -C mit Smal
und BamHI herausgelost und in Tgll (zur Verfiigung gestellt durch Prof. Dr. B.G.
Herrmann, Max-Planck-Institut fiir molekulare Genetik in Berlin) ligiert, aus dem
zuvor der T'cr-Promoter und die gesamte 5’-UTR durch EcoRV-BamHI-Verdau ent-
fernt wurden. Anschlieffend wurde der Tcr-Promoter aus Tgl1 mit Sall- Agel heraus-
gelost und im Austausch gegen den Protamin 1-Promoter in die neuen Konstrukte
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zuriick kloniert, ein Umweg, der aufgrund von fehlenden Schnittstellen erforderlich
war (Abb.4.21, Seite74). Fiir die komplette Deletion der 5-UTR im Konstrukt
Tgll wurde mit Hilfe der Primer KS-37 und KS-38 ein Fragment amplifiziert, das
aus dem Myc-Epitop und Teilen der katalytischen Doméne von T'cr bestand. Dieses
PCR-Produkt wurde subkloniert und das gewiinschte Insert mit Agel-Mscl heraus-
geschnitten. Das Ausgangskonstrukt Tgll wurde mit Agel und Mscl verdaut, dabei
wurde die gesamte 5’-UTR, das Myc-Epitop und Teile der katalytischen Doméa-
ne entfernt und gegen das Insert ohne 5-UTR ausgetauscht. Die so entstandenen
Tg11-5-UTR-Deletionskonstrukte wurden wie die 5-UTR-Deletionskonstrukte in
den Targetingvektor pPGK-2FRT-ins (zur Verfiigung gestellt durch Prof. Dr. B.G.
Herrmann, Max-Planck-Institut fiir molekulare Genetik in Berlin) kloniert und zur
Transfektion von ES-Zellen eingesetzt.

3.3.4 Tcr-Konstrukt mit Protamin 1-Promoter

Fiir dieses Konstrukt wurde Tgl1(zur Verfiigung gestellt durch Prof. Dr. B.G. Herr-
mann, Max-Planck-Institut fiir molekulare Genetik in Berlin) mit Sall und Agel
verdaut, um den Tcr-Promoter zu entfernen und mit einem Protamin 1-Promoter
aus dem 5’-UTR-Basiskonstrukt mit Hilfe von Sall und Agel herausgelost, ligiert
(Abb. 4.25, Seite 79). Das fertige Konstrukt Tgl1-P1P wurde mit Hilfe von Sall- und
Notl-Verdau in den Targetingvektor pPGK-2FRT-ins (zur Verfiigung gestellt durch
Prof. Dr. B.G. Herrmann, Max-Planck-Institut fiir molekulare Genetik in Berlin)
kloniert und war somit bereit fiir den Kassettenaustausch in der Zellkultur.

3.4 Spezielle molekularbiologische Methoden

3.4.1 Isolation von RNA aus Gewebeproben

Die Extraktion von Gesamt-RNA aus gefrorenen Gewebeproben wurde mit TRIzol
Reagent (Fa. Life Technologies GmbH, Darmstadt) durchgefiihrt. Eine Gewebepro-
be mit einem Gewicht von circa 100 mg (entspricht in etwa einem halben Mausho-
den) wurde mit 1 ml TRIzol Reagent und einer Metallkugel in ein 2 ml Eppendorf-
rohrchen gegeben und dann in einem Gewebelysierer fiir mindestens 2 min bei einer
Frequenz von 20 Bewegungen pro Sekunde homogenisiert, bis das Gewebe gleichmé-
ig aufgelost war. Das Gewebelysat wurde fiir 5 min bei Raumtemperatur inkubiert.
Daraufhin wurden 200 pl Chloroform zum Lysat pipettiert und das Rohrchen 15s
geschwenkt bevor eine weitere Inkubation von 2-3 min bei Raumtemperatur erfolgte.
Im Anschluss wurde das Gemisch bei 12.000x g bei 4 °C zentrifugiert. Es bildeten
sich drei Phasen, wobei die im wissrigen Uberstand geléste RNA in ein neues Ge-
fafs iiberfithrt wurde. Schlieflich erfolgte die RNA-Prezipitation durch Zugabe von
500l Isopropanol. Das Gemisch wurde 10 min bei Raumtemperatur inkubiert und
dann eine Zentrifugation bei 12.000x g bei 4 °C fiir 10 min durchgefiihrt. Der Uber-
stand wurde abgenommen, das RNA-Pellet mit 1 ml 75 % Ethanol gewaschen und
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bei 7.500x g bei 4 °C zentrifugiert. Das RNA-Pellet wurde bei Raumtemperatur fiir
einige Minuten luftgetrocknet und dann in 70-100 pl Wasser, frei von RNasen, re-
suspendiert. Fiir eine gute Resuspension wurde die Losung bei 55°C fiir 30 min
inkubiert.

Zur Ermittlung der Konzentration wurden die isolierte RNA am Nanophotometer
gemessen. Eine gute RNA-Extraktionsausbeute lag vor, wenn der Quotient aus dem
260 nm- und 280 nm-Wert zwischen 1,6 und 1,8 lag. Die Konzentration in pg/ml er-
rechnete sich aus dem Produkt des 260 nm-Wertes, dem Verdiinnungsfaktor (sofern
vorhanden) und der Konstante 40.

3.4.2 DNase-Behandlung

Fiir den Einsatz der Gesamt-RNA aus Gewebe in einer RT-PCR war eine DNase-
Behandlung erforderlich und diese erfolgte mit dem DNA-free Kit (Fa. Life Tech-
nologies GmbH, Darmstadt). Hierbei wurde RNA in einer Gesamtmenge von 10 pg,
5nl 5x Reaktionspuffer, 1l DNasel gemischt und mit nukleasefreiem Wasser bis
zu einem Gesamtvolumen von 50l aufgefiillt. Die Reaktion wurde fiir 30 min im
Thermomixer bei 37°C inkubiert und anschliefsend erfolgte die Inaktivierung des
Enzyms durch Zugabe von 5 ul DNase-Reagenz. Die Inaktivierung wurde unter stan-
diger Durchmischung bei Raumtemperatur fiir 2-3 min durchgefiihrt und danach bei
10.000x g fiir 1,5 min zentrifugiert. Die reine RNA wurde als Uberstand in ein neues
Eppendorfgefaf iiberfithrt und bei -80 °C gelagert.

3.4.3 cDNA Synthese

Die reverse Transkription wurde mit dem First Strand ¢cDNA Synthesis Kit (Fa.
Thermo Fischer Scientific GmbH, Schwerte) durchgefithrt. Zu 13 ul DNase behan-
delter RNA wurden 1yl oligo dT-Primer, 11l dANTP-Mix, 4 pnl 5x RT-Puffer und 1l
Enzym-Mix pipettiert. Dieser sogenannte RT@® Ansatz wurde im Thermozykler fiir
30 min bei 50 °C inkubiert und anschlieffend bei 85 °C fiir 5 min hitzeinaktiviert. Als
Kontrolle der DNase-Behandlung wurde parallel von jeder Probe ein Ansatz RTS
ohne Enzym-Mix mitgefiihrt. Die cDNA konnte nun als Template in einer PCR mit
transkriptspezifischen Primern eingesetzt werden. Die Lagerung von cDNA erfolgte

bei -80°C.

3.4.4 Dig-markierte RNA-Sonden fiir in situ Hybridisierungen

Fir die in situ Hybridisierung wurde Vektoren mit integrierter Sonden-DNA ver-
wendet (Tab.3.8). Entsprechend der vorhandenen Promotersequenzen fiir RNA-
Polymerasen im Vektor und der Integrationsorientierung der Sonden-DNA wurde
die fiir eine in vitro Transkription geeignete RNA-Polymerase (T3- oder T7-RNA-
Polymerase von Fa. Promega GmbH, Mannheim) ermittelt, um eine Antisense-RNA-
Sonde synthetisieren.
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Tabelle 3.8: Verwendete in situ-Sonden

Sonde Spezifikationen Herkunft

Smokl pTOPO-smok mit smokl-cDNA Véron et al. 2009
Myc pTOPO-myc mit myc-Epitop-DNA  Véron et al. 2009

Mit einem Restriktionsenzym, das downstream des antisense-Stranges schneidet,
wurde das Plasmid linearisiert, aus dem Agarosegel isoliert und 1,5 pg in der Sonden-
synthese verwendet.

Die in vitro Transkription wurde wie in Tabelle 3.9 angesetzt und bei 37 °C fiir cir-
ca zwei bis drei Stunden in einem Thermomixer inkubiert. Anschlieffend wurde der
Ansatz mit 3 nl RNase-freier DNase I (Roche Deutschland Holding GmbH, Grenzach-
Wyhlen) versetzt und weitere 15 min bei 37 °C inkubiert. Zur Aufreinigung tiber illus-
tra ProbeQuant G-50 Micro-Séulen (GE Healthcare Europe GmbH, Freiburg) wurde
der Ansatz mit 20 pl Puffer Typ 1 aufgefiillt und nach Herstellerangaben {iber die
Gelmatrix aufgereinigt. Fiir die Kontrolle im Gel wurden dem Transkriptionsansatz
je 2nl vor und nach DNase-Verdau, sowie nach Saulenaufreinigung entnommen.
Auferdem konnte anhand der Agarosegelkontrolle die Abschitzung der Sonden-
konzentration erfolgen und daran die Verdiinnung in der in situ Hybridisierung
orientiert werden. Die fertige RNA-Sonde wurde aliquotiert und weitestgehend auf
Trockeneis beziehungsweise bei -80°C gelagert.

Tabelle 3.9: RNA-Sondensynthese durch in vitro Transkription

Komponente Volumen Endkonzentration
Template-DNA 1,5 g x pl 0,05 pg/npl

5x RNA-Polymerase Puffer 6l 1x

DTT 100 mM 3pl 10 mM /ul
RNase-Inhibitor 30 U/pl 1,5pul 1,5U0/nl
dNTPs 4 mM 3nl 0,5mM /ul
Dig-UTP/UTP 4 mM 0,75 ul 0,1 mM /ul
RNA-Polymerase 20 U /ul 1,5l 1U/ul

dH>0 4,25l -
Endvolumen 30 ul -

3.4.5 Sonden fiuir Southern Blot und Dot Blot

Fiir den Southern Blot, der zur Uberpriifung der richtigen Transgenintegration in
ES-Zellen diente, beziehungsweise fiir die Dot-Blot-Genotypisierung, wurden Hybri-
disierungssonden genutzt, die im 5’- beziehungsweise 3’-Bereich des Integrationsortes
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binden (Tab.3.10). Die im Rahmen dieser Arbeit verwendeten Sonden ColAl und
Col3’ probeBSKS wurden als externe Southern Blot-Sonden zur Uberpriifung der

korrekten Transgenintegration eingesetzt. Fiir die Dot Blot-Analyse kam neben der
ColA1-Sonde als Ladekontrolle noch eine transgenspezifische Sonde gegen das Gen
Hygromycin zum Einsatz. Eine circa 500 bp grofe Sequenz wurde hierfiir mit den Pri-

mern Hygro-s/ Hygro-as direkt aus dem Targetingvektor pPGK-2FRT-ins (Prof. Dr.
B.G. Herrmann, Max-Planck-Institut fiir molekulare Genetik in Berlin) amplifiziert

und subkloniert. Generell wurde die Sonden-DNA mit geeigneten Enzymen aus dem

jeweiligen Plasmid herausgelost und in einer praparativen Gelelektrophorese isoliert.

Nach Konzentrationsbestimmung war die DNA fiir die Markierung mit radioaktiven

Nukleotiden bereit (siehe 3.5.7).

Tabelle 3.10: verwendete Sonden fiir Southern- und Dot Blot

Herkunft

Sonde Spezifikationen
ColA1 5’-Sonde fiir ColA1-Integra-
tion

Col3’ probeBSKS 3’-Sonde fiir ColAI-Integra-
tion

Hygro aus dem pPGK-2FRT-ins-
Vektor amplifiziert und
subkloniert fiir den Dot Blot
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3.5 Zellkultur

3.5.1 Zusammensetzung verwendeter Zellkulturmedien

Tabelle 3.11: Zusammensetzung von Zellkulturmedien

Medium Zusammensetzung

Bicarbonat free DMEM Puder in 11 Wasser gelost, 10 ml Hepes 1 M, ste-
ril filtriert

Einfriermedium fiir EF 90 ml Feedermedium, 10 ml DMSO

Einfriermedium fir ES 90 ml ES-Zell-Medium, 10 ml DMSO

Einfriermedium fiir Platten 60 ml Bicarbonat free DMEM mit 10 mM Hepes,
20ml FCS fir ES-Zellen, 20 ml DMSO

ES-Zell-Medium 400 ml Knock-Out™ DMEM, 75 ml FCS fiir ES-

Zellen, 5ml Pen/Strep, 5ml NEAA, 5 ml frisches
10mM B-ME, 5ml Nukleoside, 5ml Glu, 50 nl

LIF

Feedermedium 500ml DMEM, 55ml FCS fiir EF, 5,5ml Glu,
5,5 ml Pen/Strep

Gelatine 0,1 % 20 ml 2 % Gelatine, 380 ml Wasser, steril filtriert

Resuspendiermedium fiir Platten 80ml Bicarbonate free DMEM 10mM Hepes,
20ml FCS fiir ES-Zellen

Selektionsmedium ES-Zell-Medium, 140 ng/ml Hygromycin

3.5.2 Allgemeine zellbiologische Methoden

Arbeitsbedingungen Alle Zellkulturarbeiten wurden an einer sterilen Werkbank
ausgefiihrt. Es wurden sterile Einmalpipetten und Kulturschalen verwendet und vor
jedem Arbeitsbeginn Hande, Werkbank und Absaugvorrichtung mit 70 % Ethanol
gereinigt, um bakterielle Kontaminationen zu vermeiden. Aus diesem Grund wurden
auch alle verwendeten Materialien, Medien und Losungen steril im Handel bezogen
oder iiber Sterilfilter sterilisiert. Die Lagerung von Medien und Zusétzen erfolgte
bei -20 °C beziehungsweise 4 °C. Vor dem Einsatz eines Kulturmediums wurde die-
ses im Wasserbad bei 37 °C angewérmt. Die Kultivierung der Zellen in Kulturschalen
erfolgte in Brutschranken bei 37°C, 7,5% CO, Atmosphére und konstanter Luft-
feuchtigkeit. Zur Kontrolle des Wachstums von Zellen wurde ein Inversmikroskop
verwendet. Je nach Wachstum wurde regelméfig das Medium gewechselt, die Zellen
passagiert beziehungsweise eingefroren, dabei kamen den verwendeten Kulturscha-
len angemessene Volumina des jeweiligen Mediums zum Einsatz. Zellsuspensionen
wurden in der Regel in 15 ml oder 50 ml Zentrifugenréhrchen bei 1.000x g und 4°C
fiir 5min zentrifugiert.
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Auftauen Die im Gefrierrhrchen eingefrorenen Zellen wurden kurz im Wasserbad
bei 37°C aufgetaut und die Zellsuspension rasch in circa 5ml Medium {iberfiihrt.
Die verdiinnte Zellsuspension wurde fiir 5 min zentrifugiert, iberstehendes Medium
mit enthaltenem DMSO abgesaugt und das Zellpellet in Medium resuspendiert und
auf Zellkulturschalen ausgesét.

Passagieren Zum Ablosen der Zellen von der Kulturschale wurde das Kulturme-
dium entfernt und die Zellen zweimal mit DPBS gewaschen. Anschliefsend wurde
Trypsin auf die Zellen gegeben und gut verteilt. Nach einer Inkubation von mindes-
tens 5 min im Brutschrank wurde die Ablosung der Zellen mikroskopisch kontrolliert.
Die Reaktion wurde durch Zugabe von Medium mit FCS beendet und die Zellsus-
pension mit einer Pipette in eine Zentrifugenréhrchen tiberfithrt. Nach der Zentri-
fugation wurde der Uberstand abgesaugt und das Zellpellet in geeignetem Volumen
Kulturmedium resuspendiert und auf neue Kulturschalen ausgesét. Die mdoglichst
homogene Zellsuspension war die Voraussetzung fiir die gleichméfige Zellverteilung
in der Kulturschale.

Einfrieren und Lagerung Zum Einfrieren von Zellen wurden diese, wie beschrie-
ben, mit Trypsin von der Kulturschale gelost und nach dem Abzentrifugieren in
Einfriermedium, welches dem Zelltyp entsprechend zusammengesetzt war, resus-
pendiert. Die Zellsuspension wurde ziigig in Gefrierréhrchen tiberfiihrt und in einem
mit Isopropanol gefiillten Einfrierbehélter bei -80°C schonend eingefroren. Nach
einem Tag bei -80 °C wurden die Rohrchen zur dauerhaften Lagerung in einen Stick-
stofftank iiberfiihrt.

3.5.3 Vorrat an Feederzellen

Der Vorrat an embryonalen Fibroblasten, den sogenannten Feederzellen, wurde mit
moglichst frithen Passagen (Passage 0-2) auf 150 mm-Kulturschalen angefertigt. Die
Zellen wurden aufgetaut, in etwa 40 ml Medium resuspendiert und auf einer 150 mm-
Schale kultiviert. Bei ausreichender Zellkonfluenz wurden die Zellen von der Kultur-
schale abgeldst und zur Expansion auf fiinf neue 150 mm Kulturschalen ausgesit. So
wurde je nach Wachstumsgeschwindigkeit der Zellen weiter verfahren bis schliefslich
mindestens 15 Kulturschalen moglichst dicht bewachsen waren. Nun konnte eine
vierstiindige Mitomycinbehandlung durchgefiithrt werden, um die Teilungsfahigkeit
der Zellen dauerhaft zu unterbinden. Hierfiir wurde Feedermedium mit einer Kon-
zentration von 0,01 mg/ml Mitomycin C auf die Zellen gegeben. Nach der Inkuba-
tion im Brutschrank wurden alle Kulturschalen dreimal griindlich mit DPBS gewa-
schen und mit Trypsin von der Kulturschale gelost. Die Zellsuspension von allen 15
Schalen wurde gesammelt, eine 1:10 Verdiinnung hergestellt und in einer Neubauer-
Zéhlkammer die Zellzahl bestimmt. Anhand des Gesamtvolumens konnte schlieflich
die Gesamtzellzahl in der Zellsuspension ermittelt werden. Die Suspension wurde
zentrifugiert und das Zellpellet entsprechend der ermittelten Gesamtzellzahl in ei-
nem definierten Volumen Einfriermedium gelost. In der Regel wurden Feederzellen
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zu je 2,5 Millionen (ausreichend fiir drei 60 mm-Schalen), 5 Millionen (ausreichend
fiir sechs 60 mm-Schalen) und 10 Millionen (fiir zw6lf 60 mm-Schalen) eingefroren.

Tabelle 3.12: Verwendete, embryonale Fibroblasten und Stammzellen

Zellen Spezifikationen

NMRI-Feeder embryonale Fibroblasten von der NMRI-Inzuchtmaus-
linie

DRA4-Feeder embryonale Fibroblasten gewonnen aus Verpaarung von

homozygoten DR4-M&ausen mit NMRI-Mausen, hetero-
zygot fir ein Hygromycin-Resistenzgen (Tucker et al.

1997)
Embryonale Stamm- F1 ES-Zelllinie aus einer Verpaarung der Mauslinien
zellen C2 C57BL/6 und 129/SV; heterozygot fiir modifizierten

ColA1-Locus mit Neomyzinresistenzkassette flankiert
von FRT-Erkennungsstellen sowie einer Hygromycin-
resistenzkasette ohne Promoter und ohne Start-Codon
(Fa. Thermo Fischer Scientific GmbH (Schwerte), Be-
ard et al. 2006)

3.5.4 Kultivierung von embryonalen Stammzellen

Embryonale Stammzellen wurden gemeinsam mit Feederzellen in Zellkulturschalen
unter Verwendung von ES-Zell-Medium kultiviert. Hierfiir wurden am Vortag die
gewiinschte Anzahl an Zellkulturschalen gelatiniert, das heifst 0,1 % Gelatinelosung
aufgetragen, circa 10min bei Raumtemperatur inkubiert, iiberschiissige Gelatine
abgesaugt und die Schalen bei Raumtemperatur bis zur Aussaat von Zellen ge-
trocknet. Die Feederzellen wurden aufgetaut, in geeignetem Volumen Feedermedium
resuspendiert und auf den gelatinierten Kulturschalen ausgeséit. Frithestens nach
zwei Stunden war der Schalenboden durch eine einschichtige Feederzellschicht be-
deckt. Eingefrorene ES-Zellen wurden aufgetaut und das Zellpellet wurde in ES-Zell-
Medium resuspendiert und auf einer mit Feederzellen kultivierten Schale ausgesét.
Je nach Zellwachstum und ES-Zell-Koloniedichte wurden ES-Zellen spétestens alle
zwei Tage passagiert und auf neue Kulturschalen mit Feederzellen ausgesit bezie-
hungsweise wie beschrieben eingefroren. Der Mediumwechsel erfolgte bei ES-Zellen
mindestens einmal téglich. Arbeiten mit ES-Zellen aufserhalb des Brutschrankes wur-
den ziigig durchgefiihrt, um die optimalen Kultivierungsbedingungen nicht unnétig
lange zu unterbrechen.

3.5.5 Transfektion von embryonalen Stammzellen

ES-Zellen wurden auf 60 mm beziehungsweise 100 mm Kulturschalen, wie beschrie-
ben, kultiviert. Auferdem wurde eine 6-Loch Kulturschale sowie drei weitere 60 mm

36



Materialien und Methoden

Kulturschalen gelatiniert und Feederzellen mit geeigneter Antibiotikaresistenz dar-
auf ausgesit. Je nach Wachstum der ES-Zellen wurden diese von der 60 mm bezie-
hungsweise 100 mm Schale gelost, die Gesamtzellzahl in der Neubauer Zéhlkammer
ermittelt und rund 300.000 ES-Zellen auf ein Well der 6-Loch-Kulturschale mit ES-
Zell-Medium ohne Antibiotikum ausgesét.

Am Tag der Transfektion wurde das Medium gegen 1,5 ml frisches ES-Zell-Medium
ohne Antibiotikum ausgetauscht. Auferdem wurden circa 5-8 ng Targetingvektor-
DNA und etwa 1 pg Rekombinase-Plasmid (pCAGGS-Flpe zur Expression der Flip-
pase (Buchholz et al. 1998), Fa. Thermo Fischer Scientific GmbH, Schwerte) mit
125 pl OptiMEM (Fa. Life Technologies GmbH, Darmstadt) gemischt. Parallel wur-
den aukerdem 25 pl Lipofectamine® 2000 Reagent (Fa. Life Technologies GmbH,
Darmstadt) mit 110 pl OptiMEM gemischt. Beide Gemische wurden zusammenge-
fithrt, 15 min bei Raumtemperatur im Zentrifugenrchrchen inkubiert und dann in
1,25 ml ES-Zell-Medium ohne Antibiotikum gelost und zu den vorbereiteten ES-
Zellen gegeben. Nach einer Inkubation von vier Stunden im Brutschrank wurde das
Lipofektamin-Mediumgemisch entfernt, die Zellen von der Kulturschale gelost und
zu je einem, zwei und drei Sechsteln auf den drei mit antibiotikaresistenten Feederzel-
len vorbereiteten 60 mm Schalen aufgeteilt. Uber Nacht erfolgte die Kultivierung in
ES-Zell-Medium ohne Antibiotikum. Erst 12 h nach der Transfektion wurde das alte
Medium durch Selektionsmedium ersetzt und die Zellen sieben bis zehn Tage unter
Selektionsdruck bei téaglichem Mediumwechsel kultiviert. Nachdem die antibiotika-
sensitiven Zellen abgestorben waren, konnte man je nach Wachstum der verbliebenen
ES-Zellen nach etwa sechs Tagen bereits erste resistente ES-Zellkolonien erkennen.

3.5.6 Einzelkultivierung von embryonalen Stammzellkolonien

Wenn die Grofe der selektionierten ES-Zellkolonien ausreichend war, wurde fiir
die Einzelkultivierung eine 96-Loch-Kulturschale gelatiniert und Feederzellen darauf
ausgesit. Eine resistente ES-Zellkolonie wurden mit Hilfe einer 10 ul Pipette und ste-
riler Pipettenspitze unter Binokularkontrolle von der Selektionsplatte abgenommen,
in einer 96-Loch-Platte mit rundem Boden in Trypsin iiberfiihrt und fiir mindestens
10min bei 37°C inkubiert bis die Kolonie gut vereinzelt war. Anschliefend wurde
die Reaktion durch Zugabe von ES-Zell-Medium beendet und die Zellsuspension
einer Einzelkolonie auf die vorbereitete 96-Loch-Platte mit Feederzellen ausgesit.
Bei Erreichen einer ausreichenden Koloniedichte nach etwa drei Tagen wurden die
ES-Zellen einer 96 Loch-Platte zu gleichen Teilen auf drei neue gelatinierte Platten
verteilt. Zwei Platten dienten der DNA-Gewinnung und eine weitere mit Feeder-
zellen versehene Platte sollte zum Einfrieren genutzt werden. Diese Platte wurde
nach Erreichen einer guten Koloniedichte mit Trypsin behandelt und die Reakti-
on mit Resuspendiermedium fiir Platten beendet. Es wurde das gleiche Volumen
Einfriermedium fiir Platten hinzupipettiert und die Zellsuspension in eine 96-Loch-
Platte mit rundem Boden iiberfiihrt. Diese Platte wurde in Parafilm eingeschlagen
und in einer Styroporbox bei -80 °C eingefroren und gelagert.

Die beiden verbliebenen DNA-Platten wurden so lange kultiviert bis sie dicht be-
wachsen waren. Nach zweimaligen Waschen mit DPBS erfolgte die Lyse der Zellen
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direkt in der Platte bei 56 °C {iber Nacht in einer befeuchteten Plastikbox durch
Zugabe von 50ul Lysis-Puffer je Well mit einer Proteinase K-Konzentration von
1 mg/ml. Die DNA-Prezipitation wurde bei Raumtemperatur fiir 30 min durch Zuga-
be von 100l eiskalter 100 % Ethanol/ 75 mM Natriumchlorid-Losung durchgefiihrt.
Nachdem sich die genomische DNA als filamentoses Netzwerk am Boden der Platte
abgesetzt hatte, wurde der Uberstand vorsichtig abgegossen und jedes Well dreimal
mit jeweils 200 pl 70 % Ethanol gewaschen. Dann wurde die DNA kurz luftgetrocknet
und in 24l 0,1 xXTE-Puffer resuspendiert. Fiir eine bessere DN A-Suspension wurde
die Platte bei 37°C iiber Nacht inkubiert und war dann fiir PCR- oder Southern
Blot-Analyse bereit.

3.5.7 Southern Blot Analyse von embryonalen
Stammzellklonen

Verdau und Transfer der DNA Die Identifizierung der ES-Zell-Klone mit richti-
ger Integration des Transgens erfolgte anhand eines Southern Blots. Hierfiir wurde
die aus den Zellen extrahierte DNA mit einem geeigneten Resriktionsenzym direkt in
der 96-Loch-Platte fragmentiert (Tab. 3.13). Nach circa zwei Stunden Inkubation bei
37°C wurde der Verdau fiir eine bessere Durchmischung auf und ab pipettiert und
weiter iber Nacht bei 37 °C in einer Feuchtbox inkubiert. Der Verdau wurde schliefs-
lich mit circa 5pl Auftragspuffer je Well versetzt und die DNA in ein 0,7 %iges
Agarosegel aufgetragen. Uber Nacht erfolgte bei geringer Voltzahl (10V) im Gel
elektrophoretisch die DNA-Auftrennung. Die Gelelektrophorese wurde am Folgetag
beendet, wenn sich die genomische DNA bei der UV-Lichtkontrolle als deutlicher
Schmier im Gel darstellte und anhand des mitgefithrten Gréfenmarkers eine Unter-
scheidung der zu erwartenden Banden in anschliekenden Southern Blot problemlos
erfolgen konnte. Das Agarosegel wurde dann mit einem Lineal fotografiert, um fiir
die Auswertung die Entfernung der Banden von den Geltaschen zu dokumentieren.

Tabelle 3.13: Southern Blot-Verdau

Komponente Volumen Endkonzentration
genomische DNA 24l -

10x Restriktionsenzympuffer 3nl 1x
Spermidin 100 mM 0,3l 1mM/pl
RNase A 10 mg/ml 0,3nl 100 pg/ul
BSA 10 mg/ml 0,31l 100 pg/ul
Restriktionsenzym 10 U/pl 21l 1U/pl
Endvolumen 30l -

38



Materialien und Methoden

Fiir den alkalischen Transfer der DNA auf eine Nylon-Membran wurde das Gel fiir
20 min unter sanften Schwenkbewegungen mit 0,25 M HCI behandelt, damit eine
Depurinierung der aufgetrennten DNA stattfinden konnte. Anschliefend wurde das
Gel kurz in Wasser gewaschen und dann zweimal fiir je 20 min mit 0,4 M NaOH in-
kubiert, um die DNA zu denaturieren. Fiir den Transfer wurde ein Kapillarblot wie
in Abbildung 3.1 aufgebaut und die DNA-Ubertragung auf die Membran erfolgte
iiber Nacht bei Raumtemperatur.

Geltrager mit Gewicht

Papiertlcher, trocken

2x Whatman-Papier, trocken

Nylonmembran
Gel

2x Whatman-Papier, feucht
Folie

Abbildung 3.1: Aufbau des Kapillarblots fiir die Southern Blot-Analyse

Beim Abbau des Kapillarblots wurden mit einem weichen Bleistift die Geltaschen
auf der Membran markiert und zur besseren Orientierung eine kleine Fcke unten
rechts von der Membran entfernt. Die Membran wurde zwei- bis dreimal in 2x SSC-
Losung gewaschen, bis die Neutralisation des pH-Wertes vollzogen war. Mit Hilfe
von UV-Licht erfolgte die Fixierung der DNA an die Membran, die dann bis zur
Hybridisierung trocken in Whatman-Papier bei Raumtemperatur gelagert werden
konnte.

Hybridisierung Die vorbereitete Membran wurde mit der DNA-Seite nach innen
zeigend in einen verschraubbaren Glaszylinder iiberfiihrt. Es wurden rund 25ml
Hybridisierungspuffer ExpressHyb™ (Fa. Takara Bio Europe, Saint-Germain-en-
Laye in Frankreich) hinzugefiigt und die Membran in einem 65°C warmen Hy-
bridisierungsofen unter rotierenden Bewegungen fiir mindestens eine Stunde pra-
hybridisiert. Wéhrenddessen erfolgte die Synthese der radioaktiv markierten Sonde.
Hierfiir wurden 25ng Sonden-DNA in 1x TE-Puffer mit einem Gesamtvolumen von
451l gelost. Nach 5min Denaturierung bei 95 °C folgte eine Inkubation von 5min
auf Eis. Die denaturierte DNA wurde in ein Réhrchen des Amersham Rediprime II
DNA Labeling Systems (GE Healthcare Europe GmbH, Freiburg) gegeben und die
Reaktion unter Zugabe von 5l a-P3? dCTP bei 37 °C fiir mindestens zwei Stunden
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inkubiert. Anschliekend wurde die mit radioaktiven Nukleotiden markierte Sonde
iiber eine Gelmatrixsdaule von tiberschiissigen Nukleotiden aufgereinigt. Der Einbau
von radioaktiven Nukleotiden wurde semiquantitativ durch Messung der Zerfélle
pro Minute an der fertigen, radioaktiven Sonde und dem Riickhalt in der Sadulen-
matrix abgeschéitzt. Die Sonde wurde bei 95°C fiir 5min inkubiert, weitere 5min
auf Eis gestellt und schlieflich zu der Membran in den Glaszylinder gegeben. Die
Hybridisierung erfolgte bei 65 °C {iber Nacht rotierend im Ofen. Am Folgetag wur-
de die Hybridisierungslosung entfernt und es erfolgten mehrerer Waschschritte mit
vorgewarmten Waschlosungen. Zuerst wurde fiir wenige Sekunden mit 2x SSC/1 %
SDS-Losung gespiilt. Danach erfolgten mit jeweils frischer 2x SSC/0,1 % SDS-Losung
bei 65 °C rotierend im Ofen zwei Waschschritte fiir je 10 min. Im Anschluss wurde die
Membran in eine Plastikbox tiberfithrt und zweimal fiir je 20 min mit 0,2x SSC/1 %
SDS-Losung bei 65°C im Wasserbad gewaschen. Die noch feuchte Membran wur-
de in Plastikfolie eingeschlagen und mit einer Phosphorimager-Platte zusammen in
einer Rontgenkassette iiber Nacht inkubiert. Bei der Auswertung gescannter Bilder
wurden die Klone als positiv gewertet, die das erwartete Bandenmuster aufwiesen.

3.5.8 Expansion embryonaler Stammzellklone mit
gewiinschter Transgenintegration

Nach der Identifikation der positiven, also transgenen, ES-Zell-Klone anhand ei-
nes Southern Blots wurden diese fiir die diploide Aggregation expandiert. Hierfiir
wurden pro transgenem Konstrukt bis zu fiinf positive ES-Zell-Klone von der einge-
frorenen 96-Loch-Platte bei 37 °C aufgetaut, in ES-Zell-Medium resuspendiert und
auf eine 48 Loch-Platte (am Vortag mit Feederzellen vorbereitet) ausgesét. Je nach
Koloniedichte wurden die Klone auf grofsere Kulturschalen mit neuen Feederzellen
umgesetzt bis 60 mm-Kulturschalen erreicht waren. Von diesem Format wurden die
Zellen eingefroren und nach Bedarf fiir die diploide Aggregation aufgetaut.

3.6 Maushaltung und -zucht

3.6.1 Tierversuchsantrag

Die im Rahmen dieser Arbeit erzeugten, transgenen Mauslinien und die tierexperi-
mentellen Arbeiten, insbesondere die fiir die Generierung der transgenen Chiméren
benotigten Spendertiere, wurden als Ergénzung zum Rahmenantrag ,, Herstellung
genetisch verdnderter Mause“ - G 0368/08 der Abteilung Entwicklungsgenetik des
Max-Planck-Instituts fiir molekulare Genetik in Berlin unter der Projektbezeich-
nung ,, Haploidspezifitat in der Spermatogenese‘ beantragt und durch das Berliner
Landesamt fiir Gesundheit und Soziales genehmigt.
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3.6.2 Erzeugung von transgenen Mauslinien

Die genetisch verdnderten ES-Zellen wurden durch diploide Aggregation zur Ge-
nerierung von transgenen Maéausen genutzt. Die Methode wurde im Max-Planck-
Institut fiir molekulare Genetik in Berlin freundlicher Weise von der Transgeneinheit
des Tierhauses durch erfahrene Mitarbeiter, insbesondere durch K. Macura, durch-
gefithrt. Die Vorgehensweise basiert auf einer in der Arbeitsgruppe von A. Nagy
etablierten Alternative zur Mikroinjektion, bei der transgene ES-Zellen durch Ag-
gregation mit Spenderembryonen im Morulastadium zur Erzeugung einer Mauslinie
genutzt werden (Wood et al. 1993).

3.6.3 Allgemeine Haltung und Zucht

Haltung Die in Tabelle 3.14 erwahnten beziehungsweise im Rahmen dieser Arbeit
generierten, transgenen Mauslinien wurden in den Tierrdumen im Tierhaus des Max-
Planck-Instituts fiir molekulare Genetik in Berlin gehalten. Die Haltung entspricht
dort dem Status spezifiziert pathogenfrei und erfiillt damit die von der Federati-
on of European Laboratory Animal Science Associations (, FELASA®) empfohle-
nen Anforderungen an den Hygienestatus in Versuchstierhaltungen (Nicklas et al.
2002). Die Méause waren in individuell ventilierten Kéfigen untergebracht und wur-
den mit HEPA-gefilterter Luft versorgt. Diese sogenannten IVC-Kifige waren mit
Labortiereinstreu und Nestmaterial ausgestattet und wurden wochentlich gewech-
selt. Die Tiere erhielten ad libitum Pelletfutter (ssniff V 1124-0 M-Z) und Wasser.
Die Haltung erfolgte unter standardisierten Bedingungen, das heifst bei konstan-
ter Luftfeuchtigkeit von 55 %, konstanter Temperatur von 22 °C und gleichméafigem
Lichtregime mit 12 Stunden Hellphase. Die Pflege, das Ansetzen von Verpaarungen
und die Markierung der Tiere mit Ohrmarken und durch Ohrlochung erfolgte durch
das Tierpflegepersonal.

Zucht und Vererbungstest Als erste Kontrolle der diploiden Aggregation wurde
mit ausgewéhlten transgenen Mauslinien die Keimbahngéngigkeit der Transgene in
einem Keimbahntest iiberpriift. Hierfiir wurden je Linie drei Chiméare mit NMRI-
Weibchen durch Tierpfleger verpaart und die Fellfarbe sowie der Genotyp durch
PCR anhand von Schwanzspitzenbiopsien iiberpriift. Fiir einen Transmissionstest
wurden die transgenen Tcr-Deletionsmauslinien zunédchst mit einer Mauslinie ver-
paart, die den partiellen ¢-Haplotyp t"°'#"'® aufwies. Zuchtreife, transgene Bocke
wurden mit Weibchen, die den genannten, partiellen ¢-Haplotyp trugen, verpaart
und trachtige Weibchen einzeln gesetzt. Fiir den Verpaarungstest waren nur mann-
liche Nachkommen mit einem bestimmten Genotyp relevant, deshalb wurde beim
Absetzen von drei Wochen alten Jungtieren nur den Bbcken eine Schwanzspitzenbi-
opsie entnommen (siehe 3.7.1). Durch Genotypisierung identifizierte Testtiere wur-
den im Alter von etwa acht Wochen mit acht bis zehn Wochen alten NMRI-Weibchen
in einem Verhéltnis 1:2 verpaart. Durch die Tierpfleger wurde morgens eine Vaginal-
pfropf-Kontrolle durchgefiihrt, um erfolgreich begattete Weibchen zu identifizieren.
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Weibchen mit Plug wurden einzeln gesetzt und nach einer Tragzeit von 17-18 Ta-
gen zur Embryonenpréaparation herangezogen, wobei fiir die statistische Auswertung
dokumentiert wurde, von welchem Testménnchen sie stammten.

Tabelle 3.14: Verwendete Mauslinien

Mauslinie Spezifikationen

NMRI Auszuchtstamm im Naval Medical Research Institut
(USA) etabliert

{ho1¢h18 /oy fir den partiellen t-Haplotyp #*1#"® heterozygote
Mauslinie

TgNV11/0 fiir das zufallig im Genom integrierte Transgen Tgl1 he-

mizygote Mauslinie

3.7 Gewebeentnahme, Verarbeitung und
Genotypisierung

3.7.1 Entnahme von Geweben

Schwanzspitzenbiopsie Zur Genotypisierung wurde aus Schwanzspitzenbiopsien
genomische DNA gewonnen. Dafiir wurde mindestens drei Wochen alten Mé&usen
mit einer Schere ein circa 5 mm Bioptat an der Schwanzspitze abgesetzt und einzeln
in Eppendorfrohrchen gesammelt. Die Schwanzspitzenbiopsie wurde routineméfig
durch Tierpfleger vorgenommen.

Hodenentnahme Zur Organentnahme wurden M&ause durch zervikale Dislokati-
on getotet. Der abdominale Zugang erfolgte iiber eine Inzision in der mit Ethanol
desinfizierten, caudoventralen Bauchwand. Der Hoden wurde in die sterile Bauch-
hohle verlagert und herauspréapariert. Zum unverziiglichen Gefrieren wurde ein aus
Alufolie geformtes Formchen auf Isopropanol umspiiltes Trockeneis gesetzt und die
Gewebeprobe in das Formchen gelegt. Anhand der hellen Farbverdnderung konn-
te der Gefriervorgang kontrolliert werden. Gefrorenes Gewebe wurde in vorgekiihlte
Gefrierrohrchen gegeben, auf Trockeneis iiberfiihrt und dauerhaft bei -80 °C gelagert.

Isolierung von Spermien fiir Immunfluoreszenzfiarbung Zur Gewinnung von
isolierten Spermien wurde die Cauda epididymidis und Teile des Ductus deferens
aus dem Tierkorper prapariert und sofort in eine 35 mm Zellkulturschale verbracht,
die 1ml 1x EKRB als Kapazitierungsmedium enthielt (Zeng et al. 2003). Mit Pin-
zette und Schere wurde das Gewebe sorgfiltig zerkleinert bis eine milchig, triibe
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Suspension entstand. Anschlieffend wurde die Zellsuspension in ein 2 ml Eppendort-
rOhrchen {iberfithrt und auf einem Heizblock fiir 30 min bei 30 °C inkubiert. Nach
dieser Inkubation waren die Spermien weitestgehend in den Puffer ausgeschwommen
und grobe Gewebebestandteile hatten sich am Boden abgesetzt, so dass man den
Fliissigkeitsiiberstand in ein neues Rohrchen iiberfithren konnte. Um mechanische
Zerstorung der Spermien zu vermeiden, wurden die verwendeten Pipettenspitzen
um circa 1cm gekiirzt. Die Spermiensuspension wurde 5min bei 1.000x g zentri-
fugiert und der Uberstand abgenommen. Zum Spermienpellet wurde 1ml DPBS
gegeben und durch kurzes Anschnippen des Gefiafes die Zellen in Lésung gebracht.
Die Spermiensuspension wurde darauthin weitere 5min bei 1.000x g zentrifugiert.
Der Uberstand wurde verworfen und das Spermienpellet in etwa 100l DPBS vor-
sichtig resuspendiert. Auf Objekttragern wurde ein circa pfenniggrofies Areal mit
einem Diamantstift umrissen, annéhernd 10 ul der Spermienlésung aufgetragen und
grofsziigig mit der Pipettenspitze verteilt. Nach kurzem Lufttrocknen wurden die
Objekttrager mit 500 pl 4 % PFA-Losung tberschichtet und fiir mindestens 15 min
in einer Feuchtkammer fixiert. Zur besseren Antikorperpenetration wurden die Ob-
jekttriger darauthin in einer vorgekiihlten Aceton/Methanol-Losung (Verhéltnis 1:1)
fiir fiinf Minuten bei -20 °C inkubiert und anschlieftend dreimal fiir fiinf Minuten in
PBS gewaschen. Anschlieftend konnte die Immunfluoreszenzfiarbung erfolgen (siehe
3.8.5).

Proben fiir die Dot Blot-Analyse Die tragende Maus eines Vererbungstests wur-
de am Tag 17 beziehungsweise 18 der Trachtigkeit durch zervikale Dislokation ge-
totet. Nach Eroffnung der Bauchhéhle konnte der Uterus freiprapariert und in eine
mit eiskaltem 1x PBS gefiillte Petrischale iberfithrt werden. Die Embryonen wur-
den aus dem Uterus und den embryonalen Hiillen herausprépariert und in eine neue
Petrischale mit 1x PBS auf Eis gestellt. Zur Gewinnung von genomischer DNA wur-
de eine maximal 1 cm lange Embronenschwanzbiopsie abgesetzt und in circa 400 nl
Laird’s Lysispuffer tiber Nacht in einer Mikrotiterplatte (1,2 ml/Loch) bei 56 °C pro-
teolytisch aufgeschlossen.

3.7.2 Genotypisierung

Genotypisierung durch Polymerase Kettenreaktion Fiir die Gewinnung von
genomischer DNA fiir eine PCR wurden Schwanzspitzenbioptate proteolytisch ver-
daut. Das Gewebe wurde 200-300 nl Laird’s Lysispuffer bei 56 °C iiber Nacht lysiert.
Das Lysat wurde durchmischt und 20 min bei 4 °C und 16.000 x g zentrifugiert. Vom
klaren Uberstand wurden 5yl in 100l 10mM Tris gelést und in Thermozykler
bei 80°C fiir 20 min die Hitzeinaktivierung der Proteinase K durchgefiihrt. Diese
Verdiinnung wurde als Template fiir Genotypisierungs-PCRs verwendet. Es wurden
Primer eingesetzt, die fiir das jeweilige Merkmal beziehungsweise Transgen spezifi-
sche PCR-Produkte amplifizierten, die mittels Agarosegelelektrophorese analysiert
und dokumentiert wurden. Im Rahmen dieser Arbeit wurden standardméfig Geno-
typisierungs-PCRs, wie in Tabelle 3.15 und 3.16 angegeben, durchgefiihrt.
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Tabelle 3.15: PCR-Protokoll fiir die Genotypisierung von transgenen Mauslinien

mit Angabe des verwendeten Primerpaars

Eigene transgene Mauslinien
Primer Hygro-s/Hygro-as

Kontrollmauslinie TgNV11/0
Primer NV-55/NV-72

Phase Temp. Zeit Phase Temp. Zeit
Initiale Denaturierung 94°C 3 min Initiale Denaturierung 94°C  3min
Denaturierung 94°C 30s Denaturierung 98°C 30s
Anlagerung 55°C 30s } 30x Anlagerung 52,8°C 15s } 35x
Elongation 72°C 30s Elongation 72°C 45s
Finale Elongation 72°C 3 min Finale Elongation 72°C  2min

Haplotyp t"°1¢"18 / mit Angabe der verwendeten Primer

Merkmal ¢h51

Primer vil-s/vil-as

Merkmal th18
Primer HB1/HB2

Tabelle 3.16: PCR-Protokoll fiir die Genotypisierung der Mausen mit dem partiellen ¢-

Phase Temp. Zeit Phase Temp. Zeit
Initiale Denaturierung 94°C 3min Initiale Denaturierung 94°C 0min
Denaturierung 94°C 30s Denaturierung 98°C 30s
Anlagerung 57°C 35s }40}( Anlagerung 66 °C 15s } 38x
Elongation 72°C 30s Elongation 72°C 30s
Finale Elongation 72°C 2min Finale Elongation 72°C 3min

Genotypisierung durch Dot Blot Fiir die Genotypisierung der Embryonen-DNA
zur Erfassung der Vererbungsrate des Transgens auf die Nachkommen im Verer-
bungstest erwies sich die PCR aufgrund des Auftretens von falsch negativen Er-
gebnissen als nicht geeignet, deshalb wurde eine Dot Blot Analyse durchgefiihrt, in
der neben der Hybridisierung mit einer transgenspezifischen Sonde auch eine Hy-
bridisierung mit einer genomischen Sonde als Ladekontrolle vorgenommen wurde.
Fiir die Dot Blot-Analyse musste das DNA-Lysat von Embryonenschwénzen (siehe
3.7.1) zunéchst geféllt werden. Lysat und Isopropanol wurden 1:1 vermengt, gut
durchmischt und 45 min bei 16.000 x g zentrifugiert. Anschliefend wurde das DNA-
Pellet zweimal in 70 % Ethanol gewaschen, kurz luftgetrocknet und schliefslich in
0,2x TE-Puffer gelost. Um die Resuspension zu verbessern, wurde die geloste DNA
iiber Nacht bei 37 °C inkubiert. Fiir den Transfer auf eine Nylonmembran wurden
10l aufgereinigte, genomische DNA in 50l 0,4 M NaOH gelost und fiir 15 min
bei 37°C denaturiert. Mit Hilfe eines 96-well Dot-Blotters und angeschlossenem
Vakuum konnten bis zu 96 DNA-Proben gleichzeitig auf eine Membran transfe-
riert werden. Nachdem in allen Slots die Fliissigkeit komplett durchgezogen war,
wurde die Membran kurz auf Filterpapier getrocknet und sofort mit Hilfe von UV-
Licht die DNA an die Membran gebunden. Von jeder Probe wurden mindestens
zwei Transfers angefertigt, um Pipettierfehler aufdecken zu konnen. Die Membra-
nen wurden wie ein Southern Blot Membran (siche 3.5.7) mit der radioaktiv mar-
kierten, transgenspezifischen Hygro-Sonde iiber Nacht hybridisiert, gewaschen und
auf einer Phosphorimager-Platte iiber Nacht exponiert. Nach der Dokumentation
und Auswertung wurden die Membranen bei 90 °C mit 0,1 % SDS-Losung von der
Hygro-Sonde befreit und zur DNA-Ladekontrolle mit der ColA1-Sonde hybridisiert.
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3.8 Histologische Methoden

3.8.1 Gewebeschnitte fiir histologische Untersuchungen

An einem Kryostat wurden 10 pm diinne Gewebeschnitte hergestellt und auf Ob-
jekttriger gezogen. Hierflir wurde das gefrorene Hodengewebe mit Hilfe von Tissue-
Tek® O.C.T.™ Compound (Fa. Sakura Finetek Germany GmbH, Staufen) auf
Objekthalter befestigt, in das Gerat eingespannt und konstant bei -12°C gekiihlt.
Bei einer durchschnittlichen Temperatur von -12°C von Messer und Objekttisch
wurden die Gewebeschnitte angefertigt, auf Objekttrager aufgezogen und auf einer
Wirmeplatte getrocknet. Sollten die Schnitte fiir die in situ Hybridisierung heran-
gezogen werden, wurde das Gewebe nach etwa 20 s Trocknung fiir eine bessere RNA-
Stabilisierung sofort mit einigen Tropfen 4 % PFA-Losung und Parafilm iiberdeckt
und bis zur Fixierung (siehe 3.8.2) am selben Tag bei Raumtemperatur gelagert.
Fiir die Immunhistochemie war diese Vorsichtsmafnahme nicht erforderlich und die
Schnitte wurden bis zu einer halben Stunde auf der Warmeplatte getrocknet.

3.8.2 Fixierung von Kryoschnitten fiir die in situ
Hybridisierung

Die Fixierung von Kryoschnitten fiir die in situ Hybridisierung wurde manuell in
Glaskiivetten bei Raumtemperatur durchgefiihrt. Als erstes erfolgte die Fixierung
in 4 % Paraformaldehydlosung unter Ablésung des Parafilms und anschliefsend wur-
den die Objekttriager zweimal fiir zwei Minuten in 0,9 % NaCl-Losung gewaschen.
Darauthin erfolgte eine manuelle Acetylierung in 0,1 M Triethanolaminlésung. Die
Schnitte wurden hierfiir zweimal 5min in frisch hergestellter 0,1 M TEA-Losung
unter Zugabe von Essigsaureanhydrid acetyliert, wobei die Losung fiir eine gleich-
méakige Durchmischung stdndig mit einem Riihrfisch in Bewegung gehalten wurde.
Im Anschluss wurde 2min in 1x PBS und 2min in 0,9 % NaCl gewaschen und dann
erfolgte die Dehydrierung in einer aufsteigenden Alkoholreihe von 50 %, 70 %, 80 %,
95 % und zweimal 100 %igen Ethanol mit jeweils 2min Verweildauer. Nach Luft-
trocknung wurden die Schnitte bis zur Weiterverwendung bei -80 °C in Schnittkésten
mit Silicatkugel-Packchen gelagert oder direkt fiir die in situ Hybridisierung (sieche
3.8.3) herangezogen.

3.8.3 In situ Hybridisierung auf Gewebeschnitt