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Kapitel 1

Einleitung

1.1 Die Entdeckung des t-Komplexes: ein egoistisches

Chromosom

Die meisten Zellen eines Séugetierorganismus tragen einen doppelten Chromosomen-
satz, sie sind diploid. Bei der Bildung der Gameten, das heisst der Eizellen und
Spermienzellen, erfolgt die Reduktionsteilung dieses Chromosomensatzes. Erst bei
der Befruchtung der Eizelle durch ein Spermium wird die Diploiditéit des Organismus
wiederhergestellt.

Im ménnlichen Organismus werden jeweils die beiden Geschwisterchromosomen in
verschiedene Spermien verpackt. Welche Chromosomenkombinationen letztendlich
bei der Befruchtung der Eizelle vererbt werden, bestimmt normalerweise der Zu-
fall. Folglich trdgt von den Nachkommen im Durchschnitt die Hélfte das eine und die
andere Hilfte das andere der Geschwisterchromosomen.

Dieses Wissen verdanken wir Gregor Mendel, der die Gesetzmékigkeiten der Verer-
bung erforscht hat, die, von wenigen Ausnahmen abgesehen, fiir alle Organismen,
ob Pflanze oder Tier, gelten. Eine Ausnahme dieser Regel ist die nicht-mendelsche
Vererbung des t-Komplexes der Maus, die auf einer varianten Form des proximalen
Teils von Chromosom 17, dem sogenannten ¢-Haplotyp beruht.

1936 beobachteten die Gruppen um Dunn und Kobozieff unabhéngig voneinander
bei bestimmten Mauspopulationen die nicht-mendelsche Vererbung eines Merkmals,
das die Schwanzlinge von Méusen beeinflusst [10][12]. Diese Beobachtungen beruhen
auf der Interaktion zwischen dem Gen Brachyury (T) und dem ¢-Haplotyp. Méause,
die T heterozygot tragen (7T/+), weisen eine Verkiirzung des Schwanzes auf, wéih-
rend T/t-Tiere schwanzlos sind, da der durch T verursachte Phénotyp durch die
Anwesenheit des t-Haplotyps verstarkt wird. Méuse, die den ¢t-Haplotyp heterozygot
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tragen (t/+), weisen dagegen eine normale Schwanzlénge auf. Sowohl Dunn als auch
Kobozieff kreuzten 7/t-Mausménnchen mit +/+-Weibchen und analysierten deren
Nachkommen auf ihre Schwanzlinge. Dabei stellten beide fest, dass mehr als 85 %
dieser Nachkommen eine normale Schwanzlénge aufwiesen, was darauf hindeutete,
dass diese den t-Haplotyp heterozygot trugen (¢/+). Lediglich 15 % der Nachkom-
men besaflen einen kurzen Schwanz, durch den sich Mause des Genotyps T/+ aus-
zeichnen. Wurden dagegen T/t-Weibchen mit +/+-Méannchen gekreuzt, zeigten 50 %
der Nachkommen eine normale (¢/+), und 50 % eine verkiirzte Schwanzlange (7/+).
Folglich vererbten die Weibchen T und den ¢-Haplotyp nach den mendelschen Re-
geln weiter, die Mannchen dagegen nicht. Durch den Einfluss des ¢t-Haplotyps auf die
Schwanzldnge wurde dieser anfinglich félschlicherweise als Allel von T beschrieben.
Erst spater wurde klar, dass eine Region von 30 - 40 Mb, die auf dem Chromosom

17 liegt, diese nicht-mendelsche Vererbung verursacht.

1.2 Genetische Eigenschaften des t-Haplotyps

Der t-Haplotyp weist trotz seiner Grofse von 12 - 15 cM, die etwa einem Drittel
des Chromosoms 17 entspricht, eine geringe Rekombinationsrate auf, da diese zwi-
schen dem Wildtyp-Chromosom 17 und dem ¢-Haplotyp durch vier Inversionen, aus
denen nahezu der gesamte t-Haplotyp besteht, stark reduziert wird [26][82]. Den-
noch wird in seltenen Fillen Rekombination beobachtet, wobei sogenannte partiel-
le t-Haplotypen entstehen. Diese besitzen im Vergleich zum kompletten ¢-Haplotyp
verdnderte Eigenschaften, die fiir dessen Charakterisierung genutzt worden sind: Je
nach dem, welche der einzelnen Regionen des ¢-Haplotyps in den jeweiligen partiel-
len t-Haplotypen vorhanden sind, variiert dessen Vererbungsrate [62][63][64][83]. Ein
kompletter ¢-Haplotyp weist dabei die hochste Vererbungsrate auf, die bis zu 99 %
erreichen kann.

In detaillierten Studien, die Mary Lyon zur Charakterisierung der funktionellen
Einheiten des t-Haplotyps durchfiihrte, beobachtete sie, dass mehrere Distorter (Teds)
additiv auf einen Responder (Tecr) wirkten und so zur nicht-mendelschen Vererbung
des t-Haplotyps fiihrten. Dabei wurde deutlich, dass der Responder immer in cis wirkt
und auf diese Weise die Vererbung des Chromosoms, auf dem der Responder liegt,
begiinstigt. T'cds dagegen iiben ihre Funktion in trans aus [62]. Liegt der Responder
dagegen in einem Méannchen ohne Distorter vor, so wird dieser zu nur etwa 20 %

Prozent an die Nachkommen vererbt, ein Phinomen, das als t-low-Effekt bezeichnet
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wird. Aktuell sind fiinf starke Distorter-Loci beschrieben: Ted 1a und b, sowie Ted
2, 83 und /4 [62][19][83][66]. Zur Erklarung dieses Phdnomens entwarf Mary Lyon auf
Basis der genetischen Untersuchungen ein Modell fiir die Wirkung des ¢-Haplotyps
in ¢/+-Méannchen: Teds setzen durch ihre Wirkung in ¢rans die Befruchtungsfahig-
keit der Wildtyp-Spermien herab, wéhrend die ¢-Spermien, die den Tcr-Locus tragen,
selektiv vor dem spermienschédigenden Einfluss der T'eds geschiitzt sind. Die Befruch-
tungsfiahigkeit der ¢-Spermien bleibt im Vergleich zu den durch Tecds geschédigten
Wildtyp-Spermien erhalten. Die schiitzende Wirkung des Responders entfaltet sich
immer selektiv in cis auf das Responder-tragende Spermium und fiihrt zu dessen
bevorzugter Vererbung [62][63][65].

Abbildung 1.1: Schematische Darstellung der genetischen Organisation des t-Haplotyps.
a: schematische Darstellung eines heterozygoten kompletten t-Haplotyps; oben: Wildtyp-
Chromosom 17, unten: t-Haplotyp. Der t-Haplotyp besteht aus 4 Inversionen, auf denen
Tcd1-4 und Ter lokalisiert sind. Ein heterozygot kodierter t-Haplotyp wird an bis zu 99 %
der Nachkommen vererbt. b: oben: partieller Tcr-tragender t-Haplotyp , unten: partieller
Tcd-tragender t-Haplotyp. Die Kombination partieller t-Haplotypen in einem Méannchen
fiihrt zur erhShten Vererbung (ca. 80 %) des Tcr-tragenden Chromosoms. Tcr wirkt dabei
in cis, Tcds dagegen in trans [62].

1.3 Auswirkungen des t-Haplotyps auf die Flagellenfunktion

von Spermien

Die Bildung von zwei unterschiedlichen Spermienpopulationen in ¢/+-Ménnchen wur-
de von Katz 1979 entdeckt und durch Studien von Patricia-Olds Clarke unterstiitzt
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[36][85]. DNA-Analysen von Spermien, die von heterozygoten ¢-Haplotyp-Ménnchen
stammen und aus dem Uterus von Weibchen gewonnen wurden, zeigen gleiche Mengen
Wildtyp- wie t-DNA [86]. Daraus wurde geschlossen, dass die Spermatogenese in he-
terozygoten Tieren durch den ¢-Haplotyp nicht beeintrachtigt wird und die bevorzug-
te Vererbung durch die unterschiedliche Motilitat der Spermatozoen zustande kommt.
Spermien dieser Ménnchen lassen sich
aufgrund ihrer Beweglichkeit in zwei
Gruppen trennen: der eine Teil zeigt
normale Flagellenfunktion, wahrend ein Ze e, ~atT
anderer Teil Motilitdtsdefekte aufweist.
Welcher Genotyp welchem Phénotyp zu-
grunde liegt, konnte bisher experimentell

nicht zugeordnet werden. Allerdings liegt

Abbildung 1.2: Modell zur Befruchtung
der Eizellen durch Wildtyp- und t-Spermien
t-Haplotyps die Vermutung nahe, dass  im Eileiter. Rot: t-Spermien, blau: Wildtyp-
die t-Spermien normale, die +-Spermien ~ Spermien. Da die durch Tcds geschadig-
ten Wildtyp-Spermien langsamer schwim-
men als t-Spermien eines t/+-Mannchens,
Bei in wvitro Fertilisationsversuchen mit besitzen t-Spermien den Vorteil der schnel-
leren Fortbewegung und erreichen die Eizel-

‘ ' ' o le mit groBerer Wahrscheinlichkeit als die
die ¢-Spermien keinen Vorteil bei der Be- Wildtyp-Spermien. Dadurch vererbt sich der

fruchtung auf [2I]. Offensichtlich kom-  t-Haplotyp bevorzugt weiter.

in Anbetracht der hohen Vererbung des

dagegen reduzierte Motilitdat aufweisen.

Spermien eines ¢/+- Ménnchens weisen

men die Unterschiede zwischen ¢- und
+-Spermien erst wiahrend des Schwimmvorgangs bei der natiirlichen Befruchtung

im weiblichen Eileiter zum Tragen.

1.4 Deregulation von Signalmechanismen als Funktionsprinzip

1.4.1 Die Klonierung des Responders

Der erste Schritt zum molekularen Verstiandnis der Wirkung des ¢-Haplotyps stellte
die Klonierung des ¢t-Komplex Responders Smok17" im Jahre 1999 durch Bernhard
G. Herrmann dar [29]. Diese Entdeckung zeigte erstmals, dass Mechanismen der Si-
gnaltransduktion fiir die hohe Vererbungsrate des t-Haplotyps eine zentrale Rolle
spielen. Smok1™®" kodiert eine mutante Kinase einer bis dahin unbekannten Familie

von Serin/Threonin-Proteinkinasen, den Spermienmotilitdtskinasen, kurz Smok ge-
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nannt. Smoks stellen eine mausspezifische Genfamilie dar, deren Loci mehrheitlich auf
Chromosom 17 lokalisiert sind. Die Struktur der Smok-Gene umfasst, soweit bekannt,

17" identifiziert wurde

3 Exons und 2 Introns. Das Responder-Gen Tecr, das als Smok
und zur Familie der Smoks gehort, weist dagegen eine abweichende Struktur auf. Es
stellt ein Fusionsgen aus Smok und der Ribosom S6 kinase, Rps6ka?2 oder Rsk3 dar,
das durch genetische Reorganisation beider Loci entstanden ist. Bei der Transkrip-
tion dieses t-Haplotyp-spezifischen Fusionsgens wird ein langes Transkript gebildet,
das 2 Exons von Smok und 15 Exons von Rsk3 umfasst. Wahrend der Rsk3-Teil des
Transkripts als etwa 5 kb langer untranslatierter Bereich vorliegt, enthalt nur Exon
2 von Smok1™" die kodierende Region fiir das Responder-Protein Smok1™ [46]. Es
stellt eine mutante Kinase mit einem Molekulargewicht von etwa 55 kD bzw. von
484 Aminosduren dar, die mehrere Aminosdureaustausche im Vergleich zu anderen
Wildtyp-Smoks aufweist. Von diesen sind wahrscheinlich die Mutationen K129T in
der Kinase-Doméne und T164I in einer der beiden Autophophorylierungs-Doménen
fiir die reduzierte Kinaseaktivitdt verantwortlich. Diese betrdagt lediglich etwa ein
Zehntel der Aktivitdt der Wildtyp-Kinasen.

Am néchsten verwandt zur Familie der Smok-Gene ist die der MAP/microtubule-
affinity regulating kinase-Gene (Mark). Diese kodieren Serin/Threonin-Proteinkinasen,
die Mikrotubuli-assoziierte Proteine phosphorylieren und dadurch die Dissoziation
von Mikrotubuli férdern. In der N-terminalen katalytischen Kinasedoméne betrégt
die Homologie zwischen Smok1™ und Mark2 38 % (95 identische aus 249 Amino-
sauren). Die einzelnen Wildtyp-Smok-Allele in unterschiedlichen Subspezies von Mus
musculus weisen untereinander Unterschiede von etwa 10 % ihrer Basenabfolge auf.

1 Ter

Die Funktion von Smok als t-Komplex Responder wurde anhand von Transgen-

Experimenten nachgewiesen [29]. Bei diesen Versuchen wurden Nachkommen von

17" _Transgen integriert hat-

Tieren analysiert, die auf dem Y-Chromosom ein Smok
ten und zuséatzlich partielle ¢- Haplotypen mit mehreren Distorter-Loci trugen. Von
den Nachkommen waren etwa zwei Drittel mannlich und nur ein Drittel weiblich.
In Abwesenheit der Distorter sank die Vererbungsrate von méannlichen Nachkommen

auf unter 50 % [29].
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Smok™? Smok1™

Rsk3 Smok2a Smok1

imlin 111 1 n |

~7Mb 10kb

Abbildung 1.3: Genetische Organisation von Smok-Allelen im t-Haplotyp, sowie der Rsk3-
und Smok-Allele auf Wildtyp-Chromosom 17. Oben: t-Haplotyp; grau: Exons von Smok-
Genen, die untranslatierte Regionen enthalten, schwarz: Exons von Smok-Genen, die die
kodierenden Regionen enthalten, blau: Exons von Rsk3. Smok™*? kodiert die t-Haplotyp-
spezifische Form einer Smok mit Wildtyp-Kinasefunktion, wihrend das Fusionsgen Smok1 <"
fiir Smok1 ™" kodiert, die aufgrund mehrerer Mutationen in der kodierenden Region eine Form
der Smokl mit stark reduzierter Kinaseaktivitdt darstellt. Unten: Wildtyp-Chromosom 17;
blau: Rsk3-Gen. Rsk3 liegt etwa 7 Mb proximal von Smok2a und Smok1. Erstellt anhand
von Ensembl Genome Browser; [29].

1.4.2 Rho-regulierende Proteine als Elemente der Smok-Signalkaskade

Da Proteinkinasen Signaliibertrager sind, lag die Idee nahe, dass Distorter Signal-
molekiile kodieren konnten. Diese Vermutung bestétigte sich mit der Klonierung des
ersten Distorter-Gens durch Bauer und Herrmann im Jahre 2005 [4].

Dabei zeigte sich, dass ein Gen, Tagapl (T-cell activation Rho GTPase-activating
protein) als Distorter funktionell war. Dieses Gen kodiert ein G-Protein aktivieren-
des Protein (RhoGAP), das eine Komponente eines Rho-Signalwegs darstellt. An-
hand von Tagapl-transgenen Minnchen wurde gezeigt, dass die Uberexpression von
Wildtyp-Tagap1 die Funktion eines Distorters im t-Haplotyp phanokopiert. Demzu-

17°"_tragenden par-

folge vererben Tagap1-iiberexprimierende Méannchen einen Smok
tiellen ¢-Haplotyp bevorzugt an die Nachkommen weiter. Daraus schloss man, dass
Tagapl im t-Haplotyp wahrscheinlich als Hypermorph vorliegt. Die Region Tecdla
enthélt vier Tagap1-Loci, deren Expression zu einer iiberhéhten Aktivitat von Tagapl
fithren konnte. Ein Funktionsverlust, d.h. der Knock-out von Tagapl reduziert hin-
gegen die Vererbungsrate des t-Haplotyps.

Die t-Form des Fgd2-Gens, das fiir einen sogenannten Rho guanine nucleotide ex-
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change factor (RhoGEF') kodiert, konnte in der Region von Ted?2 als weiterer Distor-
ter identifiziert werden [3]. Im Hoden von heterozygoten t-Haplotyp-Méannchen wird
eine verringerte Expression der kurzen Transkriptvariante und verstéirkte Expression
der langen Transkriptvariante von Fgd2 beobachtet. Der Knock-out von Wildtyp-
Fgd2 fiihrt zu einer Reduktion der Vererbung eines partiellen t-Haplotyps, der den
Responder enthélt, und phénokopiert die Wirkung der ¢-Haplotyp-kodierten Form
von Fgd2. Die molekulare Klonierung von Tedla und Tecd?2 zeigte die zentrale Rolle
von Rho-Signalwegen bei der durch den ¢-Haplotyp verursachten nicht-mendelschen

Vererbung auf.

1.4.3 Ein molekulares Modell fiir die nicht-mendelsche Vererbung

Die Identifizierung des Responders und zweier Distorter-Gene bildete die Basis fiir
ein molekulares Modell der nicht-mendelschen Vererbung in der Maus (Abb. 1.4) [3]:
Die t-Haplotyp-kodierten Formen der Rho-Regulatoren Tagapl und Fgd2 wirken auf
zwei entgegengesetzte Rho-Signalwege, die beide gemeinsam die Wildtyp-Smok hy-
peraktivieren. Dies fiihrt zu abnormaler Flagellenbewegung der Wildtyp-Spermien.
Tagapl und Fgd2 wirken auch in ¢-Spermien auf die Wildtyp-Smok, doch dort wird

1™ verringert. t-

die Hyperaktivierung durch die dominant negative Kinase Smok
Spermien weisen daher eine Normalisierung der Spermienbewegung auf.
Nach diesem Modell werden die Distorter-Genprodukte bei der Spermatogenese auf

17" als Gegenspieler der Distorter auf t-

alle Tochterzellen verteilt, wiahrend Smok
Spermien beschréankt bleibt. Diese Ungleichverteilung der Responder-Genprodukte
auf die Gameten fiihrt zu zwei phinotypisch verschiedenen Spermienpopulationen,
von denen die t-Spermien eine stark erhohte Befruchtungswahrscheinlichkeit besit-
zen.

Um die Bildung dieser beiden unterschiedlichen Populationen zu erklaren, wurde ein
Modell zur Beschreibung der Verteilungsvorgénge der Genprodukte der funktionellen
Einheiten des t- Haplotyps bei der Spermatogenese aufgestellt (Abb. 1.5.):

Die Charakterisierung der Distorter Tagapl und Fgd2 zeigte, dass deren Transkrip-
te bereits prameiotisch exprimiert sind. Aus diesem Grund werden sie im Zuge der
Meiose auf alle Tochterzellen verteilt. Daher erhalten alle Spermien, auch die Wildtyp-
Spermien, die Produkte der Distorter-Gene. Die Transkriptexpression von Smok1”c"
findet dagegen erst postmeiotisch in haploiden Zellen statt. Obwohl Spermatiden

wahrend der Differenzierung zu Spermatozoen iiber zytoplasmatische Briicken mit-
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einander verbunden bleiben, unterliegen die Genprodukte zelluldrer Restriktion, das
heiftt, dass das Transkript und das Protein auf die haploiden Zellen beschrinkt blei-
ben, die das Gen dafiir tragen. Um Hypothesen aufzustellen, welche Mechanismen bei

1 Ter

der Spermatogenese zur Wirkung von Smok in cus fiihren kénnten, wird dieser

Differenzierungsprozess erlautert.

1.5 Spermienentwicklung in der Maus

In Méausen beginnt die Spermatogenese postnatal und dauert 35 Tage. In dieser Zeit
werden aus diploiden Spermatogonien haploide Spermatozoen gebildet [76].
Zunichst findet die Differenzierung von Sperma-
togonien zu diploiden Spermatozyten statt. Diese
durchlaufen eine Reduktionsteilung (Meiose) und
bilden haploide Zellen, die runde Spermatiden ge-
nannt werden. [70][84].

Im weiteren Differenzierungsprozess werden elon-

gierte Spermatiden, in denen sich der Spermien-

kopf und das Flagellum formt, und schlielich
Spermatozoen gebildet [80]. Die Spermienent-

wicklung, die im Hoden in den Hodenkanélchen

statt findet, gliedert sich in 3 Teile: dem prolife-
rativen Teil, der meiotischen Phase und der Dif-
ferenzierungphase. Einzelne Reifungsstadien ord-
nen sich vom Epithel der Hodenkanélchen zur
Mitte (Lumen) hin an, wobei am &uferen Rand
die frithesten und in der Mitte die am weitesten
entwickelten Reifestadien liegen. Spermatozoen
wandern durch das Lumen zunéchst in den Aus-
flusstrakt (Rete Testis) und von dort aus zum Ne-
benhoden (Epididymis) ab, in dem die Spermato-

zoen weiter reifen und schlieflich gespeichert wer-

Abbildung 1.6: Schema eines
Querschnitts durch ein Hoden-
kanalchen. Se: Sertoli-Zellen; SG:
Spermatogonien; SC: Spermato-
zyten; RS: runde Spermatiden;
SZ: Spermatozoen. Undifferen-
zierte Spermatogonien liegen am
duleren Rand der Hodenkanal-
chen. In der Mitte (Lumen) lie-
gen Spermatozoen, die in das Lu-
men abgegeben werde. Intermedi-
ar differenzierte Entwicklungssta-
dien werden in den mittleren Be-
reichen lokalisiert.

den. Der Entwicklungsprozess findet eingebettet in Nahrzellen, sogenannten Sertoli-
Zellen, statt Da die differenzierenden Zellen sich mitotisch und meiotisch unvollstan-
dig teilen, bleiben Spermatogonien, Spermatozyten und Spermatiden in einem Syn-

zytium iiber interzelluldre Briicken miteinander verbunden. Schatzungen der Grofe



1.5 Spermienentwicklung in der Maus

Genotype:

. Tagap1Tcdla gmoki Ter Fgd2Tcd2

+

Smok1

Spermatozoa from t/+ male:

t sperm

+sperm

Tagapl Fgd2

v ¥

3 ¥
Tcr =) Smok1

Tagapl Fgd2

Yy v
3 ¥
Smok1

| ¥

axoneme axoneme
Flagellar function:
normal abnormal
Fertilization probability:
high low

Abbildung 1.4: Modell der Signalwege in t- und Wildtyp-Spermien. Rote Box: Signalwege
in t-Spermien, blau: Signalwege in Wildtyp-Spermien. Im t-Haplotyp liegen sowohl Fgd2, als
auch Tagapl als hypermorphe Allele vor. In t- sowie in +-Spermien wirken die t-Haplotyp-
kodierten Formen der Proteine Tagapl und Fgd2 iiber Rho-GTPasen auf Effektor-Molekiile,
welche die Wildtyp-Kinase Smok hyperaktivieren und damit die Beweglichkeit des Sper-
miums beeintrachtigen. Nur in t-Spermien wird die schadliche Wirkung auf Smok durch
direkte Bindung der mutanten Kinase Smok1 ™" an Wildtyp-Smok aufgehoben und eine nor-
male Beweglichkeit des Spermiums wiederhergestellt. Dadurch erhalten t-Spermien einen
Befruchtungsvorteil [3].
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SG SE RS ES SZ

Abbildung 1.5: Modell fiir die Verteilung der Distorter- und Responder-Genprodukte des
t-Haplotyps auf haploide Spermatiden in t/+-Mannchen bei der Spermatogenese. SG: Sper-
matogonien; SC: Spermatozyten; RS: runde Spermatiden; ES: elongierte Spermatiden; SZ:
Spermatozoen. Blau: Distorter, rot: Responder. Die Expression der Distorter-Gene beginnt
bereits in diploiden Zellen vor der Reduktionsteilung. Deren Genprodukte werden daher
auf alle haploiden Zellen verteilt [3]. Die Expression des Responder-Gens dagegen beginnt
nach der Meiose in haploiden Zellen [29]. Diese werden nicht zwischen den Tochterzellen
ausgetauscht, obwohl interzelluldre Briicken im Synzytium vorhanden sind, um Transkrip-
te und Proteine in die Nachbarzelle zu transportieren. Der Austausch von Genprodukten
zwischen haploiden Zellen bei der Spermiogenese ist die Regel, um genotypisch haploide,
aber phanotypisch diploide Spermien zu erhalten, damit deren gleichwertige Befruchtungs-
fahigkeit gewahrleistet ist [8]. Die gleichmaRige Verteilung der Genprodukte von X- und
Y-Chromosomen, die wichtige Spermatogenese-Regulatoren kodieren, ist fiir die Entwick-
lung der Spermatozoen essenziell [28][72].

des Synzytiums gehen von etwa bis zu 100 miteinander verbundenen Zellen aus [70].
Erst kurz vor Ende der Spermatogenese, wenn Spermatozoen entstehen, werden diese
Briicken geschlossen. Dies fiihrt dazu, dass wihrend etwa 33 Tagen der Spermatoge-

nese ein Austausch von Genprodukten zwischen den Tochterzellen moglich ist.

1.5.1 Proliferative Phase

Im Hoden existieren drei unterschiedliche Arten Spermatogonien: Stammzell- Sper-
matogonien, proliferative und differenzierende Spermatogonien [32]. Die ersten beiden
stellen undifferenzierte Spermatogonien dar, wobei sich die Stammzell-Spermatogonien
nur selten teilen. Die proliferativen Spermatogonien teilen sich dagegen schnell und
bilden eine grofte Population undifferenzierter Zellen, die unvollstdndige Mitosen
durchlaufen und daher miteinander in einem Synzytium verbunden bleiben. Auf die-
se Weise wird die synchrone Entwicklung der Spermatogonien und auch, spiter in
der Spermatogenese, der reifenden Spermatiden gewéhrleistet. In differenzierenden
Spermatogonien wiederum beginnt der Differenzierungsprozess, indem diese in die

meiotische Phase {ibergehen und frithe primére Spermatozyten bilden.
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Abbildung 1.7: Schematische Darstellung der Spermienentwicklung in der Maus. Die Sper-
matogenese dauert etwa 35 Tage. Ein Zyklus (I-XII) entspricht etwa 10 Tagen. Unterste Rei-
he: Differenzierung der Spermatogonien zu Spermatozyten; zweite Reihe von unten: diploide
meiotische Spermatozyten; dritte Reihe von unten: haploide postmeiotische runde Sperma-
tiden, die ab Stadium VIII elongierte Spermatiden bilden; oberste Reihe: Differenzierung
elongierter Spermatiden zu Spermatozoen. Pl: Préleptotine Spermatozyten; L: Leptotine
Spermatozyten; Z: Zygotdne Spermatozyten; P: Pachytdne Spermatozyten; D: Diploténe
Spermatozyten; 1-16: Differenzierungsstadien der Spermatiden. Nach etwa 20 Tagen wer-
den durch die Meiose haploide runde Spermatiden gebildet. Die Differenzierung von runden
iiber elongierte Spermatiden bis zu Spermatozoen dauert etwa weitere 15 Tage [80].
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1.5.2 Meiose

Die Prophase der ersten meiotischen Teilung dauert in der Maus fast zwei Wochen.
In dieser Zeit durchlaufen Spermatozyten nacheinander preleptotine, leptoténe, zy-
gotane, pachytane und diplotdne Phasen. Diese unterscheiden sich morphologisch in
der Form und Grofe ihres jeweiligen Zellkerns. Spermatozyten, die sich im Uber-
gang von Préileptotdn zu Leptotdn befinden, riicken ein Stiick vom &duferen Epithel
ab und bilden ein intermedidres Kompartiment. In zygotédnen Spermatozyten be-
ginnt die Paarung von Geschwisterchromosomen im synaptonemalen Komplex, die in
der pachytdnen Phase zum Crossing-over fiihrt. Das Pachytén dauert bei der Sper-
mienentwicklung etwa eine Woche und ist somit die lingste meiotische Phase. Im
Diplotén 16st sich der synaptonemale Komplex auf. In dieser Phase wird der diploi-
de Chromosomensatz getrennt, und es entstehen sekundére Spermatozyten. Bei der
Meiose II, die kurz darauf beginnt, werden die Chromatiden getrennt. Diese verteilen

sich dabei auf die bei der Zytokinese gebildeten haploiden runden Spermatiden.

1.5.3 Postmeiotische Spermiogenese

Die Differenzierung von frithen haploiden Spermatiden zu Spermatozoen nimmt in
der Maus etwa 15 Tage in Anspruch, in denen wesentliche morphologische Verande-
rungen innerhalb der Zelle statt finden. In dieser Zeit bildet sich das Flagellum und
das Akrosom aus. Aufierdem wird der haploide Zellkern von seiner runden Form in
eine deutlich kleinere, kondensierte, hakenférmige Struktur gebracht.

Bei der Spermiogenese konnen Spermatozyten, runde Spermatiden, elongierte Sper-

matiden und Spermatozoen anhand morphologischer Merkmale voneinander unter-
schieden werden (Abb. 1.7).

1.5.4 Struktur und Bildung des Flagellums

Spermatozoen bestehen aus dem Spermienkopf und dem Flagellum, die iiber die so-
genannte Basalplatte miteinander verbunden sind. Das Flagellum besteht aus drei
Teilen, die sich anhand ihrer Ultrastruktur unterscheiden: der Mittelteil, der Haupt-
teil und das Endstiick (Abb. 1.8).

Das Flagellum enthélt das Axonem, das eine Mikrotubulistruktur darstelllt, die neun
dukere und zwei innere Mikrotubuli (9+2) ausbildet. Dieses ist im Mittelteil von Mit-

ochondrien umgeben, der mit einer ringférmigen Struktur, dem sogenannten Annulus
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abschliefst und dort in den Hauptteil iibergeht, der sich durch das Fehlen der Mit-
ochondrien auszeichnet.

In diesem Teil des Flagellums, unterhalb der Membran, befindet sich die Fibrillen-
scheide, die zum grofen Teil aus Strukturproteinen besteht [14]. Transversalrippen,
die einen Teil der Fibrillenscheide darstellen, stabilisieren die Bewegung des Flagel-
lums, indem sie eine rechts-links Symmetrie herstellen und somit eine propellerartige
Bewegung des aktivierten Spermiums verhindern [13][17].

Zum Axonem hin liegen die sogenannten Quter Dense Fibers, die wahrscheinlich ei-
ne strukturgebende Funktion besitzen. Dyneine, die an den Mikrotubuli lokalisiert
sind, verursachen durch ihre ATPase-Funktion eine Gegeneinanderverschiebung der
Mikrotubuli, die schlieftlich zur Bewegung des Flagellums fiihrt.

Die Biogenese des Flagellums beginnt in friithen runden Spermatiden. Das Zentrio-
lenpaar wandert dazu an den dufsersten Rand der Zelle und haftet sich dort an die
Zellmembran. Eine der beiden Zentriolen beginnt, das Axonem auszubilden. Dadurch
beult die Zellmembran ein wenig aus. Das Zentriolenpaar wandert anschliefsend zum
Zellkern zuriick, um an die Kernmembran zu binden. Dabei faltet sich die anhaftende
auflere Zellmembran nach innen. Das Flagellum wichst wahrend des gesamten Dif-
ferenzierungsprozesses durch Ankniipfen weiterer Tubulin-Untereinheiten, bis seine

volle Lange erreicht ist.

1.5.5 Bildung des Akrosoms

Das Akrosom ist ein Spermien-spezifisches Kompartiment, das den kompaktierten
Spermienkern im Spermienkopf zum grofsen Teil umgibt. In diesem Vesikel befinden
sich unter anderem Enzyme, die bei der Akrosomenreaktion exozytotisch freigesetzt
werden und fiir die Befruchtung der Eizelle notwendig sind. Die Enstehung des Akro-
soms beginnt in frithen haploiden Spermatiden an der Kernhiille durch die Fusion
von proakrosomalen Vesikeln, den sogenannten proakrosomalen Granules, die vom
perinukldren Golgiapparat produziert werden [44]. Die Vesikel haften sich an eine zy-
toskelettale Platte, dem Akroplaxom, das aus Aktin und Keratin besteht und direkt
an der Kernhiille liegt [40]. Das Akrosom wéchst durch dessen Fusion mit weiteren
Vesikeln, die vom Golgiapparat gebildet und abgesondert werden. Nach und nach
flacht das am Akroplaxom haftende Akrosom ab, wobei es sich miitzenartig iber den
Kern legt. Der Winkel mit dem das Akrosom den runden Zellkern umgibt, von der

Mitte des Zellkerns aus gemessen, dient zur Bestimmung der Reifungsstadien runder
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Kopf
Mittelteil
N Axonem
T % Transversalrippen  (9+2)
Hauptteil
i Fibrillenscheide
Endstick

Abbildung 1.8: Schematische Darstellung eines S3ugetier-Spermiums. Links: schemati-
sche Darstellung des gesamten Spermatozoons, rechts: vergroRerter Querschnitt durch den
Hauptteil des Flagellums. ODF: Outer Dense Fibers. Das Axonem besteht aus 9 Mikrotubuli-
Paaren, die ein zentrales Paar umgeben [87]
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Spermatiden. Der Winkel von 40° entspricht dem beginnend abflachenden akroso-
malen Vesikel in runden Spermatiden des Stadiums 4. Ein Winkel zwischen 40 - 95°
entspricht einer Zelle des Stadiums 5, 95 - 120 © des Stadiums 6, 120 - 150 ° des Stadi-
ums 7 (Abb. 1.7). Gegen Ende der Bildung des Akrosoms beginnt der Golgiapparat,
am Kern entlang zum caudalen Ende der Zelle zu wandern. Das Akrosom bleibt am

Kern haften und verdndert sich wihrend der Umgestaltung der Kernform mit.

1.5.6 Umstrukturierung von Chromatin und Zellkern

Wahrend der Spermiogenese verkleinert sich das Volumen des haploiden Zellkerns
auf einen Bruchteil seiner urspriinglichen Groéfse. Dieser Vorgang erfordet insbeson-
dere eine starke Kompaktierung der DNA und daher DNA-Bindeproteine, die diesen
Prozess ermoglichen.

In runden Spermatiden wird die Chromatinstruktur des Zellkerns nach und nach auf-
gelost und Histone voriibergehend durch Transitionsproteine und schlieflich durch
Protamine ersetzt. Beide sind stark basische Proteine, die DNA anstelle der Histone
binden und deren Ladung neutralisieren.

Neben der molekularen Umstrukturierung des Kerns, deren Mechanismen noch nicht
genau geklért sind, finden morphologische Verdnderungen von einer grofen runden
zu einer kompakten, hakenférmigen Struktur statt.

Dennoch existiert ein Modell, durch das dieser Prozess erklart werden kann: Die Ver-
formung des Zellkerns wird durch die Manschette veranlafit, die eine Organelle aus
schlauchartig angeordneten Mikrotubuli und F-Aktinfasern darstellt, die den Kern
umgeben. Ein perinukledrer Ring verbindet die Manschette mit der Kernmembran
[43]. Apikal befindet sich der marginale Ring des Akroplaxoms, das demosomenar-
tig ebenfalls mit der Kernmembran verbunden ist und das Akrosom mit dem Kern
verbindet. Beide Ringe wandern bei der Reifung der Spermatiden caudal und ziehen
den Zellkern mechanisch in die Lange. Die hakenférmige Verformung des elongierten
Spermienkopfes wird dabei durch Verbindungen zwischen dem Kern der Spermati-
den und den Sertoli-Zellen ausgelost. Diese bestehen zum groffen Teil aus F-Aktin
und bilden Adhésionskomplexe, die dazu fiithren, dass eine seitliche Zugkraft auf den

Spermienkopf ausgeiibt wird.
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1.6 Translationelle Kontrolle von mRNAs in der

Spermatogenese

Durch den strukturellen Umbau des Zellkerns wird hochkondensiertes Chromatin ge-
bildet, das fiir den Transkriptionsapparat unzuganglich ist. Daher erfolgt nach und
nach ein globaler Transkriptionsstop, der in spateren Stadien elongierter Spermatiden
vollstandig ist. Aus diesem Grund werden Gene in pri- und postmeiotischen Stadi-
en der Spermiogenese exprimiert, auch wenn die durch die Transkripte kodierten
Proteine erst spéter im Laufe der Differenzierung benétigt werden [42]. Daher un-
terliegen Hoden-spezifische Transkripte zumeist translationeller Kontrolle, die unter
anderem {iiber cis-regulatorische Elemente und trans-regulatorische Faktoren gesteu-
ert wird [47][34]. Auch strukturelle Eigenschaften der Transkripte, wie zum Beispiel
stark verzweigte Sekundérstruktur der mRNA, beeinflussen deren translationellen
Eigenschaften [50][67].

1.6.1 cis-regulatorische Elemente und trans-regulatorische Faktoren

Die meisten posttranskriptionell regulierten Transkripte enthalten cis-regulatorische
Motive in ihren 5" und/oder 3’ untranslatierten Regionen (UTRs), die sequenz- oder
strukturspezifisch durch Ausbildung bestimmter Sekundér- und Tertidrstrukturen
von trans-regulatorischen Faktoren erkannt werden kénnen. Ein Beispiel fiir die Inter-
aktion cis-regulatorischer Elemente mit trans-regulatorischen Faktoren ist die trans-
lationelle Kontrolle des Protamin-Transkripts durch die Bindung des RNA- Bindepro-
teins Testis-Brain-RNA Binding Protein (TB-RBP), dem Maushomolog des humanen
Translin, an dessen 3'UTR [54][16][58]. Protamin wird bei der Spermatogenese bereits
in haploiden runden Spermatiden exprimiert, aber erst in elongierten Spermatiden
translatiert.

Die Kontrolle des Zeitpunkts der Translation kann dabei iiber die posttranslationelle
Modifikation von RNA-Bindeproteinen, z.B. durch Phosphorylierung, reguliert wer-
den. Dies fiihrt dazu, dass dieses die Affinitdt zum Transkript verliert, das darauthin
translatiert werden kann [33].

Ein weiteres Beispiel fiir trans-regulatorische Faktoren ist die translationelle Kon-
trolle von oskar-mRNA durch das RNA-Bindeprotein Bruno. Oskar-Protein ist bei
der Embryogenese der Fruchtfliege Drosophila melanogaster fiir die Ausbildung des

Abdomens und der Keimbahn verantwortlich. Die korrekte Lokalisation von Oskar
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und die Kontrolle des Zeitpunkts der Translation wird dabei durch Bruno reguliert
[45]. Bruno bindet an die 3’ untranslatierte Region der oskar-mRNA an einer spe-
zifischen, konservierten Sequenz, dem sogenannten Bruno Response Element (BRE),
und reprimiert dadurch dessen Translation. RNA-Bindeproteine der Bruno-Familie
werden auch im Maus-Hoden exprimiert [I1]. Der Funktionsverlust, also der Knock-
out des Cugbp1-Gens, das zur Familie der Bruno-Gene zahlt, fithrt in der Maus zu
Sterilitdt von Méannchen und Weibchen und spielt daher eine essenzielle Rolle bei der

Spermatogenese [53].

1.6.2 MicroRNA-abhingige Regulation der Translation im Hoden

Posttranskriptionelle Regulation von mRNA kann ebenfalls durch die Bindung von
kurzen, einzelstrangigen RNAs (microRNAs) von 21-23 Nukleotiden Léange erfolgen
[57][55][88]. MicroRNAs werden aus langen Vorlaufertranskripten prozessiert und an-
schliefend in den RNA-induced Silencing Complex (RISC) integriert, der die microRNA-
Zieltranskripte erkennt und bindet [6]. Dieser Prozess findet im Zytoplasma somati-
scher Zellen vor allem in distinkten Foci, den sogenannten P-Bodies, statt [61]. Diese
enthalten wichtige Faktoren fiir die Regulation des RNA-Metabolismus. In Abhén-
gigkeit weiterer regulatorischer Elemente, die im Zieltranskript vorhanden sind, wird
dieses durch die Bindung der microRNA entweder translationell reprimiert und/oder
degradiert [5][35][89].

Einige microRNAs werden im Hoden in grofsen Mengen exprimiert [79]. Obwohl deren
Bedeutung im Hoden noch nicht genau geklért ist, wird vermutet, dass sie dort durch
ihren Einfluss auf die Translation und Degradation von mRNA Hoden-spezifische
Prozesse regulieren. Versuche, bei denen die microRNA-Biogenese in Spermatogoni-
en der Maus unterbunden wurde, wiesen darauf hin, dass dadurch deren Prolifera-
tion beeintrachtigt wird. Moglicherweise wird dies erreicht, indem microRNAs auf
Zellzyklusgen-Transkripte wirken [27].

Dariiber hinaus wurde die Interaktion einer microRNA, Mirn122a, die im Hoden ex-
primiert wird, mit dem Transkript von Tnp2, das fiir das Hoden-spezifische Transiti-
onsprotein 2 kodiert, identifiziert [96]. Mirn122a bindet an die 3'UTR des Transkripts
und verursacht dessen Degradation in vitro. Moglicherweise reguliert dieser Prozess

auch in vivo den Metabolismus der Tnp2-mRNA.
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1.6.3 Inhibition der Translation durch stark verzweigte RNA-Sekundar- und

Tertiarstrukturen

Fiir die Translation von stark verzweigten Transkripten wird die RNA-Helikase eIF4A
benotigt. Diese dient als Kofaktor fiir die Inititation der Translation und kann durch
die Bindung von BC1-RNA inhibiert werden [59]. BC1 ist eine kleine nicht-kodierende
RNA, die in groflen Mengen im Gehirn und im Hoden exprimiert wird [73]. Die
Bindung von BC1 an elF4A begrenzt die Konzentration an verfiigharer Helikase und
kann dadurch die Initiation der Translation von Zieltranskripten beeinflussen [91].
Auch die Bindung von stark verzweigten Strukturen der 5’'UTR der Transkripte an
Ribosomen kann die Translation hemmen, indem diese in einer Stand-by Position am

Transkript gehalten werden, bis die mRNA aufgewunden wird [6§]

1.6.4 Translationelle Kontrolle durch Inhibition des Scanning-Mechanismus

durch AUGs in 5’ untranslatierten Regionen

Normalerweise binden Ribosomen an die 5’ Methly-Cap Struktur des Transkripts
und beginnen an der mRNA entlang zu wandern, bis sie das erste AUG erreichen,
und starten dort die Translation [51]. Dieser Vorgang wird als Scanning bezeichnet.
Ein AUG, das in seiner Umgebung eine sogenannte optimale Kozak-Sequenz besitzt,
wird vom groften Teil der Ribosomen als Translationsstart erkannt. Eine optima-
le Kozak-Sequenz ist durch die Basenfolge -3 (A/G)XXAUGG +1 definiert [52].
Wenn das AUG dagegen nicht in einem optimalen Kozak-Kontext vorliegt, steigt die
Wahrscheinlichkeit, dass Ribosomen ein AUG iiberspringen und die Translation an
einem strangabwiirts liegendem AUG beginnen, was als so genanntes Leaky-Scanning
bezeichnet wird [60][9]. Jene AUGs, die vor dem eigentlichen Translationsstart der ko-
dierenden Region liegen, werden Strangaufwérts-AUGs genannt (upstream AUG oder
uAUG) und bilden héufig kurze Peptide (upstream open-reading frame oder uORF)
[25]. Liegen mehrere uAUGs in der untranslatierten Region des Transkripts vor, er-
reichen nur wenige Ribosomen die kodierende Region des Transkripts, was dessen
translationelle Repression verursacht [78][93]. uAUGs, die zu ineffizienter Translation
der kodierenden Region fiihren, werden héaufig im 5’'UTR von Transkriptionsfaktoren,
Zytokinen, Signalmolekiilen und Kinasen beobachtet, zu denen auch die Smok-Familie
zé&hlt [50].
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1.6.5 Cap-unabhingige Translation von mRNA durch Interne Ribosomen
Bindestellen (IRES)

Eine IRES stellt eine direkte Bindestelle fiir Ribosomen dar, die dadurch den Cap-
abhéangigen Scanning-Mechanismus zur Translation von mRNA umgehen. Dieses Ele-
ment wird bisweilen in Transkripten beobachtet, die translatiert werden, wenn die Be-
dingungen innerhalb der Zelle keine Cap-abhéangige Translation zulassen. Dies kann
zum Beispiel unter zelluldrem Stress geschehen.

Ob eine IRES in einem Transkript vorliegt, kann nicht iiber die Basensequenz vorher-
gesagt werden. Sie zeichnet sich lediglich durch ihre Eigenschaft aus, Ribosomen zu
binden und am néchstgelegenen AUG die Translation zu starten. Die Gemeinsamkeit
der bisher identifizierten IRFES-Elemente beschriankt sich auf die Ausbildung einer
stark verzweigten mRNA-Struktur. Jedoch kann diese in silico nur eingeschrénkt be-
rechnet und vorhergesagt werden. Aus diesem Grund kann dieses Element bislang

lediglich experimentell auf Funktionalitéit tiberpriift werden.

1.6.6 In Spermatozoen kann atypische Translation statt finden

Der haploide Zellkern von Spermien wird im Laufe der Spermiogenese transkriptionell
stillgelegt, da durch seine Umstrukturierung hochkondensiertes Chromatin entsteht
[42]. Allerding wurde von Gur und Breitbart beschrieben, dass Spermatozoen Tran-
skripte enthalten, die bei der Kapazitierung durch mitochondriale Ribosomen im
Spermienkern atypisch translatiert werden [24]. Dies bedeutet, dass Transkripte, wie
das in dieser Publikation beschriebene CatSperi-Transkript, das einen Calcium-Kanal
im Flagellum kodiert, iiber mehrere Wochen stabil sein kénnen. Welche Mechanismen

die Stabilitdt der Transkripte verursachen, ist jedoch unbekannt.

1.7 Intra- und interzelluldrer Transport von Genprodukten im
Hoden

Wihrend der Reifung bleiben die meiotischen Partner iiber interzelluliare Zytoplas-
mabriicken im Synzytium verbunden. Hierdurch werden die Zellen in ihrem Zellzy-
klus synchronisiert. Auferdem wird dadurch ein gleichméfiger Austausch von es-
senziellen Genprodukten gewahrleistet. Gezeigt wurde dies von Robert Braun an-
hand der Verteilung der Genprodukte von mP1, einem Gen, das Protaminl kodiert,

das fiir die Kernkompaktierung in Spermien benétigt wird [8]. Obwohl ein mP1-
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Reportertranskript von einem hemizygoten Transgen postmeiotisch exprimiert wird,
verteilen sich die Genprodukte gleichméfig auf alle Spermatiden. Dabei wird das
Transkript posttranskriptionell kontrolliert, indem ein RNA-Bindeprotein an dessen
3’UTR bindet.

Auch Genprodukte von X- und Y-Chromosomen werden auf die haploiden Tochterzel-
len gleichméfig verteilt, wodurch die gleichwertige Entwicklung der Spermien erreicht
wird [72][28].

Der Austausch zwischen den Spermatiden findet durch einen aktiven Transport der
Genprodukte iiber Mikrotubuli statt [90]. Studien zu diesem Prozess zeigen, dass un-
ter anderem Transkripte, gebunden an RNA-Bindeproteine, iiber interzellulare, zyto-
plasmatische Briicken transportiert werden. Diese ungefahr 0,5 ym grofsen Komplexe
werden Ribonukleoproteinpartikel (RNPs) genannt. Sie interagieren intrazellular mit
dem sogenannten Chromatoid Body, einer Hoden-spezifischen Organelle, die nuklear
assoziiert ist und in seiner Zusammensetzung den sogenannten P-Bodies somatischer
Zellen dhnelt [7][49]. Der Chromatoid Body bewegt sich dynamisch an der Kernhiille
entlang und kann ebenfalls {iber die zytoplasmatischen Briicken zwischen Tochterzel-
len im Synzytium ausgetauscht werden [90]. Nach welchen Kriterien der Chromatoid
Body, beziehungsweise RNPs, intra- oder interzellulér transportiert werden, ist nicht
geklart.

Dennoch ist bekannt, dass der Transport der RNPs intrazellular iiber die Manschette
erfolgt, die nicht nur die Funktion fiir die morphologische Gestaltung des Kerns iiber-
nimmt [38]. Auch Vesikel, die vom Golgiapparat abgeschniirt werden, kénnen diesen
Mechanismus nutzen. Dieser Prozess wird als Intramanschetten- Transport (IMT) be-
zeichnet und wird iiber Dyneine und Kinesin, sowie iiber Myosin als Motorproteine
reguliert. Diese Motoren sind in der Lage, den Transport von Vesikeln und Partikeln
tiber Aktin- und Mikrotubuli-abhéngigen Transport zu steuern [41]. Auf diese Weise
konnen Proteine und Transkripte transportiert werden, die fiir die Ausbildung dista-
ler Strukturen, vor allem des Flagellums, benotigt werden. Der Transport entlang der

Mikrotubuli des Axonems wird dann als intraflagelldrer Transport (IFT) bezeichnet.
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1.8 Zielsetzung

Der t-Haplotyp, eine variante Form von Chromosom 17, wird von heterozygoten
Ménnchen bevorzugt an ihre Nachkommen vererbt. Mehrere Distorter-Loci, die im
t-Haplotyp vorhanden sind, beeintréichtigen in trans die Wildtyp-Spermien, wahrend
die t-Spermien durch den Responder, der ausschlieflich in cis wirkt, geschiitzt sind
[62]. Dadurch kommt es zur bevorzugten Vererbung des ¢-Haplotyps.

Bei der Analyse der Spermien von heterozygoten ¢t-Haplotyp-Méannchen (¢/+) wurde
eine bimodale Verteilung der Flagellenbewegung nachgewiesen, die auf die Bildung
von zwei Spermienpopulationen hinwies [36][85]. Diese Beobachtung war die Grund-
lage fiir die Hypothese, dass das Smok1T-Protein auf die ¢-Spermien beschrinkt
bleibt und die Funktion als Responder ausiibt [29]. Diese Annahme widerspricht je-
doch der Regel, dass alle Prozesse der Spermatogenese dazu ausgelegt sind, genetisch
unterschiedliche, aber phéanotypisch identische Spermatozoen zu bilden [§]. Ziel der
Arbeit war es daher zu untersuchen, wie die Beschréinkung der Responder-Wirkung
auf die t-Spermien molekular zustande kommt.

Zu diesem Zweck sollten Smokl”“"-transgene Tiere generiert werden, anhand derer
analysiert werden sollte, wie sich das Transkript und das Protein des Responder-Gens
im Hoden und in den Spermatozoen verhalten. Dadurch sollte der aufsergewohnliche
Mechanismus gekldrt werden, der die Wirkung von Smok1™" auf t-Spermien be-
schrankt. Zuséatzlich sollten die Elemente des Gens, insbesondere die untranslatierten
Regionen in vitro und in vivo auf Funktionalitat tiberpriift werden.

Auferdem sollte die Analyse eines Mausmodells Aufschluss dariiber geben, ob die
Wirkung des Responder-Gens Smok1™ in cis eine spezifische Eigenschaft des mu-

tierten Gens ist, oder auch auf das Wildtyp-Gen Smokl zutrifft.
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Material und Methoden

Tabelle 2.1: Erlduterungen hidufig benutzter Abkiirzungen

Abkiirzung Bedeutung

PBS Phosphat-gepufferte Salzlosung

PBS-T PBS mit 0,2 %Tween 20

TBST Tris-gepufferte Salzlosung (tris buffered saline)
SSC Standard Salz-Citrat-Losung (standard saline citrate)
MAB/T Apfelsiure-Puffer (maleic acid buffer) T=Tween20
NTMT NaCl, Tris,MgCl, Tween20

DAPI 4,6-diamino-2-phenylindol

NGS Normales Ziegenserum

BCIP 5-Bromo-4-Chloro-3-Indolylphosphat

NBT Nitroblau-Tetrazolium

DIG Digoxigenin

IPTG Isopropyl-b-D-thiogalactopyranosid

EDTA Ethylen-Diamin-Tetraessigsaure

TAE Tris-Acetat-EDTA-Puffer

MOPS 3-(N-Morpholino)Propansulfonséure

BSA Bovines Serumalbumin

kb Kilobasen

bp Basenpaare

min Minuten

h Stunden

E.coli Escherichia coli
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Die fiir diese Arbeit verwendeten Chemikalien wurden, sofern nicht anders ver-

merkt, bei Sigma Aldrich oder Roth erworben.

2.1 Molekularbiologische Methoden

2.1.1 Allgemeine Methoden zur Klonierung

Tabelle 2.2: Bakterienstamme

Art Kompetenz
Elektromaxx Stable 4 (Invitrogen) elektrokompetent
DHbalpha elektrokompetent
TOP 10 (Invitrogen) chemisch kompetent

Tabelle 2.3: Verwendete Antikdrper

Antikorper, Art, Spezies Firma

Anti-Myc (Klon 9E10),monoklonal, Maus  Sigma

Anti-Myc (Klon 4A6), monoklonal, Maus  Upstate

Anti-Myec, polyklonal, Hase Sigma

Anti-Myc, polyklonal, Ziege Novus Biologicals

Anti-3-Galaktosidase, polyklonal, Hase Invitrogen

Agarose-Gelelektrophorese zur DNA-GroBenauftrennung  Fiir die Agarosegel-
Elektrophorese wurde Agarose (Invitrogen) in jeweils erfordeter Konzentration zwi-
schen 0,6 bis 4 % in TAE bei Raumtemperatur supendiert und kurz in der Mikrowelle
aufgekocht, um die Agarose zu 16sen. Die Agaroselosung wurde mit Ethidiumbromid-
16sung (Invitrogen) versetzt und in Elektrophoresekammern gegossen. Nach Polyme-
risation des Gels erfolgte die Elektrophorese in 1xTAE-Losung fiir die je nach Grofe
der DNA-Fragmente erforderte Laufzeit.

Restriktionsenzyme Soweit nicht anders erwéhnt, stammen alle in dieser Arbeit

verwendeten Restriktionsenzyme von Promega.
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Konzentrationsmessungen von RNA- und DNA-Proben Konzentrationsmes-
sungen von RNA- und DNA-Proben wurden im NanoPhotometer (Implen) durch-
gefiihrt.

Polymerase-Kettenreaktionen (PCR) Fiir alle Polymerase-Kettenreaktionen wur-
de der Mastercycler (Eppendorff) verwendet. Falls nichts anderes erwidhnt, wurde die
initiale Dissoziation doppelstriangiger DNA bei 94°C fiir 3 min durchgefiihrt. Jeder
Zyklus beginnt mit 15 sec 94°C, gefolgt von 15 sec Anlagerungszeit bei von den Pri-
merpaaren abhéangigen individuellen Temperaturen, in der Regel 55 °C. Anschliefsend
erfolgte die Elongation der DNA bei 72°C je nach verwendeter Polymerase und Lange
des DNA-Fragments. Die Zyklenzahl betrug zwischen 30 und 40 Zyklen und wurde
in den jeweiligen Kapiteln genauer beschrieben. Abschliefsend wurden die Proben 2

min lang bei 72°C gehalten.

Gelextraktionen und Aufreinigung von PCR Ansadtzen Zur Extraktion von DNA
wurde das SV Gelextraktions- und PCR Wizard Kit (Promega) nach Herstellerproto-

koll verwendet. Elution der DNA erfolgte in 5041 destilliertem, nukleasefreiem Wasser.

Sequenzierungen Alle Sequenzierungen erfolgten bei MWG Biotech Sequencing

Service, Martinsried.

Dephosphorylierung von Vektoren Alle verwendeten Vektoren wurden vor der
Ligation mit alkalischer Phosphatase (Calf Intestine Phosphatase, CIP, Roche) nach
Herstellerprotokoll behandelt. Lediglich Vektoren, die zum Blau-Weiss Screening her-

angezogen wurden, wurden nicht dephosphoryliert.

Auffiillen einzelstringiger DNA Fragmente mit 5’ Uberhang Zum Reaktions-
ansatz wurden 0,2 mM dNTPs und 1 pl T4-Polymerase Klenow Fragment (Promega)
zugegeben und 10 min bei Raumtemperatur inkubiert. Das Stoppen der Reaktion er-
folgte durch Zugabe von EDTA-haltigem DNA-Ladepuffer oder sofortiges Aufreinigen
iiber das Promega SV Gelextraktions und PCR Wizard Kit nach Herstellerprotokoll.

Auffiillen einzelstringiger DNA Fragmente mit 3' Uberhang Zum Ansatz wur-

de 1 ul T4 Polymerase Klenow Fragment (Promega) zugegeben und 10 min inkubiert.
Danach wurden 0,2 mM dNTPs zugefiigt. Das Stoppen der Reaktion erfolgte durch
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Zugabe von EDTA-haltigem DNA Ladepuffer oder sofortiges Aufreinigen iiber Pro-
mega SV Gelextraktions- und PCR Wizard Kit.

Ligationen und Transformation Zur Ligation wurde die T4-Ligase (Promega)
nach Herstellerangaben verwendet. Fiir eine Ligation wurden etwa 25 ng des en-
sprechenden Vektors sowie etwa die dreifache molare Menge Insert in einen Ligati-
onsansatz von 20 ul gegeben. Die Ligation wurde in einem mit Eis gefiillten Behé&lter
angesetzt, das sich nach dem Schmelzen langsam bis zum Erreichen der Raumtem-
peratur aufwarmte. So erhielt man ein langsam ansteigenden Temperaturgradienten.
Diese Prozedur wurde fiir mindestens 4 h oder iiber Nacht angesetzt. Fiir chemische
Transformation wurden 10 pl, fiir elektrische Transformation mittels Elektroporator
Gene Pulser (BioRad) 1 - 2 pl des Ansatzes eingesetzt und nach Herstellerprotokoll

in E.coli-Zellen transformiert.

Blau-Weiss Screening von Plasmiden in E.coli Ein Teil des Ligationsansatzes
wurde in FE.coli transformiert. Die Zellen wurden anschliefend in 150 wpl 2x LB-
Medium aufgenommen. Von den insgesamt 250 ul wurden 50 ul abgenommen und in
ein neues Eppendorff-Geféf iiberfithrt. Zu den restlichen 200 pl wurden 10 pl 1mM
IPTG und 40 pl 2 % X-Gal Losung in DMF zugefiigt. Auf den 50 ul Ansatz wur-
den gleiche Mengen IPTG und X-Gal pipettiert, sowie weitere 200 pl Medium. Beide
Ansétze wurden auf LB Platten mit Ampicillin plattiert und iiber Nacht bei 37°C

inkubiert.

2.1.2 Klonierung von Konstrukten zur Generierung transgener Mauslinien

mittels Vorkerninjektion

Die Transgen-Konstrukte Tg9, Tgl10, Tgll Die Transgen-Konstrukte Tg9, Tg10
und Tgl1 wurden von Bernhard G. Herrmann zur Generierung transgener Mausli-
nien zur Verfiigung gestellt (Abb. 2.1, unverdffentlicht). Diese Konstrukte dienten
aukerdem als Ausgangsmaterial fiir die Klonierung weiterer modifizierter Transgen-

Konstrukte, die im Folgenden beschrieben werden.

Klonierung des Delta 5 Tg9-Transgens Das Konstrukt 7¢9 im pBlueskript-
Vektor pBS-KS (799 in pBS) diente als Basis fiir dieses Transgen-Konstrukt, dem
die 5’UTR von Smok1™®" fehlt. Dazu wurde der Promotor mitsamt der 5 UTR von
Smok1™" durch EcoRV- und BamHI-Verdau entfernt. Der Promotor wurde mittels
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Sall BamHI Spel Notl
EcoRV

I I
Tg9 I .

Tg10 B
Tg11 I
b Sall BamHiI Notl
| EcoRV | |
Delta5'Tg9 —_.
Sall Notl
EcoRV
I
Tghce I
Sall BamHI Spel
Tgl0lacZ

Smok1 ™-Promotor

Ace-Promotor

6-fach Myc-Epitop

kodierende Region von Smok1 ™

kodierende Region von lacZ

5'und 3'untranslatierte Regionen

SV40 pA

polyA Smok™'?

Notl

Abbildung 2.1: Darstellung der Transgen-Konstrukte mit Restriktions-Schnittstellen
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Prime Star Polymerase (Takara) vom Plasmid 7¢9 in pBS mit dem Primerpaar
NV122/123 amplifiziert, in EcoRV-gedfineten gereinigten pBS-KS Vektor subkloniert
und blau-weiss selektioniert. Aus dem Plasmid wurde der Promotor {iber EcoRV und

BamHI isoliert und in den geoffneten Tg9-Vektor umkloniert.

Tabelle 2.4: Oligonukleotidsequenzen verwendeter Primer fiir die Klonierung

Primer Sequenz
NV122 gatatcGAATTCCTGCAGATGTGGCAT
NV123 GGATCCCATGGCTAAGGTCCTACTCATTAAGAC

Klonierung des Transgens TgAce Zur Klonierung von TgAce diente Tg9 als
Grundlage. Von T¢9 in pBS wurde iiber EcoRV und BamHI der Promotor und der ge-
samte 5 "UTR enfernt und durch den Hoden-spezifischen Ace-Promotor von ca 91 bp
Lange ersetzt [30]. Der Ace-Promotor wurde mit dem Primerpaar AcePs/AceNcoBamHI
aus einem Plasmid mittels Tag-Polymerase amplifiziert und in Topo pCRII TA sub-
kloniert, iiber EcoRV- und BamHI-Restriktionsverdau isoliert und in den EcoRV- und
BamHI-geoffneten Vektor von T¢9 in pBS integriert .

Tabelle 2.5: Oligonukleotidsequenzen verwendeter Primer fiir die Klonierung

Primerbezeichnung Sequenz
AcePs agggcccttggggtcagg
AceNcoBamHI CGGGATCCCATGGCCGCAGGAAAGC

Klonierung des TgNV10lacZ- -Galaktosidase Reportertransgens Zur Klonie-
rung des LacZ-Reportertransgens diente Tg10 als Grundlage. Die Sequenz der kodie-
renden Region von in T'¢10 im Plasmid pBS-KS wurde iiber Restriktionsverdau mit
BamHI- und Spel-Enzym entfernt und durch die kodierende Region des LacZ-Gens
aus FE.coli ersetzt. Diese war zu vor iiber BamHI- und Spel-Restriktionsverdau aus

einem Plasmid isoliert worden (personliche MItteilung Bernhard G. Herrmann).

Klonierung des TgMyc-Smokl1-Transgens Das TgMyc-Smokl-Transgen wurde
durch 5 Fragmente, die aus Testis-cDNA bzw. aus genomischer DNA aus einer C57B1/6
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Schwanzbiopsie amplifiziert wurden, kloniert (Abb. 2.2). Die DNA wurde aus der
Schwanzbiopsie, wie unter dem Abschnitt Genotypisierungen beschrieben, aufgeschlos-

sen.

AE“’RV BssHIl  Notl
gel

el

Sall

TgMyc-Smok1 ey 1kb

Smok1-Promotor I 6-fach Myc-Epitop
untranslatierte Regionen von Smok1 — Smok1-Intron2
. kodierende Region von Smok1 poly A Smok1

Abbildung 2.2: Schema des Transgen-Konstrukts TgMyc-Smok1

Da die 5"UTR sich nicht im Gesamten aus cDNA amplifizieren lieft, wurde der
Promotor und 150 bp der 5’UTR von Exon 1 von genomischer DNA amplifiziert.
Zur Amplifikation des 2237 bp groffen Fragments wurden die Primer NV92Sal und
NV93Nhe und die Takara Prime Star Polymerase benutzt. Das Fragment wurde an-
schliefsend iiber ein Agarosegel aufgereinigt, gelextrahiert und in Topo pCRII blunt
Vektor (Invitrogen) kloniert. Der iibrige Teil der 5’UTR von etwa 600 bp Lénge
wurde mit NV93aNhe und NV85 mit Herculase enhanced Polymerase (Stratagene)
aus cDNA des Hodens von C57BL/6 Mannchen amplifiziert. Das 6-fach Myc-Epitop
von etwa 330bp Lange wurde mit den Primerpaaren NV86 Age und NV 87EcoRV aus
dem Transgen-Konstrukt T¢9 im pBS-KS-Vektor (Stratagene) unter Verwendung der
Prime Star Polymerase (Takara) amplifiziert. Die kodierende Region von Smok! und
Teile der 3’'UTR, sowie das Intron 2 wurden mit den Primern NV98 EcoRV und NV96
B16BssHII aus genomischer DNA amplifiziert. Die iibrige Sequenz der 3’'UTR wurde
mit den Primern NV97 Bl6BssHII und NV 89 von genomischer DNA amplifiziert.
Die Einzelteile wurden in pCR4-TOPO blunt Vektor (Invitrogen) kloniert. Aus den
subklonierten Plasmiden wurden mittels Restriktionsverdau nacheinander die DNA-
Fragmente in einen pBS-KS Vektor ligiert. Dessen Multiple Klonierungs-Sequenz war
zuvor mit Kpnl und Sacll entfernt und durch die Oligos MCS rev und MCS fw ersetzt
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worden. Die neue Multiple Klonierungs-Sequenz enthielt Schnittstellen, in denen die

subklonierten DNA-Fragmente eingefiigt wurden.

Tabelle 2.6: Ubersicht der Primer

Primername Sequenz

NV92 Sal gtcgacCCTGAAGTGGGGGAATGTAGAAGC
NV93 Nhe gctagcGCTGGGCCGCATCATAGTCA
NV93a Nhe gctagcCAGCAGGTTTAAGCTGTGGCCA
NV85 Age accggt GTCAGAGATAGCGGGCTTGGAT
NV86 Age accggtgecatggGATCCCATCGATTTA

NV87 EcoRV gatatcGTCAGAAAAAGGGGCTTGGAAG

NV98 Bl6EcoRV  GAtAtcATGGAGAACTTTCATGCTCAATATGAG

NV96 BI6BssHII gcgegeatctgggatttcatcatttget TTCT

NV97 Bl6BssHII  gcgegegtcetecgggatcaccattecga

NV8&9 geggecgeagettggteecttcaaaggeac

MCS fw CTAGGTCGACTCGGCTAGCAACCGGTAGATATCGGCGG
CCGCAGAGCT

MCS rev CTGCGGCCGCCGATATCTACCGGTTGCTAGCCGAGTCG
ACCTAGGTAC

2.1.3 Kilonierung der GFP- und Luziferase-Reporterkonstrukte

Klonierung der GFP-Reporter mit der 5’ und 3' UTR von Smok1™ Als Basis
fir die GFP-Reporterkonstrukte diente der eGFP-C2 Vektor (Clontech). Die 5"UTR

von Smok1Te"

wurde mit den Primerpaaren NV51/52 vom Plasmid T¢9 in pBS mit
der Prime Star Polymerase (Takara) amplifiziert und in den Topo pCR4 blunt-Vektor
subkloniert. Die 5" UTR von Smok1™ wurde anschliefend daraus isoliert und iiber
Nhel und Agel Restriktionsstellen in den Vektor eGFP-C2 integriert. Die 3"UTR
T¢9 wurde mit den Primerpaaren NV59/60 mittels Prime Star Polymerase (Takara)
aus dem Transgen-Konstrukt 799 in pBS amplifiziert und in den Topo pCR4 blunt-
Vektor subkloniert. Das Fragment wurde iiber EcoRI- und BamHI-Restriktionsverdau

isoliert und in die Multiple Klonierungsstelle des Vektors eGFP-C2 kloniert.
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Klonierung des GFP-Reporters, die die kodierende Region von Smok1™ mi
enthalten Zur Amplifikation kodierenden Region von Smoki1™ und der 3"UTR
des Tg9-Transkripts wurde das Primerpaar NV60/68 verwendet. Als Vorlage fiir die
PCR mit Prime Star Polymerase (Takara) diente das Transgen-Konstrukt 7'¢9 im
Vektor pBS-KS. Das Fragment wurde in TOPO pCR4 blunt subkloniert und mittels
EcoRI- und BamHI-Restriktionsverdau isoliert. Fiir das Konstrukt wurde der eGFP-
(C2-Vektor mit denselben Enzymen geoffnet. An diese Stelle wurde das Fragment

kloniert, so dass ein GFP-Smok1™-Fusionsprotein translatiert wird.

Tabelle 2.7: Ubersicht der Primer

Primerbezeichnung Sequenz

NV51Nhe gctagcGGTTTAAGTGGTGGCATC

NV52Age accggt GGCAGAAAAAGGGGGTTG

NV59 gaattctagtaaCCAAAAATTTAAGACACAGGAA
NV60 geatccGCGGCCGCGAATTAAAAAAC

NV68 gaattcATGGAGAAATTTCATGCT

Tabelle 2.8: Ubersicht der Primer

Primerbezeichnung Sequenz

NV59 gaattctagtaaCCAAAAATTTAAGACACAGGAA
NV60 geatccGCGGCCGCGAATTAAAAAAC

NV69 ccatgeGGCAGAAAAAGGGGGTTG

NV70 aagctt ACCGGTTTAAGTG

Klonierung der Luziferase-Reporter mit 5" und 3' UTRs von Smok1™ Als
Grundlage fiir die Klonierung der Luziferase-Reporterkonstrukte diente der pGL3-
Promoter-Vektor (Promega). Die 5 UTR von Smok1™®" wurde mit den Primerpaaren
NV69/70 vom Plasmid T¢9 in pBS als Vorlage mit der Prime Star Polymerase (Taka-
ra) amplifiziert und in Topo pCR4 blunt subkloniert. Diese wurde anschliefend aus
dem Topo pCR4-Vektor isoliert und iiber HindIII- und Ncol-Restriktionsstellen in
den Vektor pGL3-Promoter integriert. Die 3 "UTR wurde aus dem transgenen Kon-
strukt T¢9 in pBS-KS mit den Primerpaaren NV59/60 mittels Prime Star Polymerase

31



Kapitel 2 Material und Methoden

(Takara) amplifiziert und in den TOPO pCR4 blunt-Vektor integriert. Die Isolation
des Fragments erfolgte mittels EcoRI- und BamHI-Restriktionsverdau. Anschliefsend
wurde eine Reaktion zum Auffiillen der DNA an den Schnittstellen durchgefiihrt.
Der pGL3-Promoter-Vektor wurde iiber Xbal-Restriktionsverdau geoffnet und die
dadurch entstandenen einzelstrangigen DNA-Enden ebenfalls aufgefiillt. Danach er-

folgte die Ligation beider Fragmente.

Tabelle 2.9: Ubersicht der Primer

Name Sequenz

NV129 ccatGGCAGAAAAAGGGGGTTG

NV130 aagcttCAGCAGGTTTAAGCTGTGGCCA
NV131 aagctt AGCAGCCACCTACGTCTTAA
NV132 ccatgGCTGGGCCGCATCATAGTCA
NV133 GCTAGCACCCAAAGGTACTCACAC
NV134 gctagc ATAACTGTGGGTGACTGT

Klonierung von modifizierten 5'UTR-Fragmenten in den pGL-Luziferase-Reporter
Die 300 bp- und 570 bp-Fragmente wurden einzeln aus den 5’UTR Volle-Lange-
Luziferase-Reportern amplifiziert. Das 300 bp-Fragment wurde mit dem Primer-
paar NV130/131, und das 570 bp mit NV129/130 amplifiziert und in einen EcoRV-
geoffneten dephosphorylierten pBS-KS Vektor gebracht. Die Fragmente wurden Mit-
tels HindIII- und Ncol-Verdau isoliert und in den HindIII/Ncol-gedffneten dephos-
phorylierten pGL3-Promoter-Vektor kloniert.

Das 570 bp Fragment ohne Bruno Response Element (BRE) wurde tiber die Am-
plifikation zweier Fragmente der 570 bp langen 5’UTR Sequenz generiert, indem
das BRE durch eine Nhel-Restriktionsstelle ersetzt wurde. Fiir die beiden Fragmen-
te wurden die Primerpaare NV130/133 und NV129/134 verwendet und in einen
EcoRV-geoffneten dephosphorylierten pBS-KS Vektor subkloniert. Die Fragmente
wurden durch HindIII/Nhel- bezichungsweise Nhel /Ncol-Verdau isoliert und in einer
Drei-Fragment-Ligation in den HindIII/Ncol-gedffneten, dephosphorylierten pGL3-
Promoter-Vektor gebracht.
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Tabelle 2.10: Ubersicht der Oligos fiir die Mutagenese

Name Sequenz

mir342- GGATTTTGTGTcTGATTGGTTCGTcTGTGgGC
mut1

mir342- GTGTTTGGGAGGAGCTTGTGTcTGTGgGTTGTG
mut?2

mir342- TGTAGGTGCACGTGTTGTAGCTGTGgGAACACC
mut3

NV135- TAAGGACATCAGCAcGGCCTAGAGGTTTTGATTT
2uORFkozak

500bp- CTAAAAGCCTACTGTCAGTCTCCATAGCCCACTTAAGCCAGAGCC
mut300-

ATG2

5’UTR300- GGTCCTGATcTGACCACCTGAGGAGTGACTcTGgTGCGGCCCAGC
mutagATGrich

NV142- GCCACCTACGTCTTAgTGAGTAGGACCTTACCGG
ATG-mut3

NV143- GGACCCATCAGTTGGAgTGCAAAGGTGACACACAG
mut4

NV144- CACACAGAGTGTAGACgTGAGGACTTTAAAGC

ATG-muth
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Mutagenese der mir342-Bindestellen und der AUG-Sequenzen in der 5’UTR

von Smokl1™"

Fiir die Mutagenese-Reaktionen wurden Oligos verwendet, die die
gewiinschte Modifikation der Sequenz enthalten. Diese wurde iiber PCR unter Ver-
wendung des Multi-Site-Directed-Mutagenesis Kit (Stratagene) eingebracht. Die so
generierten, modifizierten Plasmide wurden in Top10-Zellen transformiert. Nach DNA-
Isolation aus den Bakterien wurden die Plasmide zur Uberpriifung der korrekten Se-
quenz sequenziert. Fiir die Mutagenese der mir342-Bindestellen wurden die Oligos
mir342-mutl, mir342-mut2 und mir342-mut3 und das Konstrukt 5-570-FLuc ver-
wendet (5-570-mmir-FLuc). Fiir die Mutagenese des uAUG wurde das Oligo NV135-
2uORFkozak und das Konstrukt 5-300-FLuc verwendet (5’-300-m1AUG-FLuc). Fiir
das Konstrukt 5’-300-m6 AUG-FLuc wurde 5’-300-m1AUG-Fluc mit den Oligos 500bp-
mut300-ATG2 und 5’'UTR300-mutagATGrich mutagenisiert. Fiir das Konstrukt 5’-
300-m9AUG-FLuc wurde 5-300-m6AUG-FLuc mit den Oligos NV142-ATG-mut3,

NV143-mut4 und NV144-ATG-mut5 mutagenisiert.

2.2 Zellbiologische Arbeiten

Alle Arbeiten mit Zellkulturen wurden an einer sterilen Werkbank ausgefiihrt. Fiir
diese Arbeiten wurden sterile Einmalpipetten und Kulturschalen verwendet. Mate-
rialien, wie Medien und andere fiir die Versuche benétigten Losungen wurden steril
geliefert oder tiber Sterilfilter mit der Porengrofe 0,2 pm (Millipore) sterilisiert. Zur
Kontrolle des Wachstums wurde ein Inversmikroskop (Leica) verwendet. Zum Zentri-

fugieren der Zellen wurde eine Tischzentrifuge (Eppendorf) verwendet.

2.2.1 Zellkultur

Fiir die Zellkuturarbeiten wurden folgende Zellinien verwendet:

Die Zellinien wurden in DMEM-Medium (Lonza) 10% FCS (Foetales Kalberserum,
Gibco) mit Penicillin/Streptomycin (Lonza) und 1% GlutaMax (Cambrex) bei 37°C
in feuchtigkeitsgeséttigter Atmosphére mit 7,5% Kohlendioxidanteil kultiviert. Bei
Erreichen eines konfluenten Monolayers auf einer 10 ¢cm Schale wurden sie 2 mal
mit etwa 10 ml PBS gewaschen und in 1 ml Trypsin-EDTA (Gibco) 5 min bei 37°C
inkubiert und die abgelosten Zellen in 10 ml Medium aufgenommen und in ein 15 ml
Plastikrohrchen (Greiner) iiberfithrt. Zur Bestimmung der Zellzahl wurden mit einer

Pasteurpipette wenige Mikroliter Zellsuspension abgenommen, auf eine Neubauer-
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Tabelle 2.11: Ubersicht der verwendeten Zellinien

Zelllinie Beschreibung

Hek293T humane embryonale Nierenzelllinie, die mit fragmentierter DNA
eines Adenovirus Typ5 transformiert wurde, Uberexpression des
SV40T Antigens, adhérent

NIH3T3 Fibroblasten-Zellline aus Embryonalgewebe der Maus, Zellen

sind spontan immortalisiert , adhérent

Zéhlkammer aufgetragen und die Zellen mit Hilfe des Inversmikroskops ausgezahlt.
Die Zellsuspension wurde anschlieRend bei 1000 g 5 min pelletiert. Der Uberstand
wurde mit einer Pasteurpipette mittels einer Absaugvorrichtung entfernt und die

Zellen in frischem Medium resuspendiert und auf frische Zellkulturschalen verteilt.

2.2.2 Transfektion von Reporterkonstrukten auf Kulturzellen

Hek 293T-Zellen, beziehungsweise NIH3T3-Fibroblasten wurden in der Konzentration
von 2,5 x 10° Zellen pro ml Medium ausgesit und kultiviert bis eine Konfluenz von
etwa 80-90% erreicht wurde. Etwa 24 h spater wurden die Reporterkonstrukte mittels
jet-PEI-Lipofektionsreagenz (Polyplus) in die Zellen transfiziert. Fiir die Transfektion
der GFP-Reporterkonstrukte wurden pro Ansatz in einer 6-Loch-Zellkulturschale 2
1g Plasmid und 6 pl jetPEI verwendet.

Zur Transfektion der pGL3-Promoter-Luziferase-Reporterkonstrukte wurden von
den jeweiligen Plasmiden 1,8 ug pro Ansatz, der pRL-CMV Renilla Vektor (1 ng
pro Ansatz) und eGFP-C2 Vektor in 150 mM NaCl verdiinnt. Vor jeder Transfektion
wurde die jet-PEI-Verdiinnung in 150 mM NaCl frisch angesetzt. Dazu wurden 600
1 150 mM NaCl mit 33,6 pl jet-PEI in einem Falcon-Réhrchen kurz gemischt. Fiir
6 Transfektionen wurden 200 pl NaCl/jet-PEI MIx auf 200 ul vorbereiteten in NaCl
verdiinnten DNA-Mix pipettiert, fiir 5 sec gemischt und bei Raumtemperatur 20 min
lang inkubiert. Wahrend der Inkubationszeit wurden von 1 ml Zellkulturiiberstand
600 pl abgenommen, so dass ca. 400 ul Medium auf den Zellen iibrigblieben. Von
den insgesamt 400 pl (8-fach Ansatz) wurden pro Loch einer 24-Loch-Schale 50 pl
DNA-jet-PEI Mix pipettiert und weitere 24 h bei 37°C und 5% CO2 inkubiert. Nach
etwa 20 - 24 h wurde die Transfektionseffiziens mittels Verwendung eines GFP-Filters

eines Fluoreszenz-Inversmikroskops (Zeiss, Axiovert) tiberpriift.

35



Kapitel 2 Material und Methoden

2.2.3 Luziferase-Biolumineszenz-Messung von transfizierten Hek
293T-Zellen

Fiir die Messung der Luziferase-Aktivitat von Reporterkonstrukten wurden modi-
fizierte pGL3-Plasmide mit pRL-CMV Renilla-Luziferase-Vektor in Hek293T-Zellen
kotransfiziert (sieche Abschnitt Transfektion). 20 - 24 h spéter erfolgte die Auswer-
tung des Versuchs unter Verwendung des Dual-Assay-Kits (Promega) nach Herstel-
lerangabe. Dazu wurde jede Schale einer 24-Well-Zellkulturschale nach Absaugen des
Zellkulturmediums und Waschens mit 1 ml PBS mit 100 pl Lysispuffer (1x PLB) ver-
setzt und 15 min bei Raumtemperatur auf einem Schiittler lysiert. Die Firefly- und
Renilla-Luziferase-Aktivitit der Lysate wurden anschlieffend im Luminometer gemes-
sen. Dabei diente die Renilla-Luziferase-Aktivitdt zur Normalisierung der Transfek-
tionseffizienz, indem die Werte der Firefly- und der Renilla-Luziferase ins Verhéltnis
gesetzt wurden. Bei den Messungen wurde die Luziferase-Aktivitdt der Kontrollzel-
len, die mit dem unmodifizierten pGL3-Promoter-Plasmid und pRL-CMV transfiziert
wurden, als 100 %-Wert definiert.

Bei den Versuchen, bei denen eine Quantifizierung der Transkripte erfolgte, wurde
eGFP-C2 Plasmid kotransfiziert und die Transkriptmengen iiber quantitative Re-
alTime PCR gemessen. Dabei diente das GFP-Transkript zur Normalisierung der

Firefly-Luziferase-Transkripte.

2.2.4 Proteinextrakte von Kulturzellen und Gewebe

Zellen wurden in Gewebe-Lysis-Puffer (100 mMTris, pH7,6, 150 mM NaCl, 1mM ED-
TA, 1% Nonindet P-40, 0,1%Natriumdesoxycholat) mit Proteinase-Inhibitor-Cocktail
(Complete, Boehringer Mannheim) durch einfaches Auf-und Abpipettieren lysiert.

Gewebe wurde im selben Puffer durch Zerkleinern in einem 1,5ml Eppendorffréhrchen
mit einem Plastikstdbchen auf Eis aufgeschlossen und kurz gemischt. Die Gewebe-
lysate wurden fiir 10 min bei 4°C und 1000g zentrifugiert und der proteinhaltige
Uberstand abgenommen. Die Proteinextrakte wurden auf Eis gekiihlt und bei -20 °C

eingefroren.

2.2.5 Messung der Protein-Konzentration von Zell- und Gewebelysaten

Zur Messung der Proteinkonzentration der Zell-Lysate mittels BCA-Proteinbestimmungskit

(Pierce, Perbio) wurden je 1 ul des Proteinlysats mit 200 ul BCA Reagenz versetzt
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und 30 min bei 37°C inkubiert. Parallel dazu wurde eine BSA-Verdiinnungsreihe an-

gesetzt und als Standard in einem Photometer bei 562 nm vermessen.

2.2.6 Analyse von Proteinen iiber SDS-PAGE

Zur Gelelektrophorese von Proteinen wurden NuPAGE 4-12 % Bis-Tris Gele (In-
vitrogen) mit NuPAGE Laufpuffer (Invitrogen) benutzt. Die Proteinlysate wurden
mit 4-fach NuPage Ladepuffer bei 70 °C 10 Minuten denaturiert und danach auf
Eis gekiihlt, kurz zentrifugiert und zwischen 15 und 30 ug Protein in die Geltaschen
geladen. Als Proteingrofenmarker diente der gefarbte SeeBlue Plus 2 Proteinmarker

(Invitrogen). Die Proteine wurde bei 200V etwa 45 min nach Grofe getrennt.

2.2.7 Western Blot

Zum Blotten diente die Semi-Dry Blot-Apparatur von BioRad. Dazu wurde das Gel
und die verwendete Nitrozellulosemembran (BioRad, 0,45 um Porengréfse) ca. 5 bis 10
min in Transferbuffer auf einem Schiittler equilibriert. 1L Transferpuffer enthalt 20%
Methanol, 5,82 g Tris-Base, 2,93 g Glycin, 1,875 ml SDS 20%. Zum Blotten wurden
zunachst zwei Lagen in Transferpuffer getriankte Whatman-Papierstiicke von etwa
9x10cm auf die Unterseite der Blot-Apparatur, gefolgt von der dqulibrierten Mem-
bran und des Gels, sowie zwei weiteren Lagen in Transferpuffer getrankte Whatman-
Papierstiicke luftblasenfrei geschichtet. Geblottet wurde bei 14 V, 330 mA etwa 35 -
45 min. Nach dem Blotten wurde auf der Membran mit Bleistift die Konturen und
Taschen des Gels markiert. Mit PonceauS-Farbstoff wurde die Qualitéit des Protein-
transfers tiberpriift. Das Blockieren der Membran erfolgte mittels 2 % Milchpulver
(Sigma) gelost in TBST (10 mM Tris pH 8 , 150 mM NaCl, 0,2 % Tween 20) fiir
etwa 30 bis 60 min. Nach dem Blockieren wurde die Membran zerschnitten, damit
die Proteinproben mit unterschiedlichen Antikérpern inkubiert werden konnten. Die
Teile der Membran wurden je nach Grofse in 15 oder 50 ml verschliessbare Zellkul-
turrohrchen aus Plastik (Greiner) gebracht und auf einem Roller mit den jeweiligen
Inkubations- und Waschlosungen gleichméfig gerollt. Darin erfolgte die Antikorperin-
kubation mit 2 bzw. 5 ml Antikorperlosung fiir 1 h Raumtemperatur oder 4 °C iiber
Nacht. Die jeweiligen Antikorper wurden je nach Herstellerangaben in 2 % Milch-
pulver gelost in TBST (2 % Milchpulver/TBST) verdiinnt. Nach der Inkubation des
Primérantikorpers wurde 3 Mal 5 min lang mit etwa 7 ml TBST gewaschen. Danach

erfolgte fiir etwa 30 bis 60 min die Inkubation mit dem Sekundérantikorper, der mit
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Merrettichperoxidase gekoppelt und in 2 % Milchpulver/TBST verdiinnt ist. Nach
dem letzten Antikorperinkubationsschritt wurde nochmals 3 Mal 5 min lang mit etwa
7 ml TBST gewaschen. Zur Entwicklung der Antikorper-spezifischen Signale wurden
pro Membran von ca. 9 x 10 cm Grofe etwa 1 ml fertiges Substrat (ECL Detektion
Kit, .GE Healthcare) verwendet. Die Detektion der Signale erfolgte mittels Belichtung
von Biolumineszens-sensibler Filme (Amersham Pharmacia) in einer Dunkelkammer.

Die Entwicklung der Filme wurde in einer Entwicklermaschine vorgenommen.

2.2.8 Gewebeentnahme

Hoden und Nebenhoden wurden einzeln préapariert und auf einem Gemisch von Trocken-
eis und Isopropanol bei etwa -80°C eingefroren. Dazu wurden aus Aluminiumfolie
unter Zuhilfenahme von 15 ml R6hrchen Férmchen von etwa 2 cm Durchmesser ge-
formt und auf Trockeneis-gekiihltes Isopropanol gelegt. Bei der Préaparation wurden
die Gewebeteile einzeln hineingelegt und in etwa 30 sec tiefgefroren, ohne dass ein
Kontakt von Gewebe mit dem Alkohol erfolgte. Nach dem Durchfrieren des Gewebes
wurden die Teile in saubere Szintillationsgefafse aus Plastik iiberfiihrt, auf Trockeneis
zwischengelagert und bei -80°C eingefroren. Die Gewebe wurden fiir die Herstellung

von Gefrierschnitten fiir die Gewinnung von RNA- oder Proteinextrakten verwendet.

2.2.9 Gefrierschnitte von Maushoden und Vorbehandlung der Gefrierschnitte

fiir in situ Hybridisierungen und Immunfluoreszenzfirbungen

Die entnommenen Organe wurden bei -80°C gelagert und zur Herstellung von Ge-
frierschnitten benutzt. Zum Schneiden des Gewebes diente ein Kryostat (Microm),
wobei ein Hoden mit Tissue-Tek (O.C.T Compound, Sakura) auf die Halterung befe-
stigt wurde und bei einer Temperatur von -12 °C 10 pm dick longitudinal geschnitten
wurde. Jeweils drei Schnitte wurden nacheinander auf Superfrost Plus Objekttréger
(Menzel und Gléser) aufgezogen und in einem Schnittkasten von 9 x 13 cm (VWR),
der mit einem Péckchen, gefiillt mit Silica Gel Orange (Roth), bei -20°C maximal
zwei Wochen gelagert. Zur Fixierung und Acetylierung dieser Gefrierschnitte wurde
ein Fixierroboter (Microm) benutzt. Die Schnitte wurden darin 20 min lang in 4%
Paraformaldehydlosung in PBS (4%PFA /PBS) fixiert, dann 2 x in 0,9 % NaCl Losung
2 min gewaschen. Anschliefend wurden die Schnitte per Hand acetyliert. Die Acety-
lierung erfolgte in 0,1 M TEA (Triethylenamin-Losung, pH 8 ), das kurz zuvor frisch
hergestellt und mit 1,1 ml Acetanhydrid auf 480 ml versetzt wurde. Die Schnitte wur-
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den 5 min auf einem Magnetriihrer mit Riihrfisch zur Durchmischung acetyliert. Nach
5 min wurde nochmals frisches Acetanhydrid zugefiigt und nochmals 5 min acetyliert.
Die Schnitte wurden zuriick in den Fixierroboter gebracht und durchliefen nach 5 min
Waschen in PBS und 2 min in 0,9 % NaCl Losung mehrere Dehydrierungsschritte: 2
min in 30 % EtOH, 2 min in 50 % EtOH, 2 min in 70 % EtOH, 2 min in 80 % EtOH,
2 min in 95 % EtOH und 2x 2 min in 100 % EtOH. Danach wurden die Objekttriager
an der Luft getrocknet, in Schnittkdsten mit Silica Gel-Péckchen zur Minimierung
von lokaler Luftfeuchtigkeit verpackt und bei -80°C gelagert. Die Schnitte wurden
fiir in situ Hybridisierungen oder Immunfluoreszenzfarbungen verwendet, wobei sie
geschlossen bei Raumtemperatur aufgetaut wurden. Die Schnitte diirfen maximal 1
mal getaut und wieder eingefroren wurden, da sonst keine ausreichende Signalstérke

beim Nachweis von RNA und Protein erreicht werden.

2.2.10 Herstellung von RNA-Sonden

GFP-Sonde Die kodierende Region von GFP wurde mittels BamHI- Restriktions-
verdau aus einem Plasmid isoliert und in den pBS-KS-Vektor umkloniert. Als Vorlage
fiir die in vitro Transkription diente das PCR-Produkt einer Amplifikation des In-
serts des Plasmids mit M13 uni und M13 reverse Standardprimern. Die PCR erfolgte
mit Tag-Polymerase fiir 35 Zyklen mit Annealingtemperatur von 55 °C und einer
Elongationszeit von 40 Sekunden je Zyklus. 10 ul des PCR~Ansatzes wurden zur in
vitro Transkription verwendet. Mit der T7-Polymerase wurde durch in wvitro Tran-
skription des PCR-Produkts eine Gegenstrang-RNA-Sonde iiber die gesamte Lange

der kodierenden Region von GFP erzeugt.

Smok1-Sonde fiir die Detektion von Wildtyp-Smok-Transkripten Die RNA-
Sonde fiir die in situ Detektion von Wildtyp-Smok1-Transkripten wurde durch Am-
plifikation der kodierenden Region von Smok1 (129Sv) aus einem Plasmid gewonnen,
das ein genomisches EcoRI-Fragment von 2,2 kb in pBS-KS enthielt. Zur Amplifikati-
on der Sequenz fiir die RNA-Sonde diente das Primerpaar BGH170/NV19. Dadurch
wurde ein Fragment von 1,272 kb Lénge gewonnen, das einen grofen Teil der kodie-

renden Region der Smok1 aus dem Mausstamm SV129 umfaft.

Myc-Sonde fiir die spezifische Detektion von Tg9-, 10-, 11-, Ace-, Delta5’'Tg9-
und TgMyc-Smok1-Transkripten Die Myc-RNA-Sonde wurde durch die Amplifi-
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kation des 6-fach Myc-Epitops, das in T¢9 vorhanden ist, iiber PCR gewonnen. Dazu
wurden die Primer NV33 und NV34 verwendet. Die amplifizierte Sequenz von 465
bp Lénge umfasst 110 bp des 5’UTR von Smok17", 320 bp des 6-fach Myc-Epitops
und 35 bp der kodierenden Region von Smok1™®". Dieses Stiick wurde mittels TOPO-
TA Klonierungs Kit (Invitrogen) nach Herstellerangaben kloniert und das Insert auf
Sequenz und Klonierungsrichtung gepriift. Das Plasmid wurde durch Restriktions-
verdau mit Notl gedffnet, um mittels T3-Polymerase in einer in vitro Transkription

die Gegenstrang-RNA-Sonde zur Detektion transgener Transkripte zu erhalten.

Sonde zur Detektion des TglOlacZ-Transkripts Zur Herstellung dieser Son-
de wurde das Plasmid pSK-LacZ1 verwendet (personliche Mitteilung von Heinrich
Schrewe). Dieses enthielt ein durch PCR amplifiziertes Fragment des LacZ-Gens, das
einen Teil (Position 1679-2673) der kodierenden Region fiir die S-Galactosidase um-
fasste. Das Plasmid wurde mit dem Restriktionsenzym linearisiert, aufgereingt und
zur in vitro Transkription mit der T7-Polymerase eingesetzt, um eine Gegenstrang-

RNA-Sonde zur kodierenden Region des LacZ-Transkripts zu generieren.

Tabelle 2.12: Ubersicht derPrimer

Primerbezeichnung Sequenz

NV33 AGCTTGGTCATTGTTTCT
NV34 CCTCCCTGGCCAATAGTCT
BGH170 CTAGTCCAGCCCTTGATG
NV19 AGGCTCCCATGTGGCTGTCAA

In vitro Transkription (30 pul Ansatz) 1 pg isoliertes Plasmid oder 10 pul eines
PCR-Ansatzes wurden mit sterilem Wasser auf 18,25 ul aufgefiillt. Dazu wurde 3 ul
10x Puffer (Roche) und 3 pul dATP, dCTP, dGTP Mix (10 mM pro NTP, Roche) und
0,75 ul DIG-UTP-Mix (Roche), sowie 1,5 ul DTT pipettiert. 1,5 ul RNase Inhibitor
(Roche) und entsprechend T3, T7 oder Sp6 Polymerase zugefiigt und 2h bei 37°C
inkubiert. 2 ul RNase-freie DNase (Roche) wurden nach der Transkription zugefiigt
und nochmals 15 min bei 37°C inkubiert. Der Ansatz wurde mit STE-Puffer (RNase-
frei, 8 mM Tris pH8, 0,8 mM EDTA, 150 mM NaCl) auf 50 pl aufgefiillt und mit

ProbeQuant G-50 Micro Columns (Amersham Pharmacia) gereinigt. Dieser Ansatz
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wurde auf intakte RNA iiberpriift, indem wenige pl der Probe auf ein 1% Agarosegel

in RNase-freiem TAE aufgetragen wurden.

2.2.11 Fluoreszierende in situ Hybridisierung auf Kulturzellen

Fiir diese Versuche wurde eine DIG-UTP-RNA Sonde gegen GFP verwendet. Kul-
turzellen wurden auf gelatinierten Deckglédschen kultiviert und transfiziert. 24 h nach
der Transfektion erfolgte nach Absaugen des Mediums und einmal Waschen in PBS
die Fixierung der Zellen in 4 %PFA und 10 % Essigsaure gelost in PBS fiir 10 min bei
Raumtemperatur. Danach wurde zweimal in PBS gewaschen. Permeabilisiert wurden
die Zellen in 70 % RNase-freiem EtOH bei 4°C iiber Nacht. Dann wurden die Zellen
mit 2xSSC und 50 % Formamid fiir 5 min rehydriert. Die Hybridisierung erfolgte
in einer feuchten Kammer bei 37°C mit 40 ul Hybridisierlosung (10 % Dextransul-
fat, 2mM Vanadyl-ribonucleosid Komplex, 0,02 % RNase freies BSA, 40 ug E.coli
tRNA, 2xSSC und 50 % Formamid) und der darin gelésten RNA Sonde (Verdiin-
nung 1:100), wobei die mit Zellen bedeckten Deckldschen mit einem Stiick Parafilm
vor dem Austrocknen geschiitzt wurden. Nach der Hybridisierung wurden die Deck-
gliaschen zweimal mit 0,1xSSC, 50 % Formamid 30 min lang bei 50°C gewaschen.
Anschliefsend erfolgte die Antikorperinkubation mit einem Biotin-gekoppelten Anti-
DIG-Antikorper (Jackson Immunoresearch) in 2xSSC, 8 % Formamid, 2 mM Vanadyl-
ribonucleosid Komplex, 0,2 % RNase freies BSA fiir 1 h bei 37°C. Danach wurde der
Antikorper durch zweimaliges Waschen in 2xSSC, 8 % Formamid fiir je 15 min bei
Raumtemperatur entfernt. Anschlieffend wurde Cy3-gekoppeltes Streptavidin fiir 1
h inkuiert und erneut gewaschen. Nach dem letzten Waschschritt wurde eine DAPI-
Kernfarbung vorgenommen, indem DAPI, 1:1000 in PBS verdiinnt, fiir 5 min auf die
Zellen gegeben wurde. Dieses wurde anschlieffend kurz in Wasser abgewaschen. Die
auf den Deckglédschen haftenden Zellen wurden auf Objekttrager in Einbett-Medium
(Vectashield, Vectorlabs).

2.2.12 In situ Hybridisierung auf Gewebe

Gefrierschnitte wurden bei Raumtemperatur im geschlossenen Schnittkasten getaut.
Anschlieflend wurden die Objekttrager mit je 100 pl Hybridisierlésung und einem
Stiick Parafilm, der in etwa der Grofse des Objekttragers entspricht, bedeckt und in
einem Schnittkasten, der mit einem Zellstoff getrdnkt mit 50 % Formamid und 5x
SSC feucht gehalten wurde, fiir 1-3 h bei 65°C im Hybridisierofen prainkubiert. Nach
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der Prainkubation wurde der Parafilm mit Hilfe einer Pinzette einzeln von den Ob-
jektrigern entfernt, die Hybridisierlosug abgeschiittelt und mit 100 ul Losung, die die
DIG-markierte RNA-Sonde in einer Verdiinnung von 1:100 enthielt (Konzentration
der Probe etwa 20 ng/100 pl), und einem frischen Stiick Parafilm bedeckt. Die Ob-
jekttrager wurden wie bei der Prahybridisierung im feuchten Schnittkasten fiir etwa
15 - 18 h bei 65 °C hybridisiert. Nach der Hybridisierung wurden die Objekttréager
bei Raumtemperatur kurz in 5xSSC getaucht, um den Parafilm abzul6sen und sie
in Glaskiivetten (Copeland Jars) einzusortieren. Alle darauf folgenden Waschschritte
erfolgten bei 65°C. Dazu wurden auf 65 °C vorgewdarmte Losungen und Copeland
Jars verwendet. Der erste Waschschritt erfolgte mit 50 % Formamid und 1x SSC
fiir 30 min. Danach wurde einmal 20 min in 2xSSC und zweimal in 0,2xSSC gewa-
schen. In MABT wurden die Schnitte zwei mal 5 min &quilibriert und danach fiir
1 -4 h mit 20 % inaktiviertem Lammserum in MABT in einer feuchten Kammer
bei Raumtemperatur blockiert. Die Losung wurde abgeschiittelt und mit dem Alka-
lische Phosphatase (AP)- oder Peroxidase-(POD) gekoppelten Anti-Dig oder Anti-
Fluorescein-Antikérper (Anti-DIG-AP Antikorper, Roche; Anti-DIG-POD Antikor-
per, Roche; Anti-Fluorescein-AP Antikérper, Roche) in 5 % Lammserum/MABT
iiber Nacht bei 4°C inkubiert. Die Antikorperlosung wurde anschliefsend mit drei

Waschschritten von je mindestens 5 min in MABT entfernt.

Entwicklung der Farbung mit NBT/BCIP als Substrat der alkalischen Phos-
phatase Zur Entwicklung des Signals mittels alkalischer Phosphatase wurden die
hybridisierten Schnitte fiir 10 min in NTMT &quilibriert und danach in einer feuch-
ten Kammer mit etwa 400 ul NBT/BCIP verdiinnt in NTMT fiir mehrere Tage bei
4°C oder Raumtemperatur entwickelt. Dabei wurde etwa einmal téglich die Farbe-
16sung gewechselt und die Farbung unter einem Binokular (Leica) beobachtet. Zum
Stoppen der Féarbung wurden die Objekttriager kurz in NTMT und dann in PBS
gewaschen. Es erfolgte eine Fixierung des Farbstoffes mit 4 % PFA /PBS fiir 20 - 30
min und drei Waschschritte in PBS. Die Objekttriger wurden zum Schluss in Kaisers

Glycerolgelatine eingedeckelt.

Entwicklung der Fluoreszenzfarbung mit Fast Red als Substrat der alkalischen
Phosphatase Zur Entwicklung des Signals mittels Fast Red Substrat (DAKO) wur-
den die hybridisierten Schnitte fiir 10 min in NTMT &quilibriert und danach in einer
feuchten Kammer mit Fast Red-Substrat fiir mehrere Tage bei 4°C entwickelt. Als
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Anhaltspunkt fiir die Inkubationszeit diente die parallel dazu angesetzte Farbung der
Proben mit NBT /BCIP-Farbelosung. Zum Stoppen der Farbung wurden die Objekt-
trager kurz in NTMT und dann in PBS gewaschen. Es erfolgte eine Fixierung des
Farbstoffes mit 4 % PFA/PBS fiir 20 - 30 min und drei Waschschritte in PBS. Fiir
eine zusatzliche Kernfarbung mit DAPI wurde zwischen dem zweiten und dritten
Waschschritt mit PBS das DAPI 1:10.000 in PBS verdiinnt und fiir 5 min auf den
Objekttragern belassen. Zum Eindeckeln der Schnitte fiir die Fluoreszenzmikroskopie
wurden ca. 30 ul Vecta Shield (Vectorlabs) benutzt.

2.2.13 Northern Blot transfizierter Fibroblasten mit Digoxigenin-UTP-RNA
Sonde

Fiir die Northern Blot-Analyse transfizierter Zellen wurden GFP-Reporterkonstrukte
in NIH3T3-Fibroblasten transient transfiziert. 24 h nach der Transfektion wurde
aus den Kulturzellen RNA gewonnen. Dies erfolgte wie unter dem Abschnitt RNA-
Préparationen beschrieben. 10 ug RNA, versetzt mit Ladepuffer wurde auf ein de-
naturierendes, Ethidiumbromid-haltiges 1 % Agarose-Gel mit 18,5 % Formaldehyd
geladen und mittels Elektrophorese nach ihrer Grofse in MOPS-Puffer aufgetrennt.
Nach der Auftrennung der RNA-Proben im Gel fiir 18 h bei 20 V wurde im UV-Licht
ein Gelfoto zur Dokumentation aufgenommen. Gleichméafige Beladung der Proben
auf das denaturierende Gel wurde aufgrund der Intensitdten der ribosomalen 18 S
und 28 S RNA-Banden beurteilt. Danach wurden die RNA-Proben alkalisch hydro-
lysiert, indem das Gel fiir 30 min in 50 mM NaOH inkubiert wurde. Anschliefsend
wurde neutralisiert, indem es fiir weitere 30 min in 0,2 M Tris-HCL pH 7,0 geschiittelt
wurde. Das Gel wurde fiir 5 min in 10xSSC aquilibriert. Der Transfer der aufgetrenn-
ten RNA-Banden auf eine kationische Membran (HYBOND N, Amersham) erfolgte
durch Kapillarkrifte in einer Gelkammer, in der 2 Lagen saugfihiges Papier (Wh-
atman) mit 10xSSC getrénkt ausgelegt waren. Darauf wurde das Gel gebracht, das
mit der Hybridisierungsmembran bedeckt wurde. Darauf wurden 6 Lagen saugfidhiges
Papier (Whatman), das in der Grofe des Gels zurechtgeschnitten war, getrankt in
10xSSC gelegt. Darauf wurden etwa 10 cm zurechtgeschnittene Einweg-Handtiicher
gebracht, die mit einem Gewicht von etwa 200 g beschwert wurden, um die Kapillar-
wirkung zu erzeugen. Das Blotten erfolgte iiber Nacht. Nach dem Blotabbau wurde
die an der Membran haftende RNA mittels UV-Licht vernetzt. Die Membran wur-
de mit 2xSSC befeuchtet. Dann wurde die Membran in Hybridisierungspuffer (50
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% Formamid, 5xSSC, 2 % Blocking Reagenz (Roche), 0,02 % SDS und 0,1 % N-
Lauroylsarcosin) fiir 1 - 3 Stunden in einem Glaszylinder unter Rotation bei 68°C
prahybridisiert. Anschliefend wurden 40 ng/ml einer Digoxigenin (DIG)-UTP-RNA
Sonde gegen die kodierende Region des GFP in die Hybridisierlosung zugegeben und
iiber Nacht bei 68°C hybridisiert. Die Synthese der RNA-Sonde erfolgte wie unter dem
Abschnitt Herstellung von RNA-Sonden beschrieben. Die Membran wurde anschlie-
fsend fiir 5 min dreimal in 2xSSC+0,1 % SDS bei Raumtemperatur und anschliefsend
dreimal fiir 30 min mit 0,1xSSC + 0,1 % SDS gewaschen. Anschliefend wurde einmal
5 min in 2xSSC + 0,1% SDS gewaschen und danach 5 min in MAB-Puffer aquilibriert.
Dann wurde die Membran mit einem Alkalische Phoshatase-gekoppelten Anti-DIG-
Antikérper (Roche) in der Verdiinnung 1:10000 in MAB-Puffer mit 1 % Blocking
Reagenz (Roche) 45 min lang inkubiert. Nach dreimaligem Waschen von 20 min in
MAB-Puffer + 0,3 % Tween, erfolgte die Aquilibrierung der Membran in Puffer bei
pH 9,5 (0,1 M Tris-Base pH 9,5, 0,1M NaCl, 5 mM MgCl). Die Membran wurde
mit dem CSPD Substrat (Roche), das durch Alkalische Phosphatase Chemolumines-
zens entwickelt, benetzt. Die Detektion der Signale erfolgte mittels Belichtung von
Biolumineszens-sensibler Filme (Amersham Pharmacia) in einer Dunkelkammer. Die

Filme wurden in einer Entwicklermaschine entwickelt.

2.2.14 lIsolation von Spermatozoen fiir die Immunfluoreszenzfirbung

Zur Gewinnung isolierter Spermien wurde der distale Teil des Nebenhodens (Cau-
da Epididymis) isoliert und sofort in 1 ml EKRB-Medium gelegt (Enriched Krebs
Ringer-Losung). Das EKRB-Medium diente zur Kapazitierung der Spermien. Es ent-
hielt 119,4 mM NaCl, 4,8 mM KCI, 1,0 mM CaCl2, 1,2 mM MgS04, 1,2 mM KH2PO4,
5 mM Glucose, 21 mM Natriumlaktat, 0,25 mM Natriumpyruvat und 25 mM NaH-
CO3. In dieser Losung wurde das Gewebe mit Schere und Pinzette kleingeschnitten
bis die Losung milchig wurde. Die gesamte Gewebesuspension wurde in ein 2 ml
Eppendorft-Gefafs iiberfiihrt, mit 1 ml EKRB Medium iiberschichtet und bei 30°C
30 min im Heizblock inkubiert. Dabei trennten sich die Spermien vom Gewebe des
Nebenhodens. Nach der Inkubationszeit wurde 1 ml der Spermiensuspension mit ei-
ner Pipette mit abgeschnittener Spitze abgenommen, um die Spermien mechanisch
zu schonen. Die Spermien wurden 5 min bei Raumtemperatur bei 1000 g pelletiert
und der Uberstand sofort abgenommen. AnschlieRend wurde das Pellet einmal mit

PBS gewaschen und erneut zentrifugiert und der Uberstand abgenommen.
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Die Spermien wurden in 100 bis 200 ul PBS vorsichtig resuspendiert. Von der Sus-
pension wurden mit einer abgeschnittenen Pipettenspitze 10 ul auf Objekttrager (Su-
perfrost, Menzel&Gléser) ausgestrichen. Die Fixierung der Spermien auf dem Objek-
trager erfolgte mit 0,5 ml 4 % PFA in PBS fiir 20 min bei Raumtemperatur. In
Glaskiivetten fiir Objekttriager (Copeland Jars, VWR) wurden die Préparate 2 mal

5 min in PBS ohne Bewegung der Behélter gewaschen.

2.2.15 Immunfluoreszenzfirbungen auf Kryoschnitten des Hodens und auf

Spermatozoen

Die Gefrierschnitte des Hodens wurden zum Auschluss von Luftfeuchtigkeit bei Raum-
temperatur im geschlossenen Schnittkasten getaut. Fiir Immunfluoreszenzfiarbungen
von Spermatozoen wurden diese wie oben beschrieben vorbereitet. Die Objekttriger
wurden in einer feuchten Kammer mit 0,5 ml 5 % Normalem Ziegenserum (Normal
Goat Serum, NGS, Vectorlabs) in PBST bei 37°C 30 min blockiert. Die Inkubati-
on mit dem jeweiligen Erstantikorper, der in PBST mit 5 % NGS verdiinnt wurde,
erfolgte in einer feuchten Kammer bei 37°C fiir 1 h. Der Antikérper wurde durch 2
mal Waschen in PBST in Glasbehéltern (Copeland Jars) entfernt. Der fluoreszenz-
gekoppelte Zweitantikorper wurde 1:1000 in PBST mit 5 % NGS fiir 30 min 37°C
oder fiir 1 h bei Raumtemperatur in einer dunklen feuchten Kammer inkubiert. Der
Sekundérantikorper wurde durch 2 mal Waschen mit PBST entfernt. Dann wurden
0,5 ml DAPT (1:1000) in PBS zugegeben und fiir 5 min dunkel bei Raumtemperatur
inkubiert. Es erfolgte ein letzter Waschschritt in PBST. Auf die Objekttrager wurde
ein Tropfen Vectashield (Vectorlabs) aufgebracht und die geférbten Préparate mit
einem Deckgléschen bedeckt. Die Ecken der Deckglaschen wurden mit Nagellack auf
dem Objekttrager fixiert, um das Verrutschen des Deckgléschens beim Mikroskopie-
ren zu vermeiden. Die Analyse der Immunfluoreszenz der Praparate erfolgte mit dem
Zeiss Axioimager Z1 oder mit dem Zeiss Observer. Konfokale Aufnahmen von Zellen

wurden mit dem Konfokalmikroskop Zeiss LSM510 gewonnen.

2.2.16 Genotypisierungen

Die Lyse der Schwanzbiopsie in etwa 200 pl Laird’s Puffer (200 mM NaCl, 100 mM
Tris-HCI1 pH 8,3, 5 mM EDTA, 0,2 % SDS) versetzt mit Proteinase K (20 pg/ml)
erfolgte bei 56°C iiber Nacht. Nach der Lyse wurden die Lysate bei 4°C gelagert oder
sofort weiterverarbeitet. 5 pul des DNA-haltigen Lysats wurden in 100 pl 0,1M Tris
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pH 8 verdiinnt und bei 80°C, 20 min inkubiert, um die Proteinase K zu inaktivieren.
Von dieses Verdiinnung wurden pro 25 pul PCR Ansatz 2 ul eingesetzt. Die PCR
wurde unter Verwendung des Taq-Polymerase Kits (Invitrogen) durchgefiihrt. Die
Genotypisierungen erfolgen, soweit nicht anders vermerkt fiir 38 Zyklen bei einer
initialen Dissoziation doppelstrangiger DNA bei 94°C fiir 15 sec pro Zyklus, gefolgt
von 15 sec Anlagerungszeit bei 52,8°C und von anschliefender Elongation der DNA
bei 72°C fiir 45 sec.

Tabelle 2.13: Ubersicht der Primer

Genotypisierung der Lini- Name Sequenz
en
Tg9, Tq10, Tgll BGH453 GTGCCCTTTGCGATTTC
BGH454 GCCCACTTGAGGTAACA
TgAce AcePs agggcccttggegtcagg
BGH193 CTCGCACAACTCCATAAT
Tg9lacZ, Tgl0lacZ BGH161 gtttgggaggagcttgtg
lacZrev TTAAGTTGGGTAACGCCAGGG
Delta5'Tg9 NV55 GGATCCCATCGATTTAAAGC
NVT72 CCTCCCTGGCCAATAGTCT
TgMyc-Smok1 NV55 GGATCCCATCGATTTAAAGC
NV129

2.2.17 RNA-Préparationen aus Zellen und Geweben

Zur Praparation von RNA aus Kulturzellen, Hoden, Nebenhoden und isolierten Sper-
mien wurde das RNeasy Micro bzw. MiniKit (Qiagen) benutzt, je nach erwarteter
RNA-Menge der Proben. Zellen wurden direkt in mit (- Mercaptoethanol halti-
gem Puffer RLT versetzt und nach Herstellerprotokoll verarbeitet. Fiir alle RNA-
Praparationen, die fiir eine cDNA Synthese herangezogen wurden, wurde nach Her-
stellerangaben auf der Séule mit RNase-freier DNase I verdaut (Qiagen). Zur Mini-
mierung von Kontaminationsrisiken wurden alle Arbeiten unter einer reinen Werk-
bank mit laminarem Luftstrom unter Verwendung von DNA-Away und RNaseZap zur
Entfernung von Nukleotidkontaminationen aller Flédchen und Pipettierhilfen durch-

gefiihrt.
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RNA-Qualitatskontrolle Die Qualitdt und Reinheit der RNA der Zell- und Gewe-
beextrakte fiir RNA-Analysen wurde mittels Analyse im Bioanalyzer (Agilent Tech-
nologies) auf einem Nanochip (Eukaryote Total RNA Nano Series II) nach Herstel-

lerangabe iiberpriift.

2.2.18 cDNA Einzelstrangsynthese mit Reverser Transkriptase

Zur Herstellung von ¢cDNA wurde das Superscript-1I-Kit von Invitrogen verwendet.
Zum Primen der cDNA Reaktion wurde eine zufillige Mischung von Primern (ran-
dom primer) benutzt. Alle Pipettierarbeiten wurden an einer reinen Werkbank mit
laminarem Luftstrom unter Verwendung von DNA-Away und RNaseZap zur Entfer-
nung von Nukleotidkontaminationen aller Flachen und Pipettierhilfen durchgefiihrt.
Zur Einzelstrangsynthese wurden 500 ng bis 1 ug RNA aus Zellextrakten eingesetzt.
Bei Nebenhoden- oder Spermien-RNA-Préiparationen wurden aufgrund des geringen
RNA-Gehalts 10 ul zur Synthese eingesetzt. Zur Kontrolle der Reinheit der RNA-
Praparationen wurde jede RNA einmal mit und einmal ohne Reverse Transkriptase
im ¢cDNA-Ansatz pipettiert. Von den 20 pul ¢cDNA wurden direkt 0,4 bis 2 pul des
Ansatzes fiir PCR oder quantitative Real-Time-PCR verwendet. Bei der Detektion
der niedrig konzentrierten Spermien cDNA-Préparationen wurden die cDNA-Ansétze

mit dem PCR purification Kit (Qiagen) aufgereinigt.

2.2.19 Quantitative RealTime PCR

Quantitative RealTime PCR-Messung der Luziferase-Transkripte in Hek293T-
Zellen Die Ermittlung der Transkript-Mengen in Hek293T-Zellen, die mit eGFP-C2
Vektor und pRL-CMV sowie den Luziferase- Reporterkonstrukten transfiziert wur-
den, erfolgte mittels SYBR Green im Cycler AbiPrism 7700 Sequence Detection Sy-
stem (Applied Biosystems). Die RNA-Menge der Luziferase Reporter wurden mit dem
Primerpaar NV116/117 ermittelt. Zur Standardisierung der einzelnen Ansétze wurde
GFP-Transkript durch das Primerpaar AS55/313 gemessen und zur Normalisierung
herangezogen. Der SYBR Green PCR Master Mix (Applied Biosystems) wurde mit
den entsprechenden Primerpaaren (10mM) versetzt. Jeder 20 ul Ansatz enthielt 1-2 ul
unaufgereinigte cDNA (siehe Abschnitt cDNA-Synthese). Es wurden technische Tri-
plikate pipettiert. Zur Standardisierung der RNA-Mengen wurde eine Standardreihe
verdiinnter GFP- bzw. Luziferase-Reporter-Plasmide mit Konzentrationen von 1 ng,

0,1 ng, 0,01 ng pro pl eingesetzt.
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Tabelle 2.14: Oligonukleotidsequenzen verwendeter Primer fiir die Real Time-PCR

Primer Sequenz

NV137 AGCTTGGGCGACCTCACC

NV72 CCTCCCTGGCCAATAGTCT

AS249 GCTTTCCCTGGTTAAGCAGTACA
AS250 GAGAGGTCCTTTTCACCAGCAA

Quantitative Real Time-PCR-Quantifizierung von Tg9-,10- und 11-Transkripten
im Hoden transgener Tiere Zur Quantifizierung der Transkripte im Hoden wurde
das OneStepKit (Applied Biosystems) nach Herstellerangaben verwendet. Der Cycler
AbiPrism 7700 Sequence Detection System (Applied Biosystems) diente zur Detekti-
on der Transkriptmengen. Die Quantifizierung erfolgte mittels einer Standarkurve mit
den jeweils verwendeten Primerpaaren. Das Transkript wurde mit dem Primerpaar
NV137/72 gemessen. HPRT-Transkript diente zur Normalisierung und wurde mit
den Primerpaaren AS249/250 quantifiziert. Es wurden technische Triplikate pipet-
tiert. Zur Standardisierung der RNA-Mengen wurde eine Standardreihe verdiinnter

RNA aus dem Hoden von T¢9-987-Méannchen eingesetzt.

Tabelle 2.15: Oligonukleotidsequenzen verwendeter Primer fiir die Real Time-PCR

Primer Sequenz

NV116 CAGGAAGGATGTCAGGAGAATG
NV117 TTATAACTGTTGAATCGTAGC
AS249 GCTTTCCCTGGTTAAGCAGTACA
AS250 GAGAGGTCCTTTTCACCAGCAA

2.2.20 RT-PCR Analyse auf Transkripte im Hoden, Nebenhoden und in

isolierten Spermatozoen

Nach der Synthese der ¢cDNA (siehe Abschnitt ¢cDNA-Synthese) wurde der PCR-
Ansatz (25 pl) an einer Laminar-Flow-Werkbank pipettiert. Fiir die RT-PCR wurde
die Prime Star Polymerase (Takara) nach Herstellerangaben verwendet. Zur Darstel-

lung des endogenen Tcr-Transkripts wurden die Primerpaare NV116 und BGH144,
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oder NV11 und BGH144 verwendet. Fiir die Darstellung des T'¢9-Transkripts wurden
die Primerpaare NV116 zusammen mit NV117, beziehungsweise NV118 zusammen
mit NV119 verwendet. Fiir die Detektion von CatSperl mittels RT-PCR wurden die
Primer NV114CatSperdn und NV115CatSperup verwendet [24]. Fiir die Darstellung
der f—Aktin mRNA wurden die Primer b-Actin s und b-Actin as verwendet. Die
Bedingungen dieser PCR-Reaktionen waren wie folgt: Die initiale Dissoziation dop-
pelstrangiger DNA wurde bei 94°C fiir 3 min durchgefiihrt. Jeder Zyklus begann mit
15 sec 94°C, gefolgt von 15 sec Anlagerungszeit bei 55 °C. Anschliefsend erfolgte die
Elongation der DNA bei 72°C fiir 20 sec. Es wurden 40 Zyklen verwendet, um die
DNA zu amplifizieren.

Tabelle 2.16: Oligonukleotidsequenzen verwendeter Primer fiir die RT-PCR

Primer Sequenz

NV116 CAGGAAGGATGTCAGGAGAATG
NV117 TTATAACTGTTGAATCGTAGC
NV118 GAAGAGTCTGCCCAAAAA
NV119 AACATGATGCCTTTCCACAA
b-Actin s tggaatcetgtggeateccatgaaa

b-Actin as taaaacgcagctcagtaacagtecg
NV114CatSperdn tgggectggagtatttttatg
NV115CatSperup caacgccatctggaagttat

BGH144 tgctcaagecaaaatctgtg

NVI11 agcaggccgattaacacaacacc

2.2.21 Immunogoldmarkierung fiir die Elektronenmikroskopie

Der Nebenhoden wurde isoliert und unter dem Binokular im Fixiermedium zerklei-
nert. Die Gewebeteile wurden iiber Nacht in Glutaraldehyd fixiert, schrittweise de-
hydriert und in LR-White Harz eingebettet. Nach Aushértung des Harzes unter UV-
Bestrahlung bei 4 °C wurden die Gewebestiicke in etwa 50 - 80 nm dicke Schnitte
geschnitten und auf beschichtete Nickelgitter aufgezogen. Diese wurden mit entspre-
chenden Erst- und Zweit-Antikorperverdiinnungen fiir jeweils eine Stunde inkubiert.

Danach erfolgte eine Nachkontrastierung mit Bleiacetat und Osmiumtetroxid fiir we-
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nige Sekunden. Die markierten Ultradiinnschnitte wurden mittels Phillips- Elektro-

nenmikroskop analysiert und per Digitalfotographie dokumentiert.

2.3 Sonstige Methoden

2.3.1 Vererbungstests zur Uberpriifung transgener Linien auf

Responderfunktion

Fiir die Vererbungstests wurden alle transgenen Linien T¢9, 10 und 11 iber vier Ge-
nerationen auf den BTBR/TF-Mausstamm gekreuzt, da auf diesem Hintergrund der
starkste Effekt der Distorter- Responder-Interaktionen auf die nicht-mendelsche Verer-
bung beobachtet wurde. Die das Protein am stérksten exprimierende Linie des jewei-
ligen transgenen Konstrukts wurde fiir die Verpaarung mit der partiellen ¢-Haplotyp-
Linie th18th51 verwendet. Heterozygot transgene Tiere dieser Linien wurden mit par-
tiellen ¢-Haplotypen th51th18/+, die auf BTBR/TF Hintergrund geziichtet wurden,
verpaart. Im Versuchsansatz wurden jeweils 3 - 4 Tester des Genotyps Tg/th51th18
auf ihre Vererbungsrate des Transgens iiberpriift, indem sie mit NMRI-Weibchen
verpaart wurden. Die Nachkommen dieser Verpaarungen wurden durch PCR ge-
notypisiert. Dazu wurden aus 9,5 bis 15,5 Tage alten Embryonen Gewebebiopsien
entnommen und die DNA gewonnen, indem die Gewebe, wie unter dem Abschnitt
Genotypisierung beschrieben, aufgeschlossen wurden. Die PCR erfolgte ebenfalls wie

unter diesem Abschnitt beschrieben.

2.3.2 Flachenberechnung zur statistischen Auswertung

immunogoldmarkierter Ultradiinnschnitte

Die Digitalbilder wurden im 8-bit Format als .TIFF gespeichert. Die Bilder wurden
mit der Image J-Software (NIH; http://rsbweb.nih.gov/ij/) einzeln gedffnet, mit ei-
ner grauwertabhéngigen Bindrmaske iiberlagert und die Bindrmaske an die Flache
der Spermienkdpfe manuell angepasst. Das Bild wurde artifiziell auf 10,24 x 10,24
cm skaliert und per Flachenanalyse die Fléche des jeweiligen Spermienkopfes berech-
net. Die Werte wurden tabellarisch dokumentiert und dem jeweiligen Dateinamen
zugeordnet. Die so ausgewerteten Bilder wurden erneut gedffnet und jede korrelieren-
de Goldpartikelzahl zur entsprechnenden Fléche notiert. Die statistische Auswertung
der Zahl der Goldpartikel zur entsprechenden Grofse wurde auf die Flache normali-

siert . Die so normalisierten markierten Képfe wurden als Histogramm aufgetragen
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(Normalisierung der Werte und statistische Auswertung: Martin Werber).

2.3.3 Intensitatsmessung der Immunfluoreszenzsignale transgener Linien in
Testis

Dazu wurden die Immunfluoreszenzfarbungen auf 7¢9, 10 und 11-Gefrierschnitten
mit identischer Vorbehandlung des Gewebes gleichzeitig durchgefiihrt (siche Ab-
schnitt Immunfluoreszenzfirbung). Digitale Bilder dieser Versuche wurden bei der-
selben Belichtungszeit im Mikroskop aufgenommen. Pro Linie wurden 10 Fotos von
Hodenkanélchen im gefarbten Hodengewebe aufgenommen. Die Auswertung erfolgte
mittels Image J-Software (NIH) durch Messung der durchschnittlichen Signalintensi-
téat einzelner Fluoreszenzpunkte, die einzelnen Flagellen von elongierten Spermatiden
entsprachen, innerhalb des Lumens der Hodenkanélchen. In allen Bildern wurde zu-
nachst eine Hintergrundkorrektur durchgefiihrt, um die einzelnen Werte der Fluores-
zenz messen zu konnen. Dazu wurde manuell ein Schwellenwert von 30 Grauwerten
(in einer Skala von 256 Grauwerten) bestimmt, der fiir die Quantifizierung aller Bil-
der verwendet wurde. Durch diese Korrektur wurde es méglich, die durchschnittlichen
Fluoreszenzwerte der Flagellen als einzelne Messpunkte zu quantifizieren. Diese Werte
dienten als Maf fiir die Proteinmenge innerhalb der einzelnen Flagellen und wurden
graphisch dargestellt. Die statistische Auswertung unter Verwendung des Wilcoxon-
Tests wurde von Martin Werber durchgefiihrt [95].

2.3.4 Datenbank-Vorhersage der Elemente der 5’UTR

In die Suchmasken der jeweiligen Datenbanken wurden die 870 bp der 5’'UTR von
Smok1™*" eingegeben. Anhand folgender Datenbanken wurde diese Sequenz auf regu-
latorische Elemente untersucht:

Reg-RNA: (http://regrna.mbe.nctu.edu.tw/php/prediction.php )

UTR-Scan: (http://www.ba.itb.cnr.it/BIG/UTRScan/)

Bildung moglicher RNA-Sekundérstrukturen auf Basis energetischer Wahrschein-
lichkeit dieses Fragments wurde analysiert mittels:

Mfold: (http://bioweb.pasteur.fr /seqanal /interfaces/mfold-simple.html)
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Ergebnisse (1)- Molekulare Eigenschaften

von Smok1™ und Smok

In der Regel werden bei der Spermatogenese genotypisch unterschiedliche, jedoch
phénotypisch identische Spermien gebildet, indem ein gegenseitiger Austausch von
Genprodukten zwischen den haploiden Zellen statt findet. Die besondere Eigenschaft
des Responders, phanotypische Ungleichheit von Spermatozoen zu bewirken, legt je-
doch die Vermutung nahe, dass die Genprodukte von Smok1”" bei der Spermatoge-
nese moglicherweise nicht zwischen den meiotischen Partnern ausgetauscht werden.
Daher sollte hier molekular untersucht werden, ob tatséchlich eine Restriktion der
Responder-Genprodukte besteht und durch welchen Mechanismus diese Besonder-
heit zustande kommt.

Der Nachweis von Smok1™® in t/+-Minnchen kann aufgrund der Expression wei-
terer homologer Wildtyp-Smok-Gene im Hoden mit konventioneller in situ Hybri-
disierung nicht spezifisch erfolgen. Aus diesem Grund sollte fiir die Untersuchungen
das Smok1™*-Transgen T¢9 verwendet werden, das ein 6-fach Myc-Epitop fiir den
spezifischen Nachweis der Genprodukte enthélt und als Responder wirkt (personliche
Mitteilung Herrmann). Mittels hemizygoter T¢9/0-Ménnchen sollte die Expression
und die Verteilung des Transkripts und des Proteins zwischen den meiotischen Part-
nern analysiert werden.

Zusétzlich sollte im transgenen Mausmodell analysiert werden, ob die Eigenschaften
von Smok1™® Besonderheiten eines mutierten Gens darstellen, oder auch auf das
Wildtyp-Gen Smok1 zutreffen.
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3.1 Lokalisation des Tg9-Transkripts im Hoden von
Tg9/0-Mannchen

3.1.1 Das Smok1™-Transgen Tg9 als Modell fiir den Responder

Mausmaénnchen, die das Transgen 799 hemizygot trugen, vererbten dieses in Anwe-
senheit von Distortern bevorzugt (personliche Mitteilung Bernhard G. Herrmann).
Daraus wurde geschlossen, dass T'¢9 alle essenziellen Elemente, die fiir die Respon-
der-Funktion notwendig sind, enthélt (Abb. 3.1).

Aus diesem Grund diente Tg9 als Modell zur Untersuchung der Eigenschaften von
Smok1™". Tg¢9 kodiert die Kinase Myc-Smok1™. Die t-Haplotyp-kodierte Kinase
Smok1 ™ weist im Vergleich zu Wildtyp-Smok-Kinasen lediglich ein Zehntel der Akti-

1Tcr

vitat auf. Durch eine zuséatzliche Punktmutation in Myc-Smok wurde diese weiter

gesenkt.

17" _Transkript und das ent-

Das 6-fach Myc-Epitop wurde verwendet, um das Smok
sprechende Protein im Hoden und den Spermatozoen spezifisch darzustellen, da
Smok-Gene zueinander stark homolog sind und in diesen Geweben ebenfalls expri-
miert werden.

Das Konstrukt 799 besteht aus dem Promotor, sowie Exon 1 und Exon 2 von
Smok1™*". Das Intron, das in T¢9 vorhanden ist, besteht aus Intron 2 von Smok1™*"
und Intron 2 des t-Haplotyp-spezifischen Smok1?-Gens. Ein Teil der 3'UTR von
141 bp Linge, der in Exon 3 von Smok™1? liegt, ist in T¢9 ebenfalls vorhanden. Als
Polyadenylierungssignal wurde ein Simian-Virus-Polyadenylierungs-Signal (SV40pA)
verwendet. Die 5" untranslatierte Region (UTR) von 870 Basen Lénge liegt zum
groken Teil in Exon 1 von Smok1™®". Nur 86 Basen davon sind in dessen Exon 2
enthalten, das aukerdem die Kinase Smok1™ kodiert. In Exon 2 sind ebenfalls 47

Basen der 3’UTR und die Spleif--Donor-Sequenz fiir das Intron 2 enthalten.

3.1.2 Lokalisation der Tg9- und endogenen Smok-Transkripte im Hoden von
Tg9/0- und Wildtyp-Mannchen

Die Expression der T¢9-Transkripte wurde im Hoden zweier T¢9/0-Ménnchen von
verschiedenen transgenen Linien, Linie T'¢9-6 und T¢9-987 analysiert, die unabhingi-
ge genomische Integrationen des Transgens besitzen (Abb. 3.2). Die Analyse mehrerer
Linien sollte verhindern, dass eine ektopische Transkriptexpression, die durch die Po-

sition des Transgens im Genom verursacht werden konnte, zu falschen Informationen
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3.1 Lokalisation des Tg¢9-Transkripts im Hoden von Tg¢9/0-Méannchen

Tg9 B

I Smok1 ™-Promotor 5'und 3’ untranslatierte Regionen
I kodierende Region von Smok1 ™™ SV40 pA
| 6-fach Myc-Epitop — Intron

Abbildung 3.1: Schematische Darstellung des Transgen-Konstrukts Tg9. Der etwa 1,5 kb
lange Promotor von Tg9, sowie die 5'UTR, die kodierende Region und 46 Basen der 3'UTR
stammen aus Smok1 ™", Ein 6-fach Myc-Epitop, fusioniert an die kodierenden Sequenz fiir
Smok1 ™" diente zur spezifischen Darstellung von Transkript und Protein. Tg9 kodiert daher
ein Myc-Fusionsprotein Myc-Smok1 ™. Die t-Haplotyp-kodierte Kinase Smok1™" besitzt im
Vergleich zur Wildtyp-Smok lediglich ein Zehntel der Aktivitat. In Tg9 wurde diese Aktivitat
durch eine weitere Punktmutation in einer konservierten Kinase-Domane weiter verringert.

iiber die Eigenschaften des Responders fiihrt. In situ Hybridisierung mit einer Sonde
gegen die Sequenz des Myc-Epitops diente zur Darstellung von Tg9-Transkript im
Hoden der T¢9/0-Ménnchen. Bei diesem Experiment zeigten die dufseren Bereiche der
Hodenkanélchen, in dem diploide Spermatogonien und Spermatozyten lokalisiert sind,
keine Tg¢9-spezifische Farbung. Diese wurde in runden Spermatiden detektiert, die
ringférmig im mittleren Bereich der Hodenkané&lchen angeordnet sind (Abb. 3.2.b/c).
Tg9-Transkript wird demnach erst in haploiden runden Spermatiden exprimiert. Aus-
serdem wird bei diesem Experiment deutlich, dass nur etwa die Halfte dieser Zellen
gefarbt war. Dies legt die Vermutung nahe, dass nicht alle haploiden Zellen, sondern
lediglich die, welche das Transgen Tg¢9 tragen, das Transkript enthalten.

In situ Hybridisierung mit einer RNA-Sonde gegen die kodierende Region von Smok1
im Hoden von Wildtyp-Méannchen zur Darstellung endogener Smok-Transkripte wie-
sen dagegen Farbung in allen runden Spermatiden auf (Abb. 3.2.a).

Diese Versuche zeigen, dass die Restriktion der Tg¢9-Genprodukte bei der Spermio-
genese bereits auf Transkriptebene erreicht wird. Uber die zellulire Restriktion der
Wildtyp-Smok-Transkripte lief sich durch diese Experimente allerdings keine Aus-
sage treffen, da Smok in Wildtyp-Tieren homozygot vorliegt und in allen haploiden
Zellen exprimiert wird. Dariiber hinaus liegen im Genom mehrere Smok-Loci vor.

Hochstwahrscheinlich werden die Transkripte dieser Gene aufgrund ihrer Homologie

25



Kapitel 3 Ergebnisse (1)- Molekulare Eigenschaften von Smok1™" und Smok

bei diesem Versuch mit der Sonde gegen die kodierende Region von Smokl ebenfalls
nachgewiesen. Dies konnte die starke Farbung erkldren, die in den Zellen beobach-
tet wurde. T¢9- sowie Smok-Transkripte wurden in distinkten Foci im Zytoplasma
und im Zellkern runder Spermatiden lokalisiert (Abb. 3.3). Die dreidimensionale, mi-
kroskopische Analyse der fluoreszierenden in situ Hybridisierung zeigt, dass T¢9-
und Smok-Transkripte teilweise mit dem Zellkern runder Spermatiden kolokalisieren
(Abb. 3.4). Konfokalmikroskopie-Analyse bestétigte die zum Teil nukleére Lokalisa-
tion der T¢9- und Smok-Transkripte (ohne Abbildung). Aukerdem wurde bei der
fluoreszierenden in situ Hybridisierung zur Darstellung der Tg9-Transkripte im Ho-
den von Tg9/0-Tieren, wie bei der nicht-fluoreszierenden in situ Hybridisierung, die
Beschrankung des Transkripts auf etwa die Hélfte der Population runder Spermati-
den deutlich.

Dariiber hinaus konnten durch die in situ Hybridisierung weder Smok-, noch T¢9-

Transkripte in elongierten Spermatiden dargestellt werden.
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3.1 Lokalisation des Tg¢9-Transkripts im Hoden von Tg¢9/0-Méannchen

o3 N -y FL -
’.,..l:- , v ’-{'
g i 1 4
S - r
l‘ j"_L: .r)
w -~ . J o
l. ! . €
P S # 1‘"\
3 e P Y

Abbildung 3.2: Expression endogener Smok-Transkripte auf Wildtyp-Hoden und Lokali-
sation der Tg9-Transkripte in Tg9/0-Hoden. Links: Querschnitte durch Hodenkanalchen;
Vergrdsserung aller Fotos links sind identisch, Balken 50 pm; rechts: Gruppe runder Sper-
matiden; Balken 5um; a: Wildtyp-Smok-Transkript im Wildtyp-Hoden; b: Tg9-Transkript
im Hoden der Linie Tg9-6, c: Tg9-Transkript im Hoden der Linie Tg9-987, d: Kontrolle der
Spezifitdt der Tg9-Sonde auf Wildtyp-Hoden. In situ Hybridisierung mit einer RNA-Sonde
gegen Smokl auf Wildtyp-Hoden zeigte Smok-Transkripte in allen runden Spermatiden, da
diese endogen in allen runden Spermatiden exprimiert wird. Bei der in situ Hybridisierung
zur Darstellung von Tg9-Transkript im Tg9/0-Hoden waren lediglich etwa die Halfte der
runden Spermatiden gefarbt. Die duReren Bereiche der Kanilchen, in denen friihe prameioti-
sche Entwicklungsstadien der Spermatogonien und Spermatozyten lokalisiert sind, sowie die
inneren Bereiche, in denen sich elongierte Spermatiden befinden, zeigten keine Expression
von Smok- oder Tg9-Transkripten.
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Abbildung 3.3: Subzelluldre Lokalisation von Wildtyp-Smok- und Tg9-Transkripten, die
mittels fluoreszierender in situ Hybridisierung mit RNA-Sonden gegen die Sequenz der ko-
dierenden Region von Smok1, bzw. des Myc-Epitops, dargestellt wurden. a: Tg9-Transkript
im Hoden von Tg9/0-Minnchen; b: Wildtyp-Smok-Transkript im Hoden von Wildtyp-
Mannchen; oben: Querschnitte durch Hodenkanilchen; Balken 50 um; a und b unten: Grup-
pe von runden Spermatiden, Balken 5 um; a: Tg9/0 blau: Kernfarbung (DAPI), rot: Tg9-
Transkript; b: Wildtyp, blau: Kernfarbung (DAPI), rot: Smok-Transkript. Tg9- und Smok-
Transkripte sind ungleichmaBig zytoplasmatisch und in nukledren und perinukledren Aggrega-
ten runder Spermatiden lokalisiert. Im Hoden der Tg9/0-Tiere beschrankt sich die Expression
von Tg9-Transkript auf etwa die Halfte der runden Spermatiden. Wildtyp-Mannchen sind
fir Wildtyp-Smok-Gene homozygot und exprimieren das Transkript daher in allen runden
Spermatiden.
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3.1 Lokalisation des Tg¢9-Transkripts im Hoden von Tg¢9/0-Méannchen
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Abbildung 3.4: Dreidimensionale Darstellung der Lokalisation von Wildtyp-Smok- und Tg9-
Transkripten in runden Spermatiden im Hoden von Wildtyp- bzw. Tg9/0-Mannchen mit-
tels fluoreszierender in situ Hybridisierung. a: Tg9/0, blau: Kernfarbung (DAPI), rot: Tg9-
Transkript; b: Wildtyp, blau: Kernfarbung (DAPI), rot: Smok-Transkript. Oben: Aufsicht,
unten: seitliche Ansicht der dreidimensionalen Projektion optischer Schnitte. Die dreidimen-
sionale Ansicht der Smok- und Tg9-Transkript-Signale in runden Spermatiden verdeutlicht
die nukledre und perinukledre Lokalisation von Transkripten der Smok-Familie.
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3.2 Lokalisation von Myc-Smok im Hoden von

Tg9/0-Mannchen

3.2.1 Myc-Smok1™ wurde in den Flagellen elongierter Spermatiden
detektiert

Im Hoden von T¢9/0-Ménnchen wurde untersucht, in welchen Zellen das entspre-
chende Myc-Smok1™-Protein nachgewiesen werden kann.

Zur Darstellung von Myc-Smok1™ wurde eine Immunfluoreszenzfirbung mit drei un-
terschiedlichen kommerziellen Anti-Myc Antikorpern durchgefiihrt. Diese zeigt iiber-
einstimmende Muster der Fluoreszenzsignale im Hoden von 7g9/0-Tieren (Abb. 3.5).
Im Hoden von Wildtyp-Mannchen wurde dagegen keine Fluoreszenz im Lumen der
Hodenkanélchen beobachtet.

Myc-Smok1™ ist demnach in den Flagellen elongierter Spermatiden lokalisiert, ob-
wohl die Transkription von 799 bereits in runden Spermatiden statt findet. Dies deu-
tet auf posttranskriptionelle Regulations des Transkripts hin, die hdufig mit mRNA-
Lokalisation einher geht [33][45]. Wahrscheinlich fithrt translationelle Kontrolle und
gleichzeitige Lokalisation des Transkripts zur Beschrinkung von Smok1™" auf einen
Teil der Spermien. Die Detektion von Myc-Smok1™ in elongierten Spermatiden weist
ebenfalls darauf hin, dass die Kinase vermutlich erst nach der Schlieffung der inter-
zellularen Briicken translatiert wird. Dies hétte zur Folge, dass der Austausch des
Proteins zwischen haploiden Zellen nicht mehr moglich ist. Auf diese Weise kénnte
folglich die zellulire Restriktion von Smokl1™®" erreicht werden. Dennoch konnte an-
hand dieser Methode das Differenzierungsstadium der elongierten Spermatiden nicht
exakt bestimmt werden. Daher wurde nicht eindeutig bestéatigt, dass die Zellen bei

der Translation des Proteins bereits isoliert vorliegen.
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Abbildung 3.5: Lokalisation von Myc-Smok1™" im Hoden von Tg9/0-Mannchen iiber Im-
munfluoreszenzfirbung. a-c: Wildtyp-Hoden, d-f: Tg9/0-Hoden; a und d: Anti-Myc Anti-
korper 9E10 (Sigma) b und e: Anti-Myc-Antikorper 4A6 (Upstate), ¢ und f: polyklonaler
Anti-Myc Antikdrper (Sigma), Balken 50um. Alle drei Antikdrper gegen Myc zeigten iiber-
einstimmend Fluoreszenzsignale in den Flagellen elongierter Spermatiden im Hoden von
Tg9/0-Tieren. Bis auf diese war kein weiteres Signal innerhalb der Hodenkanilchen de-
tektierbar (d-f). Auf Schnitten des Hodens von Wildtyp-Mannchen war in den Flagellen
im Lumen dagegen keine Farbung sichtbar (a-c). Die Fluoreszenz in a liegt auRerhalb des
Hodenkanilchens und wurde vermutlich durch die Autofluoreszenz von Blut aus den Blut-
gefiRen verursacht, die den Hoden durchziehen. Myc-Smok1 ™" wurde folglich erst in den
Flagellen elongierter Spermatiden nachgewiesen, obwohl das Transkript bereits in runden

Spermatiden exprimiert wird. Dies weist auf posttranskriptionelle Regulation des Transkripts
hin.
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3.3 Lokalisation des Wildtyp-Smok1-Transkripts im Hoden

von transgenen Mannchen

3.3.1 Das Transgen TgMyc-Smok1 als Modell fiir Wildtyp-Smok1

TgMyc-Smok1 - I —

Smok1-Promotor I 6-fach Myc-Epitop
untranslatierte Regionen von Smok1 —  SmokT-Intron2
. kodierende Region von Smok1 poly A Smok1

Abbildung 3.6: Schematische Darstellung des Transgen-Konstrukts TgMyc-Smok1. TgMyc-
Smokl enthielt Sequenzen der Wildtyp-Smokl, die durch den SmokI-Locus in C57BI/6
Mausstammen kodiert werden. Die 5'UTR und die kodierende Region von Smokl sind in
Exon 1 und 2 des SmokI-Locus enthalten, wahrend die 3'UTR des Transkripts in Exon 2 und
3 liegt. Ein 6-fach Myc-Epitop wurde zur Darstellung der Genprodukte vor die kodierende
Region der Smok1 kloniert.

Wildtyp-Méannchen sind fiir Smok-Gene homozygot. Aus diesem Grund werden im
Hoden in allen haploiden Zellen Smok-Transkripte exprimiert, die sich aufgrund des-
sen nicht auf ihre Restriktion analysieren lassen. Um zu untersuchen, ob auch die
Produkte anderer Smok-Gene, wie Smok1°", zelluldrer Restriktion unterliegen, soll-
ten hemizygot Smok1-transgene Mannchen generiert werden.

Fiir diesen Zweck wurde das Transgen-Konstrukt TgMyc-Smok! kloniert, das die Se-
quenz der Smok! aus dem C57Bl/6-Mausstamm enthélt (Abb. 3.6). Wie im Transgen
Tg9, dient ein 6-fach Myc-Epitop zur Darstellung der Genprodukte. T'gMyc-Smok1
wurde in den Pronukleus der Zygote injiziert, um transgene Linien zu generieren. An-
schliefend wurde im Hoden von TgMyc-Smok1/0-Méannchen untersucht, wie Smok1-

Transkripte und die Kinase dort lokalisiert werden.

3.3.2 Transkriptlokalisation in TgMyc-Smok1/0-Hoden

Durch fluoreszierende in situ Hybridisierung mit einer RNA-Sonde gegen die Se-

quenz des Myc-Epitops wurden TgMyc-Smok1-Transkripte im Hoden von TgMyc-
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3.4 Lokalisation von Wildtyp-Smok1-Protein im Hoden von TgMyc-Smok1/0-Méannchen

Smok1/0-Méannchen nachgewiesen (Abb. 3.7). Dabei wurden Fluoreszenzsignale in
runden Spermatiden detektiert, die sich auf etwa die Hélfte der Population runder
Spermatiden beschréankten. Die dufseren Bereiche der Hodenkandlchen waren dage-
gen ungefarbt. Dies bedeutet, dass die Transkription von Smok1, ebenso wie die von
Smok1™" (Abb. 3.2 und 3.3), in runden Spermatiden beginnt. Vor allem jedoch weist
dieses Experiment darauf hin, dass auch das Smok1-Transkript wahrscheinlich zellu-

larer Restriktion unterliegt.

Abbildung 3.7: Expression des SmoklI-Transkripts im Hoden von TgMyc-Smok1/0-
Mannchen. Dazu wurde eine In situ Hybridisierung mit einer RNA-Sonde gegen die Sequenz
des Myc-Epitops durchgefiihrt. Rot: TgMyc-Smok1-Transkript, blau: Kernfarbung (DAPI);
links: Querschnitt durch ein Hodenkanilchen; Balken 50um; rechts: runde Spermatiden;
Balken 5um. TgMyc-Smokl-Transkript war in haploiden runden Spermatiden, nicht aber in
diploiden Spermatozyten oder elongierten Spermatiden detektierbar. Etwa die Halfte aller
runden Spermatiden exprimieren TgMyc-SmokI1-Transkripte, die in nukledren und perinukle-
aren Aggregaten beobachtet wurden. Dies weist darauf hin, dass Smok1 ebenfalls zellulare
Restriktion zeigt.

3.4 Lokalisation von Wildtyp-Smok1-Protein im Hoden von
TgMyc-Smokl1/0-Mannchen

3.4.1 Myc-Smok1-Protein ist in elongierten Spermatiden lokalisiert

Um zu untersuchen, ob die Wildtyp-Kinase Smokl, ebenso wie Smokl1™

, trans-
lationeller Kontrolle im Hoden unterliegt, wurde im Hoden von TgMyc-Smok1/0-
Méannchen Immunfluoreszenzfarbung unter Verwendung eines kommerziellen Anti-
Myc Antikorpers durchgefiihrt (Abb. 3.8.a). Als Kontrolle fiir die Spezifitat der Fér-

bung dienten Schnitte des Hodens von Wildtyp-Méannchen, die kein Fluoreszenzsignal
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Abbildung 3.8: Lokalisation des Smokl-Proteins im Hoden von TgMyc-Smokl/0-
Mannchen. Dieses wurde durch Immunfluoreszenzfarbung mit einem Anti-Myc-Antikérper
dargestellt. Balken 50um; a: TgMyc-Smok1/0 b: Wildtyp; rot: Myc-Smok1-Protein; blau:
Kernfarbung (DAPI)-Kernfarbung. Die Fluoreszenzfarbung in a, die in den Bereichen zwi-
schen den Hodenkanilchen beobachtet wurde, konnte keinen spermiogenen Zellen zugeord-
net werden. Daher wurde diese als Hintergrundfarbung bewertet. Dagegen waren im Lumen
der Hodenkanalchen von TgMyc-Smok1/0-Mannchen Fluoreszenzsignale zu sehen (a), die
im Wildtyp-Mannchen nicht detektiert wurden. Smok1-Protein ist folglich in den Flagellen
elongierter Spermatiden lokalisiert. Das Transkript unterliegt offensichtlich posttranskriptio-
neller Regulation.

innerhalb des Lumens der Hodenkanélchen aufwiesen(Abb. 3.8.b). Myc-Smok1 wur-
de, wie Myc-Smok1™, in den Flagellen elongierter Spermatiden im Lumen der Ho-
denkanélchen nachgewiesen. Dies zeigt, dass Wildtyp-Smok1 wahrscheinlich in diesen
Zellen translatiert wird. Smok! und Smok1™*" scheinen daher denselben Mechanismen
posttranskriptioneller Kontrolle zu unterliegen. Dies deutet darauf hin, dass Smok1,

1 Ter

wie Smokl1™", in cis wirken konnte.

1 Tcr

3.5 Lokalisation von Smok in Spermatozoen

3.5.1 Myc-Smok1™ ist im Flagellum und im Kopf von Spermatozoen

lokalisiert

In heterozygoten t-Haplotyp-Méannchen werden zwei Populationen von Spermien mit
unterschiedlicher Motilitat gebildet. Da der Responder in cis wirkt und bevorzugt
vererbt wird, wurde fiir das Responder-Protein Smok1™ eine Funktion bei der Kon-
trolle der Flagellenbewegung postuliert. Um diese Hypothese zu {iberpriifen, wurde
die Lokalisation der Kinase in Spermatozoen untersucht. Zu diesem Zweck wurden
isolierte Spermien aus dem Nebenhoden von T¢9/0- und Wildtyp-Tieren verwendet.
Anschliefend wurde Myc-Smok1™™ in diesen Zellen iiber Immunfluoreszenzfirbung

mit einem Antikorper gegen das Myc-Epitop dargestellt (Abb. 3.9).
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3.5 Lokalisation von Smokl1™ in Spermatozoen

In den Spermatozoen eines T¢g9/0-Méannchens wurde der Hauptteil des Flagellums,
sowie der Spermienkopf gefarbt. Die Spermatozoen der Wildtyp-Méannchen wiesen

dagegen keine Firbung auf. Smok1™

ist folglich im Hauptteil der Flagellen und im
Spermienkopf lokalisiert. Das Ergebnis dieses Experiments unterstiitzt also die Hy-
pothese, dass Smok1™ die Flagellenbewegung kontrolliert.

Die Bedeutung der Lokalisation im Spermienkopf ist dagegen unklar. Denkbar wére,
dass das Protein eine Rolle bei der Befruchtung der Eizelle oder der Entwicklung der

Zygote spielt.

Abbildung 3.9: Lokalisation des Myc-Smok1 '™ -Proteins in Spermatozoen von Tg9/0-
Mannchen. a: Spermatozoen von Tg9/0-Mannchen, b: Spermatozoen von Wildtyp-
Mannchen; blau: Kernfarbung (DAPI), rot: Myc—SmoleC', Balken: 10um. Bei der Immun-
fluoreszenzfarbung von Spermien mit einem Antikorpers gegen das Myc-Epitop von Myc-
Smok1 ™" wurden in den Spermien von Tg9/0-Mannchen Signale (siehe Pfeile) im Hauptteil
des Flagellums und in den Spermienkdpfen beobachtet. Die Spermien von Wildtyp-Mannchen
wiesen dagegen keine Fluoreszenzsignale auf. Myc-Smok1 ™" ist demnach in Spermienkdpfen
und Flagellen lokalisiert.
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3.5.2 Lokalisation von Myc-Smok an Ultrastrukturen von Spermatozoen

in Ultradiinnschnitten des Nebenhodens

Bei der Immunfluoreszenzfiarbung der Spermatozoen von Tg¢9/0-Ménnchen wurde
Smok1™ im Hauptteil des Flagellums nachgewiesen. Elektronenmikroskopische Un-
tersuchung an Ultradiinnschnitten des Nebenhodens, der die Spermien enthélt, sollte
Aufschluss dariiber geben, an welchen Ultrastrukturen die Kinase zu finden ist, um
ihre Funktion bei der Flagellenbewegung einzugrenzen.

1™ in Spermatozoen wurde durch Im-

Die subzelluldre Lokalisation von Myc-Smok
munogoldfarbung mittels kommerzieller Anti-Myc Antikérper untersucht (Abb. 3.10).
Bei dieser Analyse wurden im Hauptteil der Flagellen Goldpartikel detektiert (Abb.
3.10.d), wihrend Spermien von Wildtyp-Méannchen als Negativkontrolle kaum Mar-
kierung aufwiesen. In den Flagellen der Spermien von Tg¢9/0-Méannchen ist Myc-
Smok1™ vor allem an der Fibrillenscheide, aber auch an den Outer Dense Fibers
und an den Transversalrippen des Hauptteils lokalisiert. Da an der Fibrillenscheide
vor allem Komponenten von Rho-Signalwegen gebunden werden, weist dieses Ergeb-

nis darauf hin, dass Smok1 ™

eine Rolle bei der Signaltransduktion zur Kontrolle der
Flagellenbewegung spielen kénnte [20][74][14].

Eine besonders hohe Konzentration des Immunogoldsignals wurde in den Spermien-
kopfen innerhalb des elektronendichten Kerns, aber kaum im Akrosom, das den Kern
umgibt, beobachtet (Abb. 3.10.a/b). Dabei war die biphasische Verteilung der Mar-
kierung auf die Spermienpopulation im Nebenhoden der T¢9/0-Ménnchen aufféllig,
die in mehreren Analysen reproduzierbar war. Dies zeigt, dass Myc-Smok1™ nicht
in allen Spermien eines T¢9/0-Ménnchens vorhanden ist. Um zu untersuchen, ob
diese spezifisch markierte Population etwa die Hélfte der Spermien in einem T¢9/0-

Ménnchen darstellt, wurde die Immunogoldmarkierung in diesen Spermienkopfen sta-

tistisch ausgewertet.

3.6 Statistische Untersuchung der Verteilung von
Myc-Smok1™ in Spermien

Die Lokalisation des T¢9-Transkripts in etwa der Hélfte der haploiden Zellen im

Hoden von Tg9/0-Minnchen weist darauf hin, dass Smok1™" zelluldrer Restriktion

unterliegt. Jedoch wurde bei diesem Experiment nicht deutlich, ob dieser Unterschied

zwischen den haploiden Zellen bis zum Ende der Spermatogenese beibehalten wird.
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3.6 Statistische Untersuchung der Verteilung von Myc-Smok1™ in Spermien

Spermien-
kopfe in
Tg9/0
Epididymis

Spermien-
kopfe in
0/0
Epididymis

Abbildung 3.10: Myc-Smok1 -Lokalisation auf Ultradiinnschnitten von Spermatozoen im
Nebenhoden von Tg9/0-Mannchen. a und b: Querschnitte durch Spermienkdpfe von Sper-
matozoen eines Tg9/0-Mannchens; c: Querschnitt durch einen Spermienkopf von Spermato-
zoen eines Wildtyp-Mannchens; Balken 280 nm; roter Rahmen: vergroRerter Ausschnitt aus
den Aufnahmen; d: Querschnitt durch den Hauptteil eines Flagellums ( Tg9/0-Mannchen);
rot: Immunogoldmarkierung durch Anti-Myc-Antikdrper, Balken 500 nm; Ax: Axonem; FS:
Fibrillenscheide; ODF: Outer Dense Fibers. a-c: Bei der Immunogoldmarkierung von Myc-
Smok1 ™" war nur ein Teil der Population der Spermien in Tg9/0-Mannchen markiert, wih-
rend die Spermien der Wildtyp-Mannchen keine bis eine geringe Markierung aufwiesen. In
den Flagellen wurde Myc-Smok1™ an der Fibrillenscheide und an den Outer Dense Fibers
im Hauptteil detektiert.

67



Kapitel 3 Ergebnisse (1)- Molekulare Eigenschaften von Smok1™" und Smok

0/0
o 27 >10: 2
g g <10:200
o
&=
3 2
Hae]
I <
o | !_ | I | I |
0 10 20 30 40 50 B0
normalisierte Goldpartikel
Tg9/0
s | >10: 68
= <10:136
v 8
=
2
= o |
3 w0
H1]
I ::_.t) _
o - - M e
[ T | T T T 1
0 10 20 30 40 50 60

normalisierte Goldpartikel

Abbildung  3.11:  Normalisierte statistische  Verteilung des  Myc-Smok1 -
Immunogoldsignals auf Spermienkdpfe in Tg9/0- und Wildtyp-Tieren. Die Anzahl
der Goldpartikel wurde auf die Fliche der Spermienkdpfe normalisiert. x-Achse: nor-
malisierte Goldpartikel, y-Achse: absolute Anzahl der Kopfe. Wildtyp-Spermien zeigen
Goldpartikelzahlen unter 10 Stiick pro normalisierte Spermienkopffliche. Das Tg9/0-
Mannchen weist zwei Populationen von Spermien auf: diejenigen mit Goldpartikelzahlen
unter und diejenigen liber 10 Stiick pro normalisierte Spermienkopf-Flache, die prozentual
33,3 % der Gesamt-Spermienpopulation darstellen. Dies zeigt, dass Myc-Smok1™" auf eine
Spermienpopulation beschrinkt ist. Somit konnte die Hypothese, dass Smok1™" zellulire
Restriktion seiner Genprodukte zeigt, bestatigt werden.
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3.7 Eigenschaften des Smok1™-Proteins

Aus diesem Grund sollte untersucht werden, ob in diesen Tieren zwei Spermienpo-
pulationen gebildet werden, von denen nur eine der beiden das Smok1’“-Protein
enthélt. Dies konnte den Unterschied in ihrer Motilitdt und damit die bevorzugte
Vererbung der Responder-tragenden Spermien molekular erklaren.

1T auf die Population der Spermien ei-

Fiir die Analyse der Verteilung von Myc-Smok
nes T¢9/0-Méannchens wurden die Immunogoldsignale in den Querschnitten der Sper-
mienkopfe statistisch ausgewertet (Abb. 3.10 und 3.11). Die Quantifizierung erfolgte
anhand von jeweils 202 Bildern, die Querschnitte der Spermienkopfe eines Wildtyp-
und eines T¢9/0-Méannchens zeigten.

99 % der Spermienkopfe des Wildtyp-Ménnchens zeigten eine Goldpartikelzahl von
maximal bis zu 10 Partikeln pro normalisierter Flache. Dagegen war im Nebenhoden
von Tg9/0-Méannchen eine Immunogold-markierte Spermienpopulation zu finden, de-
ren Goldpartikelzahlen deutlich iiber 10 pro normalisierte Flache betrug. Diese stellt
statistisch 33 % der analysierten Gesamt-Spermienpopulation dar. Ein Teil der Ge-
samtpopulation mit 5 - 10 Goldpartikeln pro normalisierte Flache konnten weder
eindeutig der spezifisch markierten, noch der unspezifisch markierten Population zu-
geordnet werden. Dennoch ist bei der statistischen Analyse klar erkennbar, dass in
T¢9/0-Méannchen eine Tg9-spezifische Spermienpopulation gebildet wird, die Myc-
Smok1™" triigt. Damit wurde gezeigt, dass die Beschrinkung der Genprodukte von
Smok1™", die bereits bei der Transkriptexpression in runden Spermatiden zu sehen
ist, auf etwa die Halfte der haploiden Zellen bis zum Ende der Spermatogenese bei-
behalten wird. Damit wurde die Hypothese, dass heterozygote t-Haplotyp-Méannchen

1 Ter

aufgrund der Restriktion von Smok zwei unterschiedliche Spermienpopulationen

bilden, experimentell bestétigt.

3.7 Eigenschaften des Smokl™-Proteins

Uber Immunfluoreszenzfirbung und Immunogoldmarkierung wurde Myc-Smok1 ™™ im
Hauptteil des Flagellums von Spermatozoen der T¢9/0-Méannchen lokalisiert. Dort
ist nur wenig Zytoplasma vorhanden, das Ribosomen fiir die Translation der Kina-
se enthélt. Daher ist es unwahrscheinlich, dass Smok1™ direkt im Hauptteil des
Flagellums translatiert wird. Aus diesem Grund wurde untersucht, ob der Ort der
Translation des Proteins das Ribosomen-reiche Zytoplasma der elongierten Spermati-

1 Ter

den sein konnte, von wo aus Smok in den Hauptteil des Flagellums gelangt, indem

das Protein den Mikrotubuli-abhéngigen intraflagellaren Transport (IFT) nutzt [3§].
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Hierfiir wurde die Lokalisation von Smok1™ in elongierten Spermatiden analysiert.

1Tcr

Auferdem wurde in vitro iiberpriift, ob Smok Eigenschaften besitzt, um den IFT

als Transportsystem zu nutzen.

3.7.1 Myc-Smok1™ ist in elongierten Spermatiden auch auRerhalb der

Flagellen detektierbar

Um zu tiberpriifen, ob das Zytoplasma in elongierten Spermatiden der Ort der Trans-

lation des Smok1™"

-Proteins ist, wurde dieses im Hoden transgener Tiere mittels
Immunogoldfarbung mit einem Antikorper gegen das Myc-Epitop dargestellt (Abb.
3.12). Das hier abgebildete Differenzierungsstadium wurde als elongierte Spermatide
identifiziert, da die Mitochondrien im Zytoplasma um den Mittelteil des Flagellums
angeordnet sind. Immunogoldfarbung wurde hier im Zytoplasma und entlang des
Flagellums detektiert. Die Mitochondrien wiesen ebenfalls Immunogoldmarkierung
auf, die jedoch auch auf Wildtyp-Hoden detektiert, und daher als Hintergrundmar-
kierung durch den Anti-Myc-Antikérper bewertet wurde. Die zytoplasmatische und
flagellidre Lokalisation der Goldpartikel war jedoch spezifisch fiir Myc-Smok1™ in
den transgenen Mannchen. Dieses Experiment weist darauf hin, dass die Transla-
tion wahrscheinlich nicht im Flagellum statt findet. Moglicherweise wird dieses im

Zytoplasma translatiert und anschliefsend am Axonem entlang transportiert.

1Tcr

Abbildung 3.12: Immunogoldmarkierung von Myc-Smok auf Hoden-Ultradiinnschnitten
hemizygot transgener Tiere. Links: schematische Darstellung eines Hodenkanilchens im
Querschnitt; Se: Sertoli Zellen; SG: Spermatogonien; SC: Spermatozyten; RS: runde Sper-
matiden; SZ: Spermatozoen. Roter Kasten: Elongierte Spermatiden zeichnen sich durch die
Mitochondrien aus, die um den Mittelteil des Flagellums angeordnet im langgestreckten
Zytoplasma der haploiden Zellen liegen. Schwarzer Kasten: Vergrosserung eines Teils des
Flagellums; die Pfeile deuten auf Immunogoldmarkierung von Myc—SmoleClr im Zytoplasma
und an den Mitochondrien.
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3.7.2 GFP-Smok1™ ist im Membran- und im Golgi-Kompartiment von

transfizierten Kulturzellen lokalisiert

Damit ein Protein entlang des Axonems transportiert werden kann, benotigt die-
ses besondere Eigenschaften. In der Regel werden Genprodukte in Vesikeln, die vom
Golgi-Apparat abgeschniirt werden, entlang der Mikrotubuli transportiert, was als
intraflagellarer Transport (IFT) bezeichnet wird [41]. Alternativ kann der Transport
von Proteinen entlang des Axonems auch iiber Multiproteinkomplexe, gebunden an
Kinesin oder Dynein, stattfinden [39]. Dies bedeutet, dass ein Protein entweder an
bestimmte Multiproteinkomplexe oder an durch den Golgi-Apparat produzierte Ve-
sikel gebunden werden muss, um den IFT als Transportsystem innerhalb der Zelle
nutzen zu koénnen.

Daher wurde untersucht, ob das Smok1™-Protein die Eigenschaft besitzt, mit Pro-
teinen in Vesikeln des Golgi-Apparats zu interagieren. Zu diesem Zweck wurde ein
Smok1™-GFP-Fusionsprotein in Hek293T Zellen analysiert (Abb. 3.13./b). Ein GFP-
Reporter, der nur GFP-Protein kodiert, wurde als Kontrolle ebenfalls untersucht
(Abb. 3.13.a). Griin fluoreszierendes Smok1™-GFP wurde auf Kolokalisation mit
dem Golgi-Apparat iiberpriift, indem dieser durch Immunfluoreszenzfirbung mit ei-
nem Antikorper gegen das Golgi-Matrix-Protein GM130 dargestellt wurde (Abb.
3.13.a/b rot). Bei diesem Versuch wurde der Zellkern mit DAPI angefiarbt (Abb.
3.13.a/b blau).

In den Zellen, die mit dem Smokl™-GFP-Reporterkonstrukt transfiziert wurden,
wurde das Smok1™"-GFP-Fusionsprotein am Aukeren Membrankompartiment loka-

1T"_GFP in vesikelartigen,

lisiert. Aufserdem fiel eine lokale Anhé&ufung von Smok
zytoplasmatischen Strukturen auf. Diese befanden sich in unmittelbarer Néahe zu Ve-
sikeln des Golgi-Apparats, die iiber die Immunfluoreszenzfarbung mit dem Antikoérper
gegen GM130 dargestellt wurden. Die Kontrollen zeigten dagegen gleichméafige zel-
luldre Verteilung des GFP-Proteins innerhalb der Zellen. Die Lokalisation im Golgi-
und im Membran-Kompartiment der Zellen war daher spezifisch fiir Smok1™. Diese
Beobachtung weist darauf hin, dass Smok1™ mit Komponenten intrazellulirer Trans-
portsysteme intergagieren koénnte. Welche Mechanismen und Elemente von Smok1 ™
den Transport des Proteins innerhalb der Zelle steuern, ist jedoch unbekannt und

wurde im Rahmen dieser Arbeit nicht weiter untersucht.
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Abbildung 3.13: In vitro Proteinlokalisation von GFP-Smok1™ in Hek293T Zellen. a:
eGFP-Kontrolle; griin: GFP-Protein; rot: cis-Golgimarker GM130, blau: Kernfarbung (DAPI);
Balken 10 um; b: GFP-Smok1™", rot: cis-Golgimarker GM130, blau: Kernfarbung (DAPI);
Balken 10 um. GFP-Smok1 ™" Fusionsprotein ist in transient transfizierten Hek293T Zellen
im Membran- und Golgikompartiment sichtbar.

3.8 Untersuchung auf die Stabilitit des Smok1™-Transkripts

bei der Spermatogenese

Da Myc-Smok1™ hochstwahrscheinlich erst in elongierten Spermatiden translatiert
wird, sollte untersucht werden, weshalb das T¢9-Transkript iiber in situ Hybridi-
sierung in diesen Zellen nicht detektiert werden konnte. Fiir die Untersuchung auf
Transkriptlokalisation in elongierten Spermatiden wurde die in situ Hybridisierung
des CatSper1-Transkripts als Positivkontrolle verwendet, da dieses in Spermien nach-
gewiesen wurde und daher auch in spaten Stadien der Spermiogenese im Hoden de-
tektierbar sein sollte [24]. Mittels in situ Hybridisierung wurde untersucht, ob diese
Technik sensitiv genug ist, um CatSperi-, bzw. T¢9- oder Smok-Transkripte darzu-
stellen. Dies diente dazu abzuschétzen, ob fiir T¢9- und Smok-Transkripte iberhaupt

spezifische Signale in elongierten Spermatiden erwartet werden kénnten.

3.8.1 Uberpriifung der Sensitivitat der in situ Hybridisierung fiir die

Darstellung von Transkripten in elongierten Spermatiden

In situ Hybridisierung mit einer RNA-Sonde gegen die Sequenz des CatSper!- Tran-
skripts auf Hoden von Wildtyp-Méannchen zeigte eine mittelstarke und gleichméssige
Férbung in den dufseren und mittleren Bereichen der Hodenkanélchen (Abb. 3.14.a).

Bei der fluoreszierenden in situ Hybridisierung wurden dort ebenfalls starke Fluo-
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Abbildung 3.14: Lokalisation der CatSperl-Transkripte auf Hoden von Wildtyp-Mannchen.
a: in situ Hybridisierung mit einer antisense RNA-Sonde fiir CatSperl-Transkripte im Ho-
den von Wildtyp-Mannchen (NBT /BCIP-Detektion), b: in situ Hybridisierung mit einer sense
RNA-Sonde fiir CatSperl-Transkripte (NBT/BCIP-Detektion); c: fluoreszierende in situ Hy-
bridisierung mit einer anstisense RNA-Sonde zur Darstellung von CatSperl-Transkript; blau:
Kernfarbung (DAPI), rot: CatSperl-Transkript; Balken 50 um. Die Signale der in situ Hy-
bridisierungen sind in den duBeren und mittleren Bereichen der Hodenkanalchen zu sehen.
Die inneren luminalen Bereiche sind ungefarbt. CatSperl-Transkripte wurden in Sperma-
togonien, Spermatozyten und runden Spermatiden, nicht aber in elongierten Spermatiden
detektiert.

reszenzsignale detektiert (Abb. 3.14.c). In den luminalen Bereichen der Hodenkanél-
chen dagegen konnte das Transkript weder mittels Fluoreszenzfarbung noch mittels
NBT/BCIP-Farbung dargestellt werden, obwohl CatSper!-Transkript mittels RT-
PCR bereits in Spermatozoen nachgewiesen wurde [24]. Diese Untersuchungen weisen
darauf hin, dass in situ Hybridisierung als Methode fiir die sensitive Darstellung von

Transkripten bei der Spermiogenese nur bedingt geeignet ist.

1 Tcr_

3.8.2 Untersuchung der Spermien auf Smok Transkript

Isolierte Spermien aus dem Nebenhoden kénnen ohne Kontamination mittels hoch-
sensitiver Methoden auf Transkripte analysiert werden. Daher wurden Spermatozoen
aus T¢9/0- bzw. t-Haplotyp-Mannchen verwendet, um zu untersuchen, ob Smok1™-
kodierende Transkripte detektiert werden kénnen. Transkripte in Spermatozoen kénn-
ten als Vorlage fiir eine de novo Synthese von Proteinen dienen, was fiir den Katio-
nenkanal CatSperl beschrieben wurde. Fiir diesen Versuch wurde die Gesamt-RNA
aus Hoden, Nebenhoden (Epididymis) und Spermien isoliert und mittels RT-PCR
auf die entsprechenden Transkripte untersucht.

Tg9-Transkript wurde im Nebenhoden transgener Tiere nachgewiesen. Die Detekti-
on von 7T¢9-Transkript in diesem Organ konnte dadurch erklirt werden, dass die-

ses entweder in Spermien gespeichert oder von den Zellen des Stiitzgewebes expri-
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miert wird. Um diese beiden Moglichkeiten zu unterscheiden, wurden Spermatozoen
aus dem Nebenhoden eines T¢9/0-Méannchens isoliert. Aus diesen Zellen wurde die
Gesamt-RNA extrahiert und mittels RT-PCR auf das T¢9-Transkript untersucht.
Als Positivkontrolle diente hier das CatSperi-Transkript, das mit spezifischen Pri-
merpaaren [24] dargestellt wurde, ebenso wie Aktin. Jedoch konnte mittels RT-PCR
kein T'g9-Transkript in isolierten Spermien detektiert werden.

Das Smok1™“-Transkript wurde im Hoden eines Mannchens detektiert, das den par-
tiellen ¢-Haplotyp th49 heterozygot tragt (th49/+). Sowohl Aktin als auch CatSperl
diente bei dieser Analyse als Positivkontrolle. In der cDNA, die aus Gesamt-RNA des
th49 /+ Nebenhodens synthetisiert wurde, konnte Smok1”-Transkript iiber RT-PCR
nicht nachgewiesen werden, die Aktin- und CatSperi-Transkripte dagegen schon. Die-
se Untersuchungen boten keine Hinweise fiir Smok1™-kodierende Transkripte in iso-

lierten Spermien, die zu einer de novo Synthese von Smok1™ fithren koénnten.
Spermien-cDNA Epididymis-cDNA

0/0 Tg9/0 0/0 Tg9/0 H20 Tg9/0 Tg9/0 H20
+RT  +RT  -RT -RT +RT  -RT

Abbildung 3.15: RT-PCR Analyse der RNA aus dem Nebenhoden und Spermien der Li-
nie Tg9-987/0; +/-RT: mit/ohne reverse Transkriptase bei der cDNA Synthese der RNA-
Proben, H20: Wasserkontrolle Primerpaare NV116/117 und NV118/119 dienten jeweils zur
spezifischen Detektion der Tg9-Transkripte, Aktin- und CatSperl-Primer zur spezifischen
Detektion der Aktin- und CatSperl-Transkripte. Die Analyse zeigte, dass in Spermien zwar
CatSperl- und Aktin-, aber nicht Tg9-Transkripte darstellbar sind. In Nebenhoden aus Tg9-
987/0 Mannchen ist Tg9-Transkript dagegen detektierbar.
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Hoden-cDNA Epididymis-cDNA

+/+ +/+ th49/+ th49/+ +/+ +/+ th49/+ th49/+
+RT -RT +RT -RT +RT -RT +RT -RT

Aktin

Smok1 ™
NV11/BGH144

Smok1 T
NV116/BGH144

CatSper1

Abbildung 3.16: RT-PCR Analyse von RNA aus Hoden und Epididymis von th49/+-
Tieren,+/-RT: mit/ohne reverse Transkriptase bei der cDNA Synthese der RNA Proben. Die
Primerpaare NV11/BGH144 und NV116/BGH144 dienen jeweils zur spezifischen Detektion
der Smok1™"-Transkripte im t-Haplotyp, Aktin und CatSperl-Primer zur spezifischen De-
tektion der entsprechenden Transkripte. Wahrend im Hoden Smok1 "~ Transkript spezifisch
detektiert werden konnte, war dieses im Nebenhoden der th49/+-Tieren, im Gegensatz zur
CatSperl- und Aktin-Transkripten undetektierbar. Daher wurden die Spermien dieser Tiere
nicht weiter auf Smok1 "~ Transkript untersucht.
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Kapitel 4

Ergebnisse (2)- Eigenschaften der 5'UTR

1TCI’ .

von Smok in vitro und in vivo

Anhand der im vorherigen Kapitel beschriebenen Experimente wurde gezeigt, dass
das Smok1™-kodierende Transkript im Hoden von T¢9/0-Minnchen auf einen Teil
der haploiden Zellen beschrénkt bleibt. Aulerdem wurde beim Vergleich der Tran-
skriptexpression mit der Proteinlokalisation deutlich, dass die Translation der mRNA
etwa 10 Tage nach der Transkription erfolgt. Dies weist auf translationelle Repression
des Smok1™*-Transkripts hin, die moglicherweise die Ursache fiir die Beschrinkung
der Responder-Wirkung auf einen Teil der Spermatozoen darstellt.

Um Hinweise auf die Funktion einzelner Elemente des Transkripts bei der trans-
lationellen Repression zu erhalten, sollten Reporterkonstrukte im Zellkulturmodell
untersucht werden. Insbesondere sollte damit untersucht werden, wie die 5’UTR die
subzelluldre Lokalisation, die Stabilitdat und die Translation der jeweiligen Transkrip-
te beeinflusst. Dariiber hinaus sollte die Funktion der 5’UTR von Smok1™® fiir die
Beschrankung der Responder-Wirkung auf einen Teil der Spermatozoen in hemizygot

transgenen Tieren analysiert werden.

4.1 Eigenschaften der UTR von Smok1™ in vitro

4.1.1 Die untranslatierten Regionen von Smok1™ beeinflussen die Aktivitit

von GFP-Reportern

Zur Untersuchung der Eigenschaften der untranslatierten Regionen von Smok1”c"

wurden 5 und 3’ untranslatierte Regionen, die auch im 7Tg¢9-Transkript vorhanden
waren, voneinander getrennt in GFP-Reporterkonstrukte kloniert (5’-GFP, 3’-GFP,
Abb. 4.1).
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Eines der Reporterkonstruk- GFP-co 8 = C‘MV'PromOtiT
) . 5-GFP § B 5'UTR Smok1
te enthélt sowohl die 5’'UTR, P = . eGFP
i ._ ! Ter
als auch die 3’UTR des Tg9- 5-3-GFP [ B a " gﬁiﬁixﬁm
Transkripts (5-3-GFP, Abb. - - — H 5V40 polyA
5'UTR 3'UTR — Intron

4.1). Zur Kontrolle der Fluo-

reszenzintensitat diente das un-
Abbildung 4.1: Schematische Darstellung der GFP-

modifizierte eGFP-C2 Plasmid Reporterkonstrukte; GFP-co; 5'-GFP; 3'-GFP; 5'-3'-
(GFP-co, Abb. 4.1). GFP

Diese Konstrukte wurden in

NIH3T3-Fibroblastenzellen transfiziert. Diese wurden etwa einen Tag nach der Trans-
fektion mittels Fluoreszenzmikroskopie auf die Intensitdt der GFP-Fluoreszenz un-
tersucht. In mit 3’-GFP transfizierten Fibroblasten wurde eine dhnliche Intensitéat
der GFP-Fluoreszenz wie im Kontrollansatz mit GFP-co beobachtet (Abb. 4.2.a/c).
Fibroblasten, die mit 5-GFP oder mit 5-3’-GFP transfiziert wurden, wiesen dage-
gen eine sehr schwache GFP-Fluoreszenz auf (Abb. 4.2.b/d). Dies bedeutet, dass nur
geringe Mengen an GFP-Protein gebildet werden, wenn die 5’UTR im Transkript
vorhanden ist. Diese untranslatierte Region konnte folglich eine Rolle bei der post-
transkriptionellen Kontrolle des Transkripts spielen, indem sie die Translation oder

die Stabilitdt der entsprechender Transkripte beeinflusst.

4.2 Einfluss der UTR von Smok1™" auf die subzellulire

Lokalisation der Transkripte in vitro

Tcr

4.2.1 Die 5" und 3’ untranslatierten Regionen von Smok1 " verursachen

unterschiedliche Lokalisation von Transkripten innerhalb der Zelle

Bei diesen Experimenten wurde untersucht, ob die 5" und 3’ untranslatierten Re-
gionen, die im Tg¢9-Transkript vorhanden sind, die subzelluldre Lokalisation eines
GFP-Transkripts in vitro beeinflussen. Dies kdnnte Hinweise auf Mechanismen fiir
die zelluldre Restriktion von Smok1™*"

mit GFP-Reporterkonstrukten (Abb. 4.1) transfiziert und anschliefend mittels fluo-

i vivo geben. NIH3T3-Fibroblasten wurden

reszierender in situ Hybridisierung gegen die kodierende Region von GFP auf die
Lokalisation der entsprechenden Transkripte untersucht. Die Zellkerne wurden iiber
DAPI-Féarbung dargestellt. Die GFP-Fluoreszenz wurde bei diesem Versuch zur Iden-

tifizierung transfizierter Zellen bei der Fluoreszenzmikroskopie verwendet. In Zellen,
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-

Abbildung 4.2: GFP-Fluoreszenz von GFP-Reportern, die untranslatierte Regionen von
Smok1™e" enthielten; a: GFP-co, b: 5'-GFP, c: 3'-GFP, d: 5’-3'-GFP, blau: Kernfiarbung
(DAPI), griin: GFP-Protein, Balken 20um; Die 5'UTR im GFP-Transkript fiihrt zu geringer

GFP-Fluoreszenz in den entsprechend transfizierten Zellen (5'-GFP, 5'-3'-GFP; b/d); 3'-GFP

transfizierte Zellen zeigen eine dhnliche Intensitdt der GFP-Fluoreszenz wie Kontrollzellen (a
und c).
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.

Abbildung 4.3: In situ Hybridisierung gegen die kodierende Region von GFP in NIH3T3-
Fibroblasten, die mit GFP-Reporterkonstrukten transfiziert wurden; a: GFP-co; b: 5'-GFP;
c: 3-GFP; d: 5'-3'-GFP; 1 (griin): GFP-Protein; 2 (rot): GFP-Transkript; 3 (blau): Kern-
farbung (DAPI); 4: Uberlagerung der Firbungen; Balken jeweils 10um; In diesen in situ
Hybridisierungen wurde deutlich, dass die Lokalisation von GFP-Transkripten innerhalb der
Zellen von den 5" und von den 3’ untranslatierten Regionen beeinflusst wird. Ist die 5’'UTR
im Transkript vorhanden, liegt die mRNA in zytoplasmatischen Foci vor. Die 3'UTR fiihrt
dagegen zu verstarkter Kernlokalisation des Transkripts, die auf unvollstandiges SpleiRen der
Pra-mRNA hinweist.
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die mit GFP-co transfiziert wurden, wurde eine schwache, relativ gleichméfige zyto-
plasmatische Fluoreszenz bei der in situ Hybridisierung gegen das GFP-Transkript
beobachtet (Abb. 4.3.a2). Die in situ Hybridisierung auf Fibroblasten, die mit dem
5-GFP transfiziert wurden, zeigte lediglich in wenigen zytoplasmatischen Foci schwa-
che Signale (Abb. 4.3.b2).

Im Gegensatz dazu wiesen Fibroblasten, die mit 5-3’-GFP transfiziert wurden, stér-
kere Fluoreszenzsignale bei der in situ Hybridisierung auf (Abb. 4.3.d2). Das Tran-
skript, das die 5 und die 3’'UTR des T¢9-Transkripts enthalt, wurde dort in ein-
zelnen zytoplasmatischen und nukledren Foci detektiert, die auf RNA-Aggregate im
Zytoplasma und im Zellkern hinweisen. Die starke Fluoreszenz, die im oberen linken
Bildrand in Abb 4.3.d2/4 zu sehen ist, konnte keiner Fibroblastenzelle zugeordnet
werden und wurde deshalb als fluoreszierende Verunreinigung der Probe gewertet.
Anders als die GFP-Transkripte, die die 5’UTR enthalten, ist das Transkript in 3’-
GFP-transfizierten Zellen deutlich im Zellkern und schwach im Zytoplasma lokalisiert
(Abb. 4.3.¢2). Dies deutet darauf hin, dass ungespleifites Transkript als Pra-mRNA
im Zellkern zuriickgehalten wird, was moglicherweise auf das darin enthaltene, etwa
400 bp lange Intron zuriickzufiihren sein konnte. Unvollstédndiges Spleifsen des Introns
koénnte durch die suboptimale Spleifidonor-Sequenz, die in Exon 2 von Smok1™*" ent-

halten ist, verursacht werden (personliche Mitteilung Bernhard G. Herrmann).

4.2.2 Verzogertes Spleillen von Transkripten, die den Spleidonor des

Exons2 von Smok1™ enthalten

Verzogertes Spleifen des Smok17“"-Transkripts kénnte moglicherweise zur zelluliren
Restriktion der Responder-Genprodukte in wvivo beitragen. Um zu untersuchen, ob

17" verhin-

Mechanismen vorliegen, die das korrekte Spleifen des Introns 2 von Smok
dern, wurden Zellen transient mit dem 3’-GFP-Reporterkonstrukt transfiziert, das
den Spleifdonor des Exons 2 von Smok1”*" enthilt. Als Kontrolle diente die transien-
te Transfektion der Zellen mit GFP-co. Die entsprechenden GFP-Transkripte wurden
iiber Northern Blot mit einer Dig-UTP-markierten RNA-Sonde gegen die kodierende
Region von GFP nachgewiesen. Die Northern Blot-Analyse der RNA aus den Fibro-
blasten, die mit dem GFP-co Kontrollkonstrukt transfiziert wurden, zeigt eine einzige
Bande fiir das GFP-Transkript. Bei der Analyse der RNA aus den Fibroblasten, die
mit 3-GFP transfiziert wurden, wurden dagegen zwei Banden unterschiedlicher Gro-

e detektiert. Dies konnte darauf zuriickzufiithren sein, dass dieses GFP-Transkript
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Abbildung 4.4: Northern Blot Analyse auf GFP-Transkripte in mit GFP-co und 3'-GFP-
transfizierten NIH3T3-Fibroblasten. Die Transkripte wurden durch die Hybridisierung mit
einer Dig-UTP-markierten RNA-Sonde gegen die kodierende Region von GFP dargestellt.
Zur Uberpriifung auf gleichmiRige Ladung der Proben diente die Intensitit der 18S Bande.
In GFP-co-transfizierten Zellen wurde eine einzelne Bande detektiert. Zellen, die mit dem 3'-
GFP-Reporterkonstrukt transfiziert wurden, zeigen dagegen zwei Banden. Diese entsprechen
ihrer GroBe nach der ungespleilten Pra-mRNA, beziechungsweise der gespleillten mRNA.

aufgrund des darin enthaltenen Introns nur unvollstandig gespleifst wird.

Dieses Ergebnis stellt eine Erklarung dar, weshalb bei der oben beschriebenen in situ
Hybridisierung der Fibroblasten, die mit 3’-GFP transfiziert wurden, eine prominen-
te Kernlokalisation des Transkripts beobachtet wurde. Daher konnte der Spleifidonor

1 Ter

im Exon 2 von Smok zu unvollstadndigem Spleiffen und Kernlokalisation der préa-

mRNA fithren und damit zu dessen zellularer Restriktion in vivo beitragen.

4.3 Translationelle Repression von Transkripten durch die 5’
UTR von Smok1™

4.3.1 Die 5’'UTR von Smok1™ verursacht translationelle Repression

Die Analyse der GFP-Fluoreszenz in mit GFP-Reporterkonstrukten transfizierten

17" Transkripte

Zellen weist darauf hin, dass die 5" untranslatierte Region von Smok
posttranskriptionell regulieren kann. Um zu unterscheiden, ob die reduzierte Prote-
inbildung durch Transkriptdestabilisierung oder translationelle Repression des Tran-
skripts verursacht wird, wurde der Effekt der 5’'UTR auf die Translation quantifiziert
und mit der Menge an vorhandem Transkript in den entsprechend transfizierten Zellen
ins Verhaltnis gesetzt. Da in unserem Labor keine Methode zur Verfiigung stand, um

die GFP-Fluoreszenzintensitiat zu quantifizieren, wurde Chemolumineszenzmessung
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der Firefly-Luziferase-Aktivitat in Zellen durchgefiihrt, die transient mit modifizier-

ten Firefly-Luziferase-Reporterkonstrukten transfiziert wurden.

Dazu wurden, in Analogie zu

Fluc-co [l (] B SV40-Promotor
den GFP-Reporterkonstrukten

‘UTR feier
5-Fluc s W 5'UTR Smo

. . Luziferase
(Abb. 4.1), Firefly-Luziferase- 3-Fluc E— 8 = )

Konstrukte kloniert, die die 5’ 5-3-FLuc [N BE— 1 3'UTR Smok™2
_ e B 5V40 polyA

) . .
und 3’ untranslatierten Regio- SUTH i i

nen des 7Tg¢9-Transkripts ent-

halten (FLuc-co, 5-FLuc, 3 Abbildung 4.5: Schematische Darstellung der
FLuc, 5-3’-FLuc, Abb. 4.5). Die Luziferase-Reporterkonstrukte; FLuc-co; 5'-FLuc; 3'-

Luziferase-Aktivitat der Zellen, FLuc; 5'-3"-FLuc

die mit dem unverdnderten

Luziferase-Reporter (Fluc-co) transfiziert wurden, wurde als 100 %-Wert definiert.
Die Quantifizierung der Firefly-Luziferase-Transkripte in den entsprechend transfi-
zierten Zellen erfolgte durch quantitative RealTime PCR. Fiir diese Messungen wurde
der eGFP-C2 Vektor (GFP-co) kotransfiziert, um Luziferase-Transkriptmengen gegen
das GFP-Transkript zu normalisieren und eventuelle Unterschiede in der Transfekti-
onseflizienz zwischen den verschiedenen Ansétzen auszugleichen.

Die Luziferase-Aktivitdt in Hek293T-Zellen, die mit 5’-FLuc beziechungsweise 5’-3’-
FLuc transfiziert wurden, betrug etwa ein Zehntel der Aktivitdt, die in mit dem
FLuc-co Kontrollvektor transfizierten Zellen beobachtet wurde (Abb. 4.6.a). In Zel-
len, die mit dem 3’-Fluc-Reporterkonstrukt transfiziert wurden, wurde eine leicht
erhohte Luziferase-Aktivitdt von rund 150 % gemessen (Abb. 4.6.a).

Die Quantifizierung der Transkripte durch quantitative PCR wies dagegen darauf hin,
dass in etwa vergleichbare Firefly-Luziferase-Transkriptmengen in den mit FLuc-co-,
5-FLuc- und 5’-3’-FLuc-Konstrukten transfizierten Zellen exprimiert werden (Abb.
4.6.b). Lediglich die Zellen, die mit dem 3’-FLuc-Reporterkonstrukt transfiziert wur-
den, wiesen eine leichte Erhéhung der Transkriptmenge um etwa 50 % auf (Abb.
4.6.b). Diese Messungen zeigen, dass die 5 untranslatierte Region von Smok1™*" da-
zu fiihrt, dass Transkripte, die die 5’UTR enthalten, zwar stabil vorliegen, jedoch
translationell reprimiert werden. Die Beobachtung, dass Zellen, die mit dem 3’-FLuc
Reporterkonstrukt transfiziert wurden, erh6hte Transkriptmengen aufwiesen, kénnte

dadurch erklart werden, dass die 3’'UTR das Transkript moglicherweise stabilisiert. In
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diesen Zellen konnte folglich auch mehr Transkript vorhanden sein, das translatiert

wird.
a
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Abbildung 4.6: Normalisierte Luziferase-Aktivitat (a) und Luziferase-Transkriptmengen (b)
in Hek293T-Zellen, die transient mit Luziferase-Reporterkonstrukten (Abb. 4.5) transfiziert
wurden. Die Firefly-Luziferase-Transkriptmengen wurden liber quantitative RealTime PCR
gemessen. Der Vergleich der Luziferase-Aktivitdt und der Transkriptmengen in den ent-
sprechend transfizierten Zellen zeigt, dass die 5'UTR von Smok1™" im Transkript geringe
Proteinbildung verursacht, gleichzeitig die Stabilitdt des Transkripts aber nicht vermindert.
Dies weist darauf hin, dass die 5'UTR translationelle Repression, aber keine Destabilisierung
des Transkripts verursacht.

4.4 Experimentelle Untersuchung potenziell regulatorischer
Elemente der 5’UTR

4.4.1 Identifizierung von regulatorischen Elementen in der 5’UTR von
Smok1™ durch Datenbank-gestiitzte Suche nach konservierten

Motiven und Struktureigenschaften

17" translationelle Repression verursacht,

Da die 5" untranslatierte Region von Smok
wurde iiber eine Datenbank-gestiitzte Sequenzanalyse ermittelt, welche Elemente in
der 5’'UTR dazu beitragen kénnten. Bei der Suche nach cis-regulatorischen Motiven
unter Verwendung der Datenbanken RegRNA und UTRscan wurden mehrere Ele-
mente vorhergesagt [31][69].

UTRscan und RegRNA identifizierten in der 5’UTR von Smokl™ ein konservier-

tes Bruno Response Element (BRE), das von RNA-bindenden Proteinen der Bruno-
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Familie gebunden wird [22]. Dieses Element entspricht der Basenfolge: UUUGU-
GUGUGUCUGUGUGUGUU. In murinen und humanen Geweben werden Mitglie-
der der Bruno-Familie exprimiert, einige davon ubiquitdr, so dass wahrscheinlich
auch Hek293T-Zellen Proteine der Bruno-Familie enthalten [22]. Daher wurde das
Hek293T-Zellmodell auch zur Uberpriifung der Funktionalitit des Bruno Response
Elements im 5’'UTR von Smok1™*" verwendet.

Translationelle Repression kann auch durch die Bindung von microRNA an Transkrip-
te verursacht werden, was zu subzelluldrer Lokalisation der mRNA in zytoplasmati-
schen Aggregaten, den P-Bodies, fithrt [5]. In der Regel findet microRNA-abhéngige
translationelle Repression durch konzertierte Bindung der microRNA an mehrere Bin-
destellen in der Ziel-mRNA statt.

Bei der Datenbankrecherche auf regulatorische Elemente in der 5UTR von Smok1”°"
wurden drei potenzielle Bindestellen fiir die microRNA mir342 vorhergesagt. Diese
microRNA ist zwischen Mensch und Maus konserviert und in vielen Geweben ex-
primiert, unter anderem im Hoden und in der Niere [94]. Da Hek293T-Zellen eine
humane Nieren-Zelllinie darstellt, exprimiert diese wahrscheinlich die mir342. Aus
diesem Grund wurde dieses Zellmodell zur Uberpriifung der Funktion der 5’UTR von
Smok1™" bei der translationellen Repression von Transkripten verwendet.

Das Vorkommen von mehreren AUGs in der 5’UTR von Transkripten, sogenannten
upstream AUGs (WAUG), fithrt in der Regel zu ineffizienter Translation der kodieren-
den Region der mRNA [78][93]. uAUGs in 5’ untranslatierten Regionen hemmen den
Cap-abhéngigen Scanning-Mechanismus, indem ein Teil der zur Verfiigung stehenden
Ribosomen an den uAUGs die Translation beginnen, bevor die kodierende Region des
Transkripts erreicht wird [60][9]. Da in der 5’UTR von Smok1™*" neun uAUGs vor der
eigentlichen kodierenden Region liegen, wurden diese funktionell im Zellkulturmodell
iiberpriift.

Die 5’'UTR wurde ebenfalls auf die Ausbildung ausgepragter Sekundérstrukturen mit-
tels Mfold-Datenbank untersucht, da stark verzweigte Strukturen translationelle Re-
pression verursachen konnen [97][68][50][67]. Auferdem konnten ausgepréigte Sekun-
dérstrukturen auf interne Ribosomen-Bindestellen (IRES) in der 5’UTR hinweisen,

die eine Cap-unabhéngige Translation ermdéglichen [1][I8].
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Abbildung 4.7: Datenbank-basierte Vorhersage regulatorischer Motive in der 5'UTR von
Smok1™e"

4.4.2 Untersuchung des Einflusses von Fragmenten der 5’UTR von Smok1™

auf die Firefly-Luziferase-Translation

Um zu untersuchen, welche Mechanismen zur translationellen Repression der 5’UTR
fithren, wurden die ersten (5’) 300 bp (5-300-FLuc) und die letzten (3’) 570 bp (5'-
570-FLuc) getrennt voneinander in den Luziferasevektor pGL3-Promoter (FLuc-co)
kloniert (Abb 4.8). Diese Reporterkonstrukte, sowie 5-FLuc, wurden in Hek293T-
Zellen analysiert. Die normalisierte Luziferase-Aktivitéit der Zellen, die mit FLuc-co
transfiziert wurden, wurde als 100 % Wert definiert.

Sowohl 5’-FLuc- als auch 5-300-FLuc- und 5’-570-FLuc-transfizierte Zellen wei-
sen eine stark reduzierte Luziferase-Aktivitat im Vergleich zur Kontrolle (FLuc-co)
auf (Abb. 4.8). Dies zeigt, dass in beiden Teilen der 5’UTR von Smok1™®" Elemente
vorhanden sein konnten, die die translationelle Repression verursachen. Allerdings re-
primieren weder das 300 bp-Fragment, noch das 570 bp-Fragment einzeln so stark die
Translation des Transkripts wie die 5’'UTR in voller Lénge. Zur Identifizierung der Me-
chanismen der translationellen Kontrolle wurden potenzielle regulatorische Elemente
im 300 bp-bzw. im 570 bp-Fragment der 5’'UTR einzeln funktionell untersucht.

4.4.3 Untersuchung der Funktion des Bruno Response Elements (BRE) in
der 5’'UTR von Smok1™ in vitro

Zur Untersuchung, ob ein Mitglied der Bruno-Familie eine Rolle bei der translationel-
len Kontrolle von Smok1™®" spielen kénnte, wurde ein Firefly-Luziferase-Reporterkonstrukt
kloniert, das das 570 bp-Fragment der 5'UTR von Smok1”°" trigt, dem das BRE aber
fehlt (5’-570-B-FLuc). Dieses Reporterkonstrukt wurde in Hek293T-Zellen analysiert
(Abb. 4.9). Dabei fiel auf, dass die Luziferase-Aktivitiat der Zellen, die mit 5-570-B-
FLuc transfiziert wurden, keine signifikanten Unterschiede zur Luziferase- Aktivitét

in mit 5-570-FLuc transfizierten Zellen zeigten. Folglich wurde durch das Entfernen
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Abbildung 4.8: Normalisierte Luziferase-Aktivitat der Reporter, die einzelne Fragmente der
5'UTR von Smokl1'® enthalten. Oben: schematische Darstellung der Reporterkonstrukte,
die die potenziellen regulatorischen Elemente in der 5'UTR von Smok1™" enthalten; unten:
normalisierte Luziferase-Aktivitdt. Beide Teile der 5'UTR (5'-300-FLuc und 5'-570-FLuc)
fiihrten zu deutlich geringerer Luziferase-Aktivitdt in den transfizierten Zellen als FLuc-co.
Dies weist darauf hin, dass in beiden Teilen der 5’'UTR Elemente vorhanden sind, die die
translationelle Repression durch die 5’'UTR vermitteln.
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des BRE aus dem Transkript keine Erhéhung der Translationseffizienz erreicht. Dies
bedeutet, dass andere cis-regulatorische Elemente fiir die translationelle Repression

durch die 5’UTR von Smok1™" in vitro verantwortlich sind.

4.4.4 Funktionelle Uberpriifung der mir342-Bindestellen in der 5’'UTR von

Smok1™ im Zellkulturmodell

Fiir die Untersuchung der Funktion der microRNA mir342 bei der translationellen
Kontrolle durch die 5UTR von Smok1™®" wurden die mir342-Bindestellen im 5'-
570-FLuc-Reporterkonstrukt mutiert (5’-570-mmir-FLuc). Durch die Einfiihrung von
Basen-Fehlpaarungen in der sogenannten Seed-Sequenz zwischen der microRNA und
ihrer Bindestelle im Transkript wird der translationell reprimierende Effekt geringer
oder ganz aufgehoben [75].

Die Transfektion von 5-570-mmir-FLuc und die anschliefende Quantifizierung der
Firefly-Luziferase-Aktivitat in diesen Zellen zeigt, dass die Mutation der Bindestellen
fiir die mir342 zu keinem signifikanten Anstieg der Firefly-Luziferase-Aktivitat fiihrt
(Abb. 4.9). Dies bedeutet, dass das Transkript in vitro hochstwahrscheinlich nicht
durch die Bindung der microRNA mir342 translationell kontrolliert wird.

4.4.5 Untersuchung auf méglichen Synergismus zwischen
mir342-Bindestellen und dem BRE

Die Bindung von RNA-Bindeproteinen an untranslatierte Regionen von Transkripten
kann dazu fiihren, dass microRNA-Bindestellen im Transkript fiir die entsprechende
microRNA unzugénglich wird. In Folge dessen wird keine microRNA-induzierte post-
transkriptionelle Regulation des entsprechenden Transkripts beobachtet. Dies wurde
experimentell anhand der Bindung des RNA-Bindeproteins Dnd1 an seine Zieltran-
skripte gezeigt [37]. Da eine Wechselwirkung zwischen RNA-Bindeproteinen und mi-
croRNA prinzipiell moglich ist, wurde untersucht, ob die translationelle Kontrolle
des Transkripts durch die Interaktion zwischen Bruno-Proteinen und mir342 zustan-
de kommt.

Dazu wurde aus einem Firefly-Luziferase-Reporterkonstrukt, welches das 570 bp-
Fragment der 5’'UTR enthélt (5’-570-FLuc), sowohl das BRE entfernt, als auch die
mir342-Bindestellen mutiert (5’-570-B-mmir-FLuc). Nach dessen Transfektion in Zel-
len war ein leichter Anstieg der Firefly-Luziferase-Aktivitat zu beobachten, im Ver-
gleich zur Aktivitdt in mit 5’-570-B-FLuc, 5’-570-mmir-FLuc oder 5’-570-FLuc trans-
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Abbildung 4.9: Nomalisierte Luziferase-Aktivitdt der Reporter, die modifizierte 570 bp-
Fragmente von Smokl™ enthielten. Oben: schematische Darstellung der Luziferase-
Reporterkonstrukte; unten: normalisierte Luziferase-Aktivitat. Weder das Entfernen der po-
tenziellen Bruno-Bindestelle (5'-570-B-FLuc), noch die Mutation der potenziellen mir342-
Bindestellen im 570 bp-Fragment der 5’'UTR (5'-570-mmir-FLuc) fiihrten zu signifikant er-
hohter Luziferase-Aktivitat. Die Transfektion eines Konstrukts, das weder die Bindestelle fiir
das BRE, noch die fiir die mir342 enthalt (5'-570-B-mmir-FLuc), fiihrte in den entsprechend
transfizierten Zellen zu einer Erhdhung der Luziferase-Aktivitat, die jedoch im Vergleich zu
der in den Kontrollzellen (FLuc-co) immer noch stark erniedrigt war. Mdglicherweise liegt der
translationellen Repression ein synergistischer Effekt mehrerer cis-regulatorischer Elemente
in der 5’'UTR zugrunde, der sich durch die Bindung der mir342 und Bruno-Proteine nicht
erkldren |3sst.
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fizierten Zellen (Abb. 4.9). Dennoch betrug die Repression noch etwa 80 %. Dies weist
auf andere Kontrollelemente in dem 570 bp-Teil der 5’UTR hin, die moglicherweise

additiv auf die translationelle Repression des Transkripts wirken.

4.4.6 Funktionelle Uberpriifung der uAUGs in der 5’'UTR von Smok1™

Im 300 bp Fragment der 5UTR von Smok1”" wurde eine Anhéufung von 9 uAUGs
identifiziert. Darunter befindet sich auch ein uAUG mit einer optimalen Kozak-
Sequenz. Diese Konsensus-Sequenz verursacht gewohnlich den Start der Translation
[52]. Daher wurde die Rolle dieser uAUGs bei der translationellen Repression ex-
perimentell anhand von Firefly-Luziferase-Reporterkonstrukten untersucht, in denen
uAUGs mutiert sind.

Zunichst wurde das uAUG im 300 bp-Element der 5’UTR (5-300-FLuc) mit einer
optimalen Kozak-Sequenz zu einem ACG Kodon mutiert (5-300-m1AUG-FLuc). Die
Einfiihrung dieser Mutation und Transfektion dieses Reporters in Hek293T-Zellen
fiihrte zu einer Verdopplung der Firefly-Luziferase-Aktivitdt im Vergleich zu der in
mit 5-300-FLuc transfizierten Zellen (Abb. 4.10).

Daraufthin wurden in diesem Reporterkonstrukt 5 weitere der insgesamt 9 uAUGs
zu Kodons mutiert, die keinen Translationsstart verursachen (5-300-m6AUG-FLuc).
In den mit 5-300-m6AUG-FLuc transfizierten Zellen wurde eine etwa 5-fach erhéhte
Luziferase-Aktivitdt im Vergleich zu der in mit 5-300-m1AUG-FLuc transfizierten
Zellen gemessen. Der Effekt der translationellen Repression durch die drei iibrigen
uAUGS in diesem Teil der 5’'UTR betrug folglich nur noch ca. 50 % (Abb. 4.10).
Anschlieffend wurden aus dem 5’-300-m6AUG-FLuc-Reporterkonstrukt alle iibrigen
uAUGS entfernt (5-300-m9AUG-FLuc). Nach der Transfektion dieses Konstrukts in
die Hek293T-Zellen wurden in diesen etwa 80 % der Firefly-Luziferase-Aktivitat im
Vergleich zu der in Kontrollzellen (FLuc-co) gemessen (Abb. 4.10). Der repressive
Effekt wurde durch die Mutationen der AUGs im 300 bp-Fragment zum groften Teil
aufgehoben. Dies zeigt, dass die uAUGs additiv zur translationellen Repression dieses
Teils der 5’UTR von Smok1™® beitragen.

Um zu untersuchen, ob es fiir eine effiziente Translation des Transkripts hinrei-
chend ist, uUAUGs aus der 5’'UTR von Smokl™®" zu entfernen, wurde ein entsprechen-
des Firefly-Luziferase-Reporterkonstrukt analysiert (5-m1AUG-FLuc). Dieses ent-
halt die 5’'UTR in voller Lénge, jedoch nicht das uAUG mit der optimalen Kozak-
Sequenz. Das Konstrukt wurde generiert, indem das 570 bp-Fragment der 5’UTR in
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Abbildung 4.10: Normalisierte Luziferase-Aktivitat der Luziferase-Reporter, die 300 bp-
Fragmente der 5'UTR von Smok1™ mit mutierten uAUGs enthalten. Oben: schematische
Darstellung der Luziferase-Reporterkonstrukte, unten: normalisierte Luziferase-Aktivitat. Die
Mutation der uAUGs im 300 bp-Fragment fiihrte zur Erhéhung der Luziferase-Aktivitat in
den entsprechend transfizierten Zellen. Dies weist auf additive Effekte der uAUGs auf die
translationelle Regulation der mRNA hin.
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Abbildung 4.11: Normalisierte Luziferase-Aktivitat der Volle-Lange-5'UTR-Reporter, die
mutierte uAUGs enthalten. Oben: schematische Darstellung der Elemente der 5’UTR von
Smok1™", die im Firefly-Luziferase-Reporterkonstrukt modifiziert wurden; unten: norma-
lisierte Luziferase-Aktivitdt. Die Transfektion eines Luziferase-Reporterkonstrukts, das die
5'UTR in voller Lange, jedoch mit 6 mutierten uAUGs enthilt, fiihrte nicht zu signifikant
erhohter Luziferase-Aktivitdt in den Zellen (5'-m6AUG-FLuc). Die Transfektion von 5'-300-
m6AUG-FLuc, dem Luziferase-Reporterkonstrukt, dem der 570 bp-Teil der 5’'UTR fehlt, wies
dagegen etwa die Halfte der Aktivitat der Kontrollzellen auf (FLuc-co). Auch die zusatzliche
Entfernung der potenziellen Bruno- und mir342-Bindestellen aus dem Transkript erhohten
die Luziferase-Aktivitdt in entsprechenden Zellen nicht deutlich (5’-m6AUG-B-mmir-FLuc).
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das Reporterkonstrukt 5’-300-m1AUG-FLuc kloniert wurde. Bei der Quantifizierung
der Firefly-Luziferase-Aktivitéat nach der Transfektion dieses Konstrukts in die Zellen
wurde deutlich, dass die translationelle Repression des Transkripts ebenso stark ist
wie die, welche durch das intakte Volle-Lange 5’-FLuc-Reporterkonstrukt verursacht
wird (Abb. 4.11).

Im Luziferase-Reporterkonstrukt 5-m1AUG-FLuc wurden durch Mutagenese weitere
5 uAUGs entfernt, so dass lediglich 3 der 9 uAUGs vorhanden sind (5’-m6AUG-FLuc).
Zellen, die mit diesem Konstrukt transfiziert wurden, wiesen ebenfalls eine geringe
Luziferase-Aktivitat auf (Abb. 4.11). Zellen, die mit 5’-300-m6AUG-FLuc transfiziert
wurden, zeigten dagegen eine Luziferase-Aktivitat, die etwa die Hélfte des Kontroll-
wert (FLuc-co) betrug (Abb. 4.11).

Offensichtlich sind, zusétzlich zu den uAUGs, weitere cis-regulatorische Elemente in
der 5'UTR von Smok1™ vorhanden, die die translationelle Repression von Tran-
skripten regulieren.

Um zu iiberpriifen, ob die Translation von Transkripten, die die 5’UTR von Smok1™®"
enthalten, dadurch reprimiert wird, dass die uAUGs, das BRE und die mir342-
Bindestellen synergistisch wirken, wurde ein 5’UTR-Reporterkonstrukt kloniert, in
dem 6 der 9 uAUGS, sowie die mir342-Bindestellen mutiert und aus dem das BRE ent-
fernt wurden (5-m6AUG-B-mmir-FLuc). Zellen, die mit diesem Reporterkonstrukt
transfiziert wurden, wiesen ebenfalls nur etwa ein Zehntel der Luziferase- Aktivitat der
Kontrollzellen (FLuc-co) auf. Dies zeigt, dass andere cis-regulatorische Elemente als
die uAUGs, das BRE und die mir342-Bindestellen die translationelle Repression von
Transkripten verursacht, die jedoch im Rahmen dieser Arbeit nicht weiter untersucht

wurde.

4.4.7 Ein Teil der 5’'UTR von Smok1™ weist eine stark verzweigte

Sekundarstruktur auf

Bei der Vorhersage der mRNA-Struktur der 870 Basen der 5’UTR von Smok1”*" mit-
tels Mfold-Datenbank wurden Vorschldage fiir mogliche mRNA-Strukturen auf Basis
der Berechnung der energetisch giinstigsten RNA-Faltung erstellt [97].

Die Strukturvorschldge bei der in silico-Analyse wiesen vor allem in einem Drittel,
am 5’ Teil der 5’UTR von Smok1™®", eine iibereinstimmende Struktur in Form einer
langen fingerformigen Verzweigung auf (Abb. 4.12). Moglicherweise konnte diese die

Translation beeinflussen, indem sie das Scanning des Transkripts durch Ribosomen
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erschwert. Dieser Prozeft benétigt die RNA-Helikase elF4A als Kofaktor, deren Ak-
tivitdt im Hoden durch BC1-RNA reguliert wird [59][73].

Expression von BC1-RNA fiihrt
dabei durch ihre Bindung an
die RNA-Helikase zur Inhibi-
tion der Enzymfunktion und
verhindert das Entwinden der
verzweigten Struktur [92], was
translationelle Repression des
Transkripts verursacht. Expe-
rimentell wurde die Rolle der
RNA-Helikase elF4A bei der
posttranskriptionellen Regulati-
on von Smok1™ jedoch nicht

weiter untersucht.

Abbildung 4.12: Mogliche Sekundéarstruktur im

Die stark verzweigte Struktur T
5'Teil der 5’UTR von Smokl1'“"

konnte allerdings auch auf eine

interne Ribosomen Bindestelle

(Internal Ribosome Entry Site, IRES) hinweisen, die Ribosomen direkt binden kann
und damit eine Cap-unabhéngige Translation ermdglicht. Die Vorhersage einer IRES
iiber die Sequenz oder die Struktur des Transkripts ist jedoch unprézise, da die Bin-
dung von Ribosomen an eine IRES von der RNA-Struktur abhéngig ist, die in silico
nicht exakt vorhersagbar ist. Eine funktionelle Uberpriifung der Struktur der 5’UTR
von Smok1™" auf die IRES-Funktion wurde im Rahmen dieser Arbeit nicht durch-
gefiihrt.

4.5 Die Rolle der 5’UTR von Smokl1™" in vivo

4.5.1 Charakterisierung TgAce-transgener Linien

Zur Charakterisierung der Funktion der 5’'UTR bei der posttranskriptionellen Re-
gulation von Smok1™" in wvivo, wurde ein Transgen-Konstrukt, TgAce, kloniert, in

1 Ter

welchem der Promotor und die 5’UTR von Smok in 799 gegen den 91bp lan-

gen Hoden-spezifischen Promotor fiir das Angiotensin-konvertierende Enzym (Ace)
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I
-

DeltasTg9 o

I Smok1 -Promotor I kodierende Region von Smok1 ™™
l Ace-Promotor 5'und 3'untranslatierte Regionen
| 6-fach Myc-Epitop | SV40 pA

Abbildung 4.13: Schematische Darstellung der Transgen-Konstrukte fiir die Untersuchung
der Funktion der 5'UTR von Smok1™" in vivo. In TgAce wurde der Smok1™“"-Promotor und
die 5’UTR von Smok1'™ in Tg9 durch den Ace-Promotor ersetzt. Im Transgen-Konstrukt
Delta 5'tg9 wurde die 5'UTR, die im Tg9-Transkript vorhanden ist, entfernt.

ausgetauscht wurden (Abb. 4.13). Der Promotor wird vor allem in haploiden runden
Spermatiden aktiviert und wurde daher zur Expression des Transgens verwendet [30].
Dieses Konstrukt diente zur Generierung von transgenen Linien. Diese wurden auf

Lokalisation des Transkripts im Hoden untersucht.

Zu diesem Zweck wurde zunéchst auf Schnitten von TgAce/0-Hoden eine in situ
Hybridisierung durchgefiihrt. Dafiir wurde eine RNA-Sonde gegen das Myc-Epitop
zur Detektion des Transkripts verwendet (Abb. 4.14). Mit dieser Methode konnte das
Transkript jedoch nur im Hoden von einer der vier transgenen Linien dargestellt wer-
den (TgNVAce-1151). Obwohl dieses Tier hemizygot fiir das Transgen TgAce war,
wurde das Transkript, im Gegensatz zum 7T'g9-Transkript, in allen runden Spermati-
den detektiert, was wahrscheinlich auf dessen Expression in diploiden Spermatozyten
zuriickzufiihren ist. Auch wenn der Ace-Promotor erst in haploiden Zellen aktiviert
werden sollte, verursachte dieser hier wahrscheinlich ektopische Transkriptexpression
in Spermatozyten [30)].

Aufserdem wurde das TgAce-Transkript unter Aussparung der Zellkerne gleichméfig
auf das Zytoplasma der runden Spermatiden verteilt. Das T¢9-Transkript ist da-

gegen in aggregatformigen Strukturen im Zytoplasma und im Zellkern von runden
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Abbildung 4.14: Vergleich der Lokalisation von TgAce- und Tg9-Transkripten und deren
posttranskriptionelle Regulation im Hoden hemizygoter Mannchen. In situ Hybridisierung
mit einer RNA-Sonde gegen das Myc-Epitop wurde zur Darstellung des TgAce- und des
Tg9-Transkripts verwendet (links). a: TgAce/0 Hoden; b: Tg9/0 Hoden. Balken links: 50
pum; Balken mitte: 5 um. Die in situ Hybridisierung zur Darstellung des TgAce-Transkripts
zeigte gleichmaRige zytoplasmatische Farbung von Spermatozyten (a: mitte; groBe Zellen
am rechten Bildrand) und runden Spermatiden (a; mitte; kleinere Zellen am linken Bildrand)
und keine Transkriptsignale im Kern. Tg9-Transkripte wurden dagegen in ungefahr der Half-
te der runden Spermatiden in zytoplasmatischen und nukledren Aggregaten detektiert. C:
Immunfluoreszenzfarbung mit einem Antikdrper gegen das Myc-Epitop in TgAce/0-Hoden; d:
Immunfluoreszenzfarbung mit einem Antikorper gegen das Myc-Epitop in Tg9/0-Hoden; blau:
Kernfarbung (DAPI): rot: Myc-Smok1™". Obwohl beide Transgene Myc-Smok1™ kodier-
ten, wurden nur in Tg9/0-Hoden deutliche Fluoreszenzsignale innerhalb der Hodenkanalchen
detektiert. Auf TgAce/0-Hoden war die Firbung dagegen nur duBerst schwach erkennbar.
Die Fluoreszenz in ¢ am unteren linken Bildrand lag auRerhalb des Hodenkanilchens und
konnte mit einem BlutgefaR kolokalisiert werden, was auf Autofluoreszenz von Blut hinwies
und daher nicht als Immunfluoreszenzsignal gewertet wurde. Offenbar wurde in TgAce/0-
Minnchen aufgrund des Fehlens der 5’UTR im Transkript kaum Myc-Smok1™ im Hoden
gebildet.

96



4.5 Die Rolle der 5’UTR von Smok1™" in vivo

Spermatiden lokalisiert. Das Fehlen der 5’UTR fiihrt folglich zu einer verédnderten
subzelluldaren Lokalisation des Transkripts.

17" _Protein

Uber die Immunfluoreszenzfirbung, die zum Nachweis von Myc-Smok
etabliert wurde, konnten nur im Hoden von TgAce/0-Ménnchen der Linie TgN VAce-
1151 auberst schwache Fluoreszenzsignale im Lumen der Hodenkanélchen dargestellt
werden. Die anderen drei Linien wiesen dagegen keine Fluoreszenz auf. Das Feh-
len der 5’'UTR von Smok1™" scheint daher auch die Translation oder die Stabilitét
des Transkripts zu verringern. Moglicherweise wird der Ace-Promotor aufgrund sei-
ner kurzen Sequenz transkriptionell inaktiviert. Andererseits konnte das Fehlen der
5UTR Smok1™ im Transkript auch eine Transkript-Instabilitit oder verringerte

Transkription bewirken.

4.5.2 Charakterisierung der transgenen Linien delta 5'Tg9

Um auszuschliefsen, dass die fehlende Expression des TgAce-Transgens in drei der vier
Linien durch die transkriptionelle Inaktivierung des kurzen Hoden-spezifischen Ace-
Promotors verursacht wurde, wurde ein weiteres Transgen-Konstrukt, delta5’Tqg9,
analysiert, das den Smok1”*-Promotor enthilt (Abb. 4.13). Dieses Transgen wurde
kloniert, indem die 5'UTR von Smok1™*" aus dem Transgen-Konstrukt T¢9 entfernt
wurde. Durch Vorkerninjektion wurden vier unterschiedliche transgene deltad’Tg9-
Linien (delta5°Tg9-8, -18, -21, -24 ) generiert.

Zunéchst wurde die Expression des Transkripts im Hoden von delta5’Tg9/0- Méann-
chen der vier transgenen Linien {iber die in situ Hybridisierung mit einer Sonde
gegen das Myc-Epitop untersucht (ohne Abbildung). Da sich auf diese Weise kein
deltab’Tg9-Transkript darstellen liefs, wurde die Expression des Transkripts im Ho-
den durch eine sensitive Methode, der quantitativen RealTime PCR, tiberpriift (Abb.
4.15). Von den vier Linien wurde lediglich in einer Linie, delta5’Tg9-18, grofsere Men-
gen Transkript gemessen. Im Hoden der anderen drei Linien wurde dagegen wenig
oder kein Transkript detektiert.

17" _Protein konnte

Uber die Immunfluoreszenzfirbung zum Nachweis von Myc-Smok
dieses in keiner der vier transgenen Linien dargestellt werden. Obwohl in der Li-
nie delta 5'Tg9-18 iiber quantitative RealTime PCR Transkriptexpression im Hoden
nachgewiesen wurde, wurde kein Immunfluoreszenzsignal beobachtet. Moglicherweise
fiihrt das Fehlen der 5’UTR zur Destabilisierung des Transkripts, das infolge dessen

vor Beginn der Translation degradiert wird. Dies konnte erkldaren, weshalb in kei-
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Abbildung 4.15: Transkriptexpression im Hoden der delta5'Tg9- und Tg9- Linien (quanti-
tative RealTime PCR-Analyse). A5'Tg9=delta5'Tg9; co entspricht der Transkriptmessung
im Hoden eines BTBR/TF-Wildtyp-Mannchens. Die Tg9-Transkriptexpression im Hoden des
Tg9/0-Mannchens der Linie Tg9-987 wurde als 100 %-Wert definiert. Die Messung von Tg9-
und von delta5’Tg9-Transkript erfolgte unter Verwendung desselben Primerpaars. Die Linie
deltab'Tg9-18 exprimierte als einzige der vier transgenen Linien deutliche Transkriptmengen,
die mit der im Hoden der Tg9-987-Minnchen vergleichbar war.

ner der transgenen Linien Myc-Smok1™ und in nur einer dieser Linien Transkript

nachgewiesen werden konnte.
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Kapitel 5

Ergebnisse (3)- Charakterisierung der

Funktion der 3'UTR von Smokl1™" in vivo

17" 3o wird deutlich, dass

Betrachtet man die Genstruktur des Responder-Gens Smok
dieses die ersten beiden Exons, nicht aber das dritte Exon besitzt, das die Familie
der Smok-Gene, soweit bekannt, aufweist. Statt dessen enthilt Smok1™®" 15 Exons
des Rsk3-Gens, die im Smok17“-Transkript zur 3’ untranslatierten Region beitragen.
Wildtyp-Smok-Transkripte enthalten normalerweise eine 3’'UTR, von der 47 Basen in
Exon 2 und 290 Basen in Exon 3 der Smok-Gene liegen. Im Gegensatz zu diesen wurde
das Exon 3 in Smok17¢" durch die Exons von Rsk3 ersetzt. Daher wurde untersucht,
welche Bedeutung das Fehlen der Smok-spezifischen 3'UTR im Smok1 ¢ -Transkript
fiir dessen Lokalisation und Translation, und somit fiir dessen Funktion als Responder

besitzt.

5.1 Transkriptlokalisation der Smok1 ™ -kodierenden

Transgene Tgl0 und Tgll im Hoden

5.1.1 Tgl0 und Tgll enthalten unterschiedliche 3'UTR-Sequenzen

Zur Untersuchung, ob Elemente der 3’ untranslatierten Region von Smok1™" Ein-
flufs auf die Responder-Funktion haben, wurden die Transgen-Konstrukte, Tg10 und
Tg11, verwendet (Abb. 5.1). Wie Tg¢9, enthalten diese die kodierende Region, sowie
die 5’'UTR, den Promotor von Smok1”* und das 6-fach Myc-Epitop zur spezifischen
Darstellung der Genprodukte. Bei der Charakterisierung hemizygot transgener 7¢9-
Ménnchen wurde bereits gezeigt, dass dieses Epitop die Responder-Funktion nicht
stort (personliche Mitteilung Bernhard G. Herrmann). Tg9-, Tg10- und Tg11 wei-
sen unterschiedlich lange 3" UTRs auf. T'g10 enthélt die vollstdndige 3’'UTR von 290
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Tg9 B
wo
Tg11 N
I Smok1 ™-Promotor 5"und 3‘untranslatierte Regionen
I Ace-Promotor SV40 pA
| 6-fach Myc-Epitop polyA Smok™'"?
I kodierende Region von Smok1™ — Intron

Abbildung 5.1: Schematische Darstellung der Transgen-Konstrukte Tg9, Tgl0 und Tgll,
die alle die kodierende Region von Smok1™" enthalten. Diese unterscheiden sich lediglich
in ihren 3" UTR- und Polyadenylierungssequenzen. Tg9 enthilt 141 Basen der 3'UTR des
t-Haplotyp-spezifischen Smok™*2-Transkripts. Tg10 dagegen trigt die vollstindige 3'UTR-
Sequenz, die in Exon 3 von Smok™*2 enthalten ist, wihrend in Tg11 bis auf 46 Basen dieser
Teil der 3'UTR fehlt. Tg9 und Tgll tragen eine virale SV40-Polyadenylierungssequenz,
Tg10 dagegen die Polyadenylierungssequenz von Smok™?2, die in dessen Exon 3 ebenfalls
enthalten ist. Alle drei Transgen-Konstrukte enthalten ein 6-fach Myc-Epitop zur spezifischen
Darstellung von Transkript und des Protein.
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5.1 Transkriptlokalisation der Smok1™®-kodierenden Transgene Tg10 und Tg11 im Hoden

Basen Linge, die in Exon 3 der t-Haplotyp-spezifischen aktiven Kinase Smok™?* ko-
diert ist. Diese entspricht im ¢-Haplotyp funktionell héchstwahrscheinlich Smok! in
Wildtyp-Tieren. In Tg11 fehlt dieser Teil der 3'UTR der Smok™"* bis auf 46 Basen.
Tg9 dagegen tragt etwa die Halfte dieser 3’'UTR-Sequenz. Wahrend Tg10 die en-
dogene Polyadenylierungssequenz der Smok™** besitzt, tragen Tg9 und Tg11 virale
SV40 Polyadenylierungssequenzen (Abb 5.1). Von T¢10 und Tg11 wurden jeweils
drei transgene Linien mit unabhéngigen genomischen Integrationen des Transgens
generiert, die mittels in situ Hybridisierung und Immunfluoreszenzfarbung charakte-
risiert wurden (Tg10-1016, -1015, -996 beziehungsweise Tg11-1020, -1066, -1069).
Von diesen wurde jeweils eine reprasentative Linie mit stabiler Transkript- und Prote-
inlokalisation durch Vererbungstests hemizygoter Mannchen auf Responder-Funktion
untersucht. Fiir 7911 war dies die Linie Tg11-1020 und fir Tg10 die Linie Tg10-
1016. Deren Effekt auf die Transmissionsrate wurde mit der von 7¢9 in der Linie
Tq9-987 verglichen.

5.1.2 Transkriptlokalisation von Tg10 und Tgl11l im Hoden

Zunéchst wurden die drei T'g10- und die drei T'qI1-Linien mittels in situ Hybridi-
sierung mit einer RNA-Sonde gegen die Sequenz des Myc-Epitops auf die Expression
des Transkripts im Hoden untersucht. Wie in T¢9/0-Tieren, wurden dabei Signale in
runden Spermatiden detektiert (Abb. 5.2 und 5.3 links). Frithere Entwicklungsstadi-
en der Spermatogenese, die in den duferen Bereichen der Kanélchen lokalisiert sind,
wiesen keine Féarbung auf.

Dies zeigt, dass der Smok1T*-Promotor, der in Tg10 und Tg11 enthalten ist, in
haploiden runden Spermatiden aktiviert wird. Tg10 und Tgll zeigen, wie Smokl
und Smok1™®" folglich postmeiotische Expression des Transkripts. Wie im Tg9/0-
Hoden, wurden die T¢10- und Tgl1-Transkripte in lediglich etwa der Hélfte der
Population von haploiden runden Spermatiden in 7¢10/0- und Tg11/0-Ménnchen
nachgewiesen. Dies bedeutet, dass T¢10- und Tg¢11-Transkripte in runden Sperma-
tiden zelluldrer Restriktion unterliegen. Nukledre und perinukledre Aggregate der
Tg10- und Tg11-Transkripte in runden Spermatiden deuten zudem auf die Bildung
von Ribonukleoproteinpartikeln hin, die ein Hinweis auf translationelle Kontrolle der
Smok1"*-kodierenden Transkripte darstellen konnten (Abb. 5.2 und 5.3 rechts). In
elongierten Spermatiden war durch die in situ Hybridisierungen jedoch kein spezi-

fisches Transkript detektierbar. Aufterdem zeigten nicht alle Hodenkanélchen in den
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Abbildung 5.2: Lokalisation von Tgl0-Transkript im Hoden von Tg10/0-Mannchen. Zum
Nachweis von TgI0 diente in situ Hybridisierung mit einer RNA-Sonde gegen die Sequenz
des Myc-Epitops im Hoden von drei unabhangigen transgenen Tgl0-Linien. Links: Quer-
schnitte durch Hodenkanilchen; VergroBerung aller Fotos links sind identisch; Balken 50
um. Rechts: Gruppe runder Spermatiden; Balken 5 um; a: Tgl0-1016; b: Tgl0-1015, c:
Tgl10-996. Bei der in situ Hybridisierung zur Darstellung des Tgl0-Transkripts im Hoden
von Tgl0/0-Mannchen wurden lediglich etwa die Halfte aller runden Spermatiden innerhalb
eines Hodenkanalchens gefarbt. Die duleren Bereiche der Hodenkanalchen, in dem friihe
prameiotische Entwicklungsstadien der Spermatogonien und Spermatozyten lokalisiert sind,
zeigen keine Expression der Tgl0-Transkripte.
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5.1 Transkriptlokalisation der Smokl1™“-kodierenden Transgene Tg10 und Tg11im Hoden

Abbildung 5.3: Lokalisation von Tgll-Transkript in Tgll/0-Hoden. Zum Nachweis des
Tgl1-Transkripts wurde eine in situ Hybridisierung mit einer Sonde gegen die Sequenz des
Myc-Epitops durchgefiihrt. Links: Querschnitte durch Hodenkanilchen; VergroBerung aller
Fotos links sind identisch; Balken 50 um. Rechts: Gruppe runder Spermatiden; Balken 5
pm; a: Tgll-1066; b: Tgll-1069, c: Tgll-1020. Die in situ Hybridisierung zeigt, dass et-
wa die Halfte aller runden Spermatiden innerhalb eines Hodenkanalchens Tgl1-Transkripte
enthalten. Die duleren Bereiche, in denen frithe prameiotische Entwicklungsstadien der Sper-
matogonien und Spermatozyten lokalisiert sind, sowie die luminalen Bereiche, die elongierte
Spermatiden enthalten, weisen dagegen keine Expression der TglI-Transkripte auf.
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Hoden-Querschnitten Farbung, da verschiedene Querschnitte unterschiedliche Ent-
wicklungsstadien der Spermatozyten und Spermatiden enthalten und lediglich runde
Spermatiden Tg9 ,T¢10 und Tgl1-Transkripte exprimieren.

Die Lokalisation der Transkripte im Hoden entsprechender hemizgot-transgener Tiere
weist darauf hin, dass die Transgene T¢g10 und T¢11, trotz ihrer Unterschiede im 3’

Teil der Sequenz, als Responder wirken konnten.

5.2 Lokalisation des Myc-Smok1™-Proteins im Hoden von
Tg10/0- und Tgll/0-Tieren

5.2.1 Myc-Smok1™-Protein wurde in den Flagellen elongierter Spermatiden
im Hoden von Tg10/0- und Tgl1/0-Tieren detektiert

Um den Zeitpunkt der Translation der Tg10- und Tg11-Transkripte bei der Sperma-
togenese zu ermitteln, wurde Immunfluoreszenzfirbung mit einem Antikorper gegen
das Myc-Epitop von Myc-Smok1™, das durch T¢10 und Tg11 kodiert wird, durchge-
fiihrt. Dazu wurden Schnitte des Hodens von T¢g10/0- und Tg11/0-Méannchen der je-
weils drei transgenen Linien verwendet. Dieses Experiment zeigt, dass Myc-Smok1 ™,
wie in T¢9/0-Méannchen, in Flagellen elongierter Spermatiden im Lumen der Hoden-
kanélchen lokalisiert wird. Die Tatsache, dass das jeweilige Transkript in runden Sper-
matiden, das entsprechende Myc-Smokl1™-Protein jedoch erst in elongierten Sper-
matiden lokalisiert werden konnte, weist darauf hin, dass alle drei Transgene offenbar
posttranskriptionell regulatorischen Mechanismen unterliegen. Die Eigenschaften der
Transgene T¢9, Tg10 und Tg11 bei der Spermatogenese unterscheiden sich qualitativ
nicht voneinander. Da fiir Tq9 bereits gezeigt wurde, dass dieses Responder-Funktion
besitzt, liegt die Vermutung nahe, dass Tg10 und Tg11 ebenfalls als Responder wir-

ken.
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Abbildung 5.4: Nachweis des Myc-Smok1™"-Proteins im Hoden von Tg10/0-Mannchen.
Dazu diente die Immunfluoreszenzfarbung mit einem Antikorper gegen das Myc-Epitop.
Alle Aufnahmen sind identisch vergroBert; Balken 50 pum; a: Tgl0-996; b: Tgl0-1015; c:
Tg10-1016; d: Wildtyp. Im Hoden der drei unterschiedlich transgenen Tg10/0-Mannchen
wurde Fluoreszenz in den Flagellen elongierter Spermatiden im Lumen der Hodenkanalchen
detektiert, die im Hoden von Wildtyp-Mannchen nicht beobachtet wurde. Diese Fluoreszenz
ist folglich spezifisch. Die Fluoreszenz, die die Hodenkanilchen umgibt, ist dagegen sowohl
im Wildtyp-, als auch im Hoden der Tg10/0-Tiere zu erkennen, weshalb diese Fluoreszenz
als Hintergrundfiarbung bewertet wurde. Diese wurde auch bei der Negativkontrolle ohne
Erstantikdrper beobachtet (ohne Abbildung). Myc-Smok1™ wird in Flagellen elongierter
Spermatiden lokalisiert, was auf translationelle Repression des Tg10-Transkripts hinweist.
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m
Abbildung 5.5: Lokalisation von Myc-Smok1™"-Protein im Hoden von Tg11/0-Mannchen.
Dazu wurde eine Immunfluoreszenzfarbung mit einem Antikdrper gegen das Myc-Epitop
durchgefiihrt. Alle Aufnahmen sind identisch vergroRert; Balken 50 um. a: Tgl1-1020; b:
Tgl1-1066; c: Tgll-1069; d: Wildtyp. Im Hoden der Tgl1/0-Mannchen wurden Fluores-
zenzsignale jeweils im Lumen der Hodenkanalchen detektiert, die im Hoden von Wildtyp-
Tieren nicht zu beobachten waren. Die Fluoreszenz, die die Hodenkanalchen umgab, wurde
auch auf Schnitten des Hodens von Wildtyp-Mannchen detektiert, was als Hintergrundfar-
bung, verursacht durch den Sekundarantikdrper, identifiziert wurde (ohne Abbildung). Folg-
lich wurde Myc—SmoleCr in den Flagellen elongierter Spermatiden lokalisiert. Wie Tg9- und
Tgl10-Transkripte, unterliegt Tgl1-Transkript offenbar translationeller Kontrolle, da die Ex-

pression bereits in runden Spermatiden beobachtet, das Transkript jedoch erst in elongierten
Spermatiden detektiert wurde.
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5.3 Untersuchung der Rolle der kodierenden Region fiir die

zellulire Restriktion von Smokl1™"

In diesem experimentellen Ansatz sollte untersucht werden, ob die kodierende Region

im Smok1Te-

Transkript dessen Lokalisation oder translationellen Eigenschaften kon-
trolliert. Dies wurde anhand eines LacZ-Reporter-Transgens in vivo untersucht, das,
anstatt der kodierenden Region fiir Myc-Smok1™™, die fiir die bakterielle Escherichia

coli 3-Galactosidase tragt. Dafiir wurde das Transgen T¢10 so modifiziert, dass ein

I Smok1 ™-Promotor 5'und 3’ untranslatierte Regionen
I kodierende Region von LacZ polyA Smok™'?
I 330bp von Smok1 ™ — Intron

Abbildung 5.6: Schematische Darstellung des Transgens TglOlacZ. Dieses entsprach im
Wesentlichen dem Transgen Tgl0. In diesem Transgen wurde die kodierende Region fiir
Myc-Smok1 ™ zum groRen Teil durch die fiir die bakterielle 3-Galactosidase ersetzt, die
durch das LacZ-Gen kodiert wird. Das Enzym sollte zur Detektion des Proteins im Hoden
und in den Spermien transgener Tiere dienen.

grofer Teil der kodierenden Region fiir Myc-Smok1™ durch die des LacZ-Gens ersetzt
wurde. Die Transgen-kodierte 3-Galactosidase kann mittels enzymatischer Reaktion
von prézipitierenden, farbigen Substraten in situ lokalisiert werden. Von der kodie-
renden Region von Smok1™*" von 1,8 kb Linge wurden 1,5 kb durch das LacZ-Gen
ersetzt (Abb 5.6). Durch Vorkerninjektion wurden transgene Mauslinien generiert,
die mittels in situ Hybridisierung und Immunfarbungen, beziehungsweise enzymati-
schen Farbereaktionen, auf Transkriptexpression und Proteinlokalisation untersucht

wurden.
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5.3.1 LacZ-Transkripte sind in etwa der Halfte der runden Spermatiden

lokalisiert

Zur Detektion des Tg10lacZ-Transkripts im Hoden von T¢10lacZ/0-Ménnchen wur-
de eine in situ Hybridisierung mit einer RNA-Sonde gegen einen Teil der kodierenden
Region des LacZ-Gens durchgefiihrt. Diese zeigte Farbung runder Spermatiden in der
mittleren Region der Hodenkanélchen, in der sich die runden Spermatiden befinden.
Die dufseren Bereiche waren dagegen ungefirbt. Dies weist auf Transkription in run-
den Spermatiden hin.

Auftillig war bei der in situ Hybridisierung die Farbung etwa jeder zweiten haploiden
Zelle im Tg10lacZ/0-Hoden. Die Lokalisation der Transkripte in deutlichen Aggrega-
ten glich der, die zuvor bei 7¢9-, Tg10- und Tg11-hemizygot-transgenen Méannchen
beobachtet wurde. Offensichtlich unterliegt auch das T'g10LacZ-Transkript zelluldrer
Restriktion in runden Spermatiden.

Um die subzellulédre Lokalisation der 3-Galactosidase-kodierenden Transkripte in run-
den Spermatiden néher zu charakterisieren, wurde fluoreszierende in situ Hybridisie-
rung auf 7g10lacZ/0-Hoden-Schnitten durchgefiihrt.

Bei diesen Experimenten wurden Fluoreszenzsignale in perinukledren und nukle-
dren Aggregaten beobachtet, die in runden Spermatiden auch fiir Myc-Smok1 -
kodierende Transkripte detektiert wurden. Deren Lokalisation lief sich nicht von der
der Tg10lacZ-Transkripte im Hoden unterscheiden, was zeigt, dass die zelluldre Re-
striktion des Smok1”“-Transkripts in runden Spermatiden durch die regulatorischen

Elemente, die in Tg10lacZ vorhanden sind, verursacht wird.

5.3.2 Die in Tgl0lacZ kodierte 3-Galactosidase ist im Hoden und in

Spermien undetektierbar

Zum Nachweis der 3-Galactosidase im Hoden der Tg10lacZ-Méannchen wurden ver-
schiedene Enzymsubstrate und Antikorper getestet. Weder durch Inkubation mit X-
Gal noch mit Fluoreszein-Digalaktosid (FDG) gelang die Detektion des Enzyms im
Hoden oder in isolierten Spermien. Auch anhand von Immunférbungen mit kommer-
ziellen (-Galactosidase-Antikorpern konnte das Enzym nicht erfolgreich nachgewie-
sen werden. Moglicherweise ist das Tg¢I0lacZ-Transkript nicht stabil und wird im
Laufe der Spermiogenese abgebaut, so dass keine oder nur sehr geringe Mengen an

(-Galactosidase gebildet werden, die fiir eine spezifische Detektion nicht ausreichen.
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Abbildung 5.7: In situ Hybridisierung mit einer Sonde gegen die kodierende Region des
LacZ-Gens zur Darstellung der Tgl0lacZ-Transkripte im Hoden von Tgl0lacZ/0-Mannchen.
Links: Querschnitte durch Hodenkanilchen; Vergrosserung aller Fotos links sind identisch;
Balken 50 um. Rechts: Gruppe runder Spermatiden; Balken 5um; a: Wildtyp-Hoden; b:
Tg10lacZ/0. Die in situ Hybridisierung zeigt, dass Tgl0OlacZ-Transkript in runden Sperma-
tiden schwach exprimiert wird. Die duleren Bereiche der Hodenkanilchen, in denen friihe
prameiotische Entwicklungsstadien der Spermatogonien und Spermatozyten lokalisiert sind,
sowie die luminalen Bereiche, die elongierte Spermatiden enthalten, weisen keine Expression
des TglOlacZ-Transkripts auf. Die Verteilung des Transkripts beschrankt sich auf etwa die

Hilfte runder Spermatiden und ist, wie auch Smok1 "~ und SmokI-Transkripte, in deutli-
chen RNA-Aggregaten lokalisiert.
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Abbildung 5.8: Subzelluldre Lokalisation von TglOlacZ-Transkripten in runden Spermati-
den. a: in situ Hybridisierung mit einer RNA-Sonde gegen die kodierende Region von LacZ
im Hoden von Wildtyp-Mannchen; b: in situ Hybridisierung mit einer RNA-Sonde gegen die
kodierende Region von LacZ im Hoden von TglOlacZ/0-Mannchen. Rot: LacZ-Transkript,
blau: Kernfarbung (DAPI); links: Querschnitt durch ein Hodenkandlchen; Balken 50um;
rechts: runde Spermatiden; Balken 5um. LacZ-Transkript war in haploiden runden Sper-
matiden, nicht aber in diploiden Spermatozyten oder elongierten Spermatiden detektierbar.

Etwa die Hailfte aller runden Spermatiden exprimieren LacZ-Transkripte und lokalisieren
diese in nukledren und perinukledren Aggregaten.
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5.4 Funktionstests der Transgenen Tg9, Tgl10 und Tgll als

Responder

5.4.1 Vererbungstest der hemizygoten Smok1™

Tgl1l mit Distortern im BTBR/TF-Hintergrund

-Transgene Tg9, Tg10 und

Die Hohe der Transmission des t-Haplotyps ist abhéngig vom genetischen Hinter-
grund, wobei im BTBR/TF-Mausstamm die hochsten Vererbungsraten beobachtet
wurden [23]. Aus diesem Grund wurden die jeweiligen transgenen Linien, die tiber
Transgen-Injektion in C57Bl/6-Zygoten generiert worden waren, iiber 4 Generationen
mit BTBR/TF-Méusen gekreuzt. Diese wurden anschlieffend mit M&usen verpaart,
die den partiellen t-Haplotyp #**/¢"'8 trugen, der die Distorter loci 1, 2 und 4 enthiilt.
Minnliche Nachkommen dieser Verpaarungen des Genotyps Tg/0; t"1¢18 /4 die hier
als Tester-Mannchen bezeichnet werden, wurden mit NMRI-Weibchen verpaart und
deren Nachkommen auf die Vererbungsrate des jeweiligen Transgens getestet (Tabelle
5.1).

Um einen Anhaltspunkt fiir die Stérke des Responder-Effekts eines Smok1- kodie-
renden Transgens im Zusammenspiel mit dem partiellen ¢-Haplotyp #*°/#"/¢ zu bekom-
men, wurde das bereits zuvor charakterisierte Transgen T¢g9 (personliche Mitteilung
Bernhard G. Herrmann) anhand einer neu generierten Linie auf Responder-Funktion
gepriift. Dazu diente die Linie T'¢9-987, von der nach der Einkreuzung des partiellen
t-Haplotyps #"1¢"18 drei Minnchen des Genotyps Tq9/0; t"*1#"18 /1 als Tester-Tiere
verwendet wurden. Das Transgen wurde an 143 der 182 Nachkommen dieser Tiere
weitervererbt, was einer Rate von 76,6 % entspricht. Die Responder-Funktion von
Tg9 konnte folglich durch diese Versuche erneut bestétigt werden.

Fiir das Transgen Tg10 wurde die Linie Tg10-1016 fiir die Tests verwendet, da deren
Immunfluoreszenzsignal zum Nachweis von Myc-Smok1™-Protein von den drei zur
Verfiigung stehenden Linien am stérksten war. Drei Ménnchen des Genotyps Tg10/0;
th51¢h18 /4 wurden auf bevorzugte Vererbung des Transgens iiberpriift, indem insge-
samt 341 Nachkommen genotypisiert wurden. Von diesen wurden 256 positiv auf Tg10
getestet (74,8 %), wihrend die anderen das Transgen nicht besafen. Dies bedeutet,
dass Tgl10 in Anwesenheit mehrerer Distorter-Loci die nicht-mendelsche Vererbung
des Transgens verursacht und als Responder funktioniert.

Zur Uberpriifung der Funktion von T¢11 als Responder diente die Linie Tg11-1020.
Minnchen des Genotyps Tg11/0; t"*#"¢ /+ wurden ebenfalls auf bevorzugte Verer-
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bung des Transgens getestet. Von den insgesamt 152 Nachkommen dieser Mannchen
wiesen 109 das Transgen auf. Bei diesen Versuchen wurde eine Vererbungsrate von
71,1 % beobachtet, die die Responder-Funktion von Tg¢11 belegt. Folglich sind alle
drei Transgene T¢9, Tg10 und Tg11 als Responder funktionell, obwohl sich diese
in ihrer 3’'UTR unterscheiden. Dies bedeutet, dass die Modifikationen in der 3’UTR
nicht die zelluléire Restriktion von Smok1™" bei der Spermatogenese und auch nicht

die Funktion der Transgene als Responder beeinflussen.

Tabelle 5.1: Vererbungstest transgener Linien mit Distortern. Tg: Transgene Nach-
kommen, Wt: Wildtyp, Gesamt: Gesamtzahl der Nachkommen, Tg (%): Transgene Nach-
kommen in Prozent, p-Wert: Signifikanz der Abweichung von 50 %

Genotyp Tester Tg Wit Gesamt  Tg (%) p-Wert
T99/0; 3 143 39 182 76,6 % 1,27e-14
ho1h18 /|

Tg10/0; 4 256 85 341 74,8 % 2,04e-20
ho1gh1s /s

Tg11/0; 3 109 43 152 71,1 % 8,64e-08
(ho1h1s /s

5.4.2 Vererbungstest der hemizygoten Smok1™-Transgene Tg9, 10 und 11
auf BTBR/TF -Wildtyp-Hintergrund

Um zu testen, zu welcher Rate die jeweiligen transgenen Mannchen das Transgen
ohne die Distorter vererben, wurden 7¢9/0-, Tg10/0- und Tg11/0-Ménnchen mit
NMRI-Weibchen verpaart (Tabelle 5.2). 141 von 254 getesteten Nachkommen von
Tg9/0-Méannchen wiesen das Transgen auf. Dies entspricht einer Transmissionsrate
von 55,5 %.

Drei Ménnchen der Linie Tg10-1016 des Genotyps Tg10/0 vererbten das Transgen
an 137 von 280 getesteten Nachkommen (49,1 %).

Bei den Tests der Linie 7'g11-1020 dagegen wurden 156 von 235 Nachkommen von
drei Tg11/0-Méannchen positiv auf das Transgen getestet. Hierbei war jedoch auffél-
lig, dass zwei Méannchen eine Vererbungsrate von 75 %, bzw. 75,3 % eines dagegen nur
53,2 % aufwiesen. Dies bedeutet, dass Tg11/0 Méannchen der Linie Tg11-1020 das

Transgen zu durchschnittlich 66,4 % transmittieren, was eine signifikante Abweichung
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von der mendelschen Vererbungsrate von 50 % darstellt. Bei den Vererbungstests he-
mizygot transgener Ménnchen der Linien T¢9-987 und Tg10-1016 Linien dagegen
konnte keine signifikante Abweichung der mendelschen Vererbung nachgewiesen wer-
den.

Tabelle 5.2: Vererbungstest transgener Linien auf Wildtyp-Hintergrund. Tg: Transge-

ne Nachkommen, Wt: Wildtyp, Gesamt: Gesamtzahl der Nachkommen, Tg (%): Transgene
Nachkommen in Prozent, p-Wert: Signifikanz der Abweichung von 50 %

Genotyp Tiere Tg Wi Gesamt  Tg (%) p-Wert
Tg9/0 3 141 113 254 55,5% 0,0789
Tg10/0 3 137 143 280 49,1% 0,720
Tg11/0 3 156 79 235 66,4% 5,10e-07

5.5 Einfluss der 3'UTR auf die Translation von Smokl1™"

5.5.1 Quantifizierung der Myc-Smok1™- und Smok1™-Transkriptmengen
im Hoden von Tg9/0-, Tg10/0- und Tgl1/0-Mannchen

Anhand der im Folgenden beschriebenen Experimente wurde untersucht, ob unter-

17" im Hoden von Minnchen der Linien

schiedliche Mengen des Proteins Myc-Smok
T¢9-987, Tq10-1016 und Tg11-1020 gemessen werden kénnen. Da Myc-Smok1™ im
Gesamtproteinextrakt des Hodens entsprechender transgener Tiere durch Western
Blot nicht nachweisbar war (ohne Abbildung), war es notwendig, eine andere semi-
quantitative Methode zur Messung der Proteinmenge im Hoden zu verwenden. Zur
Auswertung dienten die Immunfluoreszenzsignale in den Flagellen elongierter Sper-
matiden in den Hodenkanélchen. Dafiir war zuvor eine Immunfluoreszenzfarbung ge-

17" auf Gewebeschnitten unter identischen Bedin-

gen das Myc-Epitop in Myc-Smok
gungen durchgefiihrt worden, die anschlieffend im Fluoreszenzmikroskop fotografiert
wurde.

Auf den Fotos wurden einzelne Hodenkanéilchen dokumentiert, die im Lumen meh-
rere Fluoreszenzsignale enthielten, die in einzelnen Flagellen elongierter Spermatiden
lagen. In gefdarbten Schnitten der Tg11/0-Hoden waren diese einzelnen Fluoreszenz-
punkte deutlich stérker als in 7¢9/0 oder in Tg10/0 Hoden (Abb. 5.9).

Um eine Quantifizierung der Intensitat der einzelnen Fluoreszenzsignale in den ein-
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zelnen Flagellen durchzufiihren, wurden pro Tier 10 Aufnahmen von gefarbten Ho-
denkanélchen erstellt, die iiber die Software ImageJ ausgewertet wurden.

Fiir die Messung der Fluoreszenz einzelner Flagellen als Einzelwerte musste eine ma-
nuelle Hintergrundkorrektur der Fluoreszenz im Lumen durchgefiihrt werden (gel-
ber Kasten in Abb. 5.10 oben links und rechts). Dies bedeutet, dass im Bild ein
Fluoreszenz-Schwellenwert manuell gewdhlt wurde, ab dem diese Signale als einzel-
ne Messpunkte definiert werden konnten (Abb. 5.10. roter Strich). Pro Bild ergaben
sich dadurch, je nach Grofse des Lumens, bis zu etwa 150 Einzelwerte fiir die Fluo-
reszenz innerhalb der Flagellen. Die manuelle Hintergrundkorrektur wurde dabei fiir
alle Aufnahmen bei einem identischen Wert durchgefiihrt. Bei der Auswertung der
Aufnahmen der Fluoreszenzsignale innerhalb der Hodenkanélchen wurden damit fiir
Tg9 429 | fir Tg10 809 und fiir Tg11 1419 Messpunkte erhalten, anhand derer eine
Tabelle erstellt werden konnte, um die Verteilung der Intensitatswerte zu analysieren
(ohne Abbildung). Anschlieftend wurde die Verteilung der Messwerte in den einzelnen
transgenen Linien graphisch dargestellt (Abb 5.10 unten), die als Maf dafiir dient,
wieviel Myc-Smok1™ in den einzelnen Flagellen im Hoden von T¢9/0-, Tg10/0- und
Tg11/0-Tieren gebildet wird (Abb. 5.11.a).

Die Linie T'q11-1020 wies eine hohere Signalintensitéts-Verteilung im Vergleich zu
Tg10-1016 auf (Abb. 5.10 und 5.11.a). Dies wurde anhand eines Wilcoxon-Tests auf
Signifikanz iiberpriift [95]. Dieser Test dient dazu, zu iiberpriifen, ob die Signale der
Flagellen im Hoden der Mannchen der Linien T¢11-1020 und Tg10-1016 zu einer
identischen oder zwei unterschiedlichen Populationen angehoéren. Der Wert des Tests
beim Vergleich der beiden Verteilungen war 2,221071¢, was zeigte, dass die Wer-
te in T'q10-1016- und in Tg11-1020-Tieren signifikant unterschiedlich waren. Dies
bedeutet, dass in den Flagellen der Spermien von Tg¢11-1020-Ménnchen mehr Myc-
Smok1™" vorliegt als in denen der Tg10-1016-Méannchen. Der Vergleich der Signal-
verteilung von Tg11-1020 mit der der Linie Tg¢9-987 wurde nicht auf Signifikanz
untersucht. Die erhdhte Menge an Myc-Smok1™ der Linie Tg11-1020 innerhalb der
Flagellen korreliert mit der bevorzugten Transmission des Transgens Tg11 in Tg11/0-

Méannchen.
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Abbildung 5.9: Vergleich der Immunfluoreszenz-Signalintensititen von Smok1™" im Ho-
den hemizygot transgener Linien; a: Tg9-987; b: Tgl0-1016; c: Tg11-1020; Balken: 50 pm.
Alle Aufnahmen sind reprasentative Aufnahmen der jeweiligen Linie und unter identischen
Bedingungen fotografiert worden. Die Gewebe wurden identisch behandelt und gleichzeitig
mittels Myc-spezifischer Immunfluoreszenz gefarbt. Tg11-1020 zeigte die stirksten Fluores-
zenzsignale innerhalb der Hodenkanalchen.

Um zu untersuchen, ob die hohere Menge an Myc-Smok1™ im Hoden von Tg11/0-
Tieren im Vergleich zu Tg10/0 und T¢9/0- Tieren darauf beruht, dass moglicherweise
mehr Transkript vorliegt, was durch Integrations- und Positionseffekte des Transgens
verursacht werden konnte, wurden die Transkriptmengen in diesen Tieren verglichen.
Zu diesem Zweck wurden Gesamt-RNA-Extrakte aus dem Hoden der Méannchen der
transgenen Linien 7¢9-987, Tgl10-1016 und Tg11-1020 mittels quantitativer PCR
analysiert (Abb. 5.11.b). Bei diesem Experiment wurden im Hoden der Tg10-1016-
und Tg11-1020-Ménnchen ungefahr vergleichbare Mengen Transkript gemessen, im
Hoden von Méannchen der Linie T'99-987 dagegen etwas weniger.

In Bezug gesetzt auf die Ergebnisse der Quantifizierung des Proteins im Hoden der
transgenen Tiere bedeutet dies, dass das Tg¢I1-Transkript wahrscheinlich effizienter
translatiert wird als das T'g10-Transkript (Abb. 5.11.a und b), da im Hoden der Linie
Tg11-1020 mehr Protein gebildet wird als in der Linie T'g10-1016.

Da im Hoden der Linie T¢9-987 weniger Transkript vorliegt als in T¢g11-1020 und
auch weniger Protein gemessen wurde, kann hier keine Aussage iiber die Translati-
onseffizienz von Tg¢11 im Vergleich zu Tg9 getroffen werden.

Allerdings wird deutlich, dass im Hoden der Linie 7¢9-987 mehr Protein gebildet
wird, als in Tg10-1016, obwohl in T¢9-987-Mannchen weniger Transkript exprimiert
wird. Folglich wird T¢9-Transkript wahrscheinlich effizienter translatiert als T'g10-
mRNA.
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Abbildung 5.10: Verteilung der Immunfluoreszenzsignal-Intensitaten auf die Flagellen elon-
gierter Spermatiden in Tg9/0-, Tgl0/0- und Tgll/0-Hoden. oben links: Beispiel fiir eine
Immunfluoreszenzaufnahme, von der die Fluoreszenz im Lumen (gelber Kasten) der Hoden-
kanilchen gemessen wurde; oben rechts: Dreidimensionale Darstellung des Immunfluores-
zenzsignals iiber die Flache des Lumens verteilt (gelber Kasten links, gelber Rahmen rechts).
Zur Korrektur des Hintergrunds und zur Messung der Einzelsignale der Flagellen, wurde bei
30 von 255 Intensitatswerten (Grauwerte) der manuelle Schwellenwert definiert (rote Linie in
der Abbildung oben rechts). Oberhalb dieses Wertes wurde die durchschnittliche Intensitat
(Grauwert) eines Signals als ein Messwert erhalten. Die Intensitatsverteilung der Messwerte
wurde anhand eines Diagramms dargestellt (Abb. 5.10. unten) y-Achse: absolute Anzahl an
Messpunkten; x-Achse: Intensitdt (Grauwert) der Signalstarke eines Messpunkts. Hellblau:
Verteilung der Signalintensitaten der Linie Tg9-987, Mittelwert: 37,49; dunkelblau: Vertei-
lung der Signalintensitaten der Linie Tg10-1016, Mittelwert: 35,39; magenta: Verteilung der
Signalintensitaten der Linie Tg11-1020, Mittelwert: 38,49. Das Maximum der Signalinten-
sitdtsverteilung der Messpunkte innerhalb der Hodenkanilchen war bei Tgll signifikant zu
hoheren Helligkeitswerten verschoben als in Tg9- und Tgl0-Linien. Auch die Verteilungen
der Fluoreszenzsignale in Tg9- und Tgl0-Hoden unterschieden sich.
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Abbildung 5.11: Vergleich der Menge an Smok1™"-Protein und der Transkriptmengen im
Hoden der transgenen Linien Tg9-987, Tg10-1016 und Tg11-1020. a: Myc-Smok1™"-Protein
im Hoden der transgenen Linien. y-Achse: Intensitdt (Grauwerte) Rote Linie: Schwellenwert:
30, x-Achse: Name der Linien. b: Smok1™"-kodierende Transkripte im Hoden der transgenen
Tiere. y-Achse: relative Transkriptmenge, x-Achse: Name der Linien. Die Quantifizierung
der Transkripte weist auf etwa vergleichbare Transkriptmengen in Tg10-1016- und Tgll-
1020-Mannchen hin. Obwohl im Vergleich zur Linie Tgl0-1016 in Tgll-1020 signifikant
mehr Protein gemessen wurde (persdnliche Mitteilung Martin Werber, verwendeter Test:
Wilcoxon-Test) [95], korreliert die Expressionshohe des Tgll-Transkripts im Hoden nicht
damit. Daher scheint die Translation des Tgll-Transkripts effizienter zu sein als die der

Tg10-mRNA.
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Diskussion

Der t-Haplotyp, eine variante Form des Chromosoms 17 in der Maus, wird von he-
terozygoten Méannchen (¢/+) bevorzugt an die Nachkommen vererbt. Der ¢-Haplotyp
enthélt Distorter, die die Wildtyp-Spermien dieser Méannchen beeintréachtigen. Da-
gegen sind die Spermien, die den ¢-Haplotyp tragen, durch den Responder, der aus-
schlieklich in cis wirkt, vor der Wirkung der Distorter geschiitzt [62][63][65].

Die selektive, protektive Wirkung des Responders legt die Vermutung nahe, dass die
Produkte des Responder-Gens Smok1™®" auf die t-Spermien beschrinkt bleiben [29].
Dies widerspricht jedoch der bislang giiltigen Regel, dass Spermien zwar genotypisch
unterschiedlich, jedoch phénotypisch identisch sind [8]. Dies wird bei der Spermato-
genese durch den Austausch von Genprodukten zwischen den meiotischen Partnern
tiber interzellulére Briicken erreicht [90].

In dieser Arbeit wurde untersucht, wie der aufergewdhnliche Mechanismus der spezi-
fischen Wirkung des Responders auf die t-Spermien molekular zustande kommt. Zur
Beantwortung dieser Frage wurden die Eigenschaften des Responder-Gens Smok1™"
anhand von hemizygot transgenen Tieren charakterisiert. Die Untersuchung auf die
Lokalisation des Transkripts im Hoden zeigte, dass dieses postmeiotisch in runden
Spermatiden exprimiert wird. Uberdies wurde seine Restriktion auf ungefihr die
Hilfte der haploiden Zellen deutlich. Smok1™-Protein wurde in Flagellen elongier-
ter Spermatiden im Hoden der transgenen Tiere nachgewiesen. Dies bedeutet, dass
die Translation ungefdhr 10 Tage nach der Transkription stattfindet. Es wird also
eine Verzogerung zwischen der Transkriptexpression und der Translation beobachtet,
die durch posttranskriptionelle, regulatorische Mechanismen verursacht wird. Zur ex-
perimentellen Uberpriifung, ob die Genprodukte von Smok1™® bis zum Ende der
Spermatogenese auf einen Teil der Spermien beschrankt bleiben, wurde mit Hilfe

von elektronenmikroskopischen Techniken die Verteilung des Proteins auf Sperma-
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tozoen im Nebenhoden von hemizygot transgenen Tieren untersucht. Hierbei wurde

1T _Protein enthélt, withrend

deutlich, dass ein Teil der Spermienpopulation Smok
in den iibrigen Spermatozoen keine signifikanten Signale detektierbar waren. Dieser
Versuch bestétigt die Hypothese, dass die spezifische Wirkung des Responders auf
t-Spermien, und damit die nicht-mendelsche Vererbung des ¢-Haplotyps, durch die
Restriktion von Smok1™ auf eine Spermienpopulation verursacht wird.

Der Mechanismus, der dieser Besonderheit zugrunde liegt, beruht wahrscheinlich auf
den Eigenschaften des Transkripts. Dieses wird offenbar translationell reprimiert bis
die haploiden Zellen voneinander isoliert vorliegen und ein Austausch des Proteins
nicht mehr moglich ist. Daher scheinen cis-regulatorische Elemente der mRNA die

1 Ter

Restriktion von Smok zu verursachen.

17" gilt oder auch

Die Frage, ob dieser Mechanismus nur fiir das mutierte Gen Smok
fiir das Wildtyp-Gen Smokl zutrifft, wurde im transgenen Mausmodell analysiert.
Dabei wurde deutlich, dass das Smok1-Transkript in runden Spermatiden exprimiert
wird und auf etwa die Hélfte der haploiden Zellen beschréinkt bleibt. Smokil-mRNA

17"-mRNA, translationeller Repression zu unterliegen. Dies weist

scheint, wie Smok
darauf hin, dass die Expression und posttranskriptionelle Regulation von Smok! und
Smok1™ im Hoden sich qualitativ nicht voneinander unterscheiden. Dies legt die

Vermutung nahe, dass das Wildtyp-Gen Smok! in cis wirkt.

6.1 t/+-Mannchen bilden zwei molekular unterschiedliche

Spermienpopulationen

6.1.1 Smok1™-Transkript ist haploidspezifisch exprimiert

Ein Modell zur Erklarung der Responder-Wirkung in cis postuliert die postmeioti-
sche Transkription und die anschlieffende zelluldre Restriktion der Genprodukte von
Smok1™" innerhalb einer Spermienpopulation. Dies bedeutet, dass das Transkript
und das Protein auf die haploiden Zellen beschrénkt bleiben, die das Gen dafiir tra-
gen [201[113.

Da bei der Spermatogenese Produkte zwischen haploiden Tochterzellen in der Regel
ausgetauscht werden, muss das Transkript oder das Protein besondere Bedingungen
erfilllen, um den interzelluldren Transportmechanismen zu entgehen [§]. Mogliche

1 Ter

Mechanismen fiir diese zelluldre Restriktion wurden anhand des Smok1”“-Transgens

Tqg9 charakterisiert.
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6.1 t/+-Mannchen bilden zwei molekular unterschiedliche Spermienpopulationen

Um die Restriktion der Genprodukte zu untersuchen und den Mechanismus zu cha-

17" nutzt, um den Austauschprozessen zu entgehen, wurde

rakterisieren, den Smok
die Verteilung des Transkripts im Hoden iiber in situ Hybridisierung dargestellt. Bei
diesem Experiment wird deutlich, dass die Transkriptexpression in den Zellen be-
ginnt, die die Meiose bereits vollendet haben. Mit der postmeiotischen Expression
des Smok1™-Transkripts wird die erste Voraussetzung fiir die zelluldre Restriktion
erfiillt.

Aufserdem wurde der zentrale Aspekt des Modells, die zelluldre Restriktion der Gen-
produkte auf haploide Zellen, auf Transkriptebene bestéatigt: Die in situ Hybridisie-
rung zur Detektion des T¢9-Transkripts im Hoden der T¢9/0-Ménnchen zeigt, dass
der Anteil der Tg9 exprimierenden Zellen etwa die Halfte aller Zellen dieses Dif-

1 Ter

ferenzierungsstadiums darstellt. Die Smok1”“-Transkripte beschrianken sich folglich

auf einen Teil der Population runder Spermatiden. Dies zeigt, dass das Smok1?*-
Transkript besondere Eigenschaften besitzt, um dem interzelluldren Transport in run-
den Spermatiden zu entgehen.

Jedoch stellen diese Zellen ein Differenzierungsstadium dar, das noch tiefgreifende
morphologische Verdnderungen durchlduft bis daraus Spermatozoen entstehen [80].
Dieser Prozess bendtigt etwa weitere zwei Wochen, in denen ein andauernder Pro-
duktaustausch iiber zytoplasmatische Verbindungen zwischen den Zellen stattfindet.
Damit die zelluldre Restriktion von Smok1”®" im Laufe der Spermiogenese beibehal-
ten wird, miissen entweder das Transkript oder das Protein Eigenschaften besitzen,
die ihren Austausch verhindern.

In elongierten Spermatiden wurde kein Transkript detektiert. Aus diesem Grund kann

nicht beurteilt werden, ob dieses auf die haploiden Spermatiden beschrénkt bleibt,

die das Gen tragen.

6.1.2 Smok1™-Transkripte unterliegen translationeller Kontrolle

1T _Protein in den Flagel-

Anhand von Immunfluoreszenzfirbung wurde das Smok
len elongierter Spermatiden im Hoden Smok1”“-transgener Tiere lokalisiert. Dies
verdeutlicht, dass das Transkript erst etwa eineinhalb Wochen nach Beginn der Tran-
skription kurz vor Ende der Spermatogenese translatiert und posttranskriptionell
reguliert wird. Translationelle Kontrolle gilt als ein weit verbreitetes Phénomen bei
der Spermatogenese, das gewéhrleistet, dass Transkripte zu einem definierten Zeit-

punkt fiir die Translation bereit stehen [47]. Auf diese Weise wird der Effekt des
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globalen Transkriptionsstopps im Laufe der Umstrukturierung und Kompaktierung
des Zellkerns in elongierten Spermatiden ausgeglichen [42].

Gewdhnlich wird translationelle Kontrolle bei der Spermatogenese durch die Inter-
aktion von in trans wirkenden Faktoren mit cis-regulatorischen Elementen der mR-
NA gesteuert. Ein Beispiel hierfiir ist die Bindung von RNA-bindenden Proteinen
(RBPs), die den Zeitpunkt der Translation und den Metabolismus der mRNA re-
gulieren, an spezifische Erkennungsstellen im Transkript [71][56]. Posttranslationelle
Modifikationen der RBPs, zum Beispiel die Phosphorylierung der Proteine, verdndern
deren Affinitdt zum Transkript und initiieren so die Translation der zuvor gebunde-
nen mRNA [33][54]. Charakteristisch fiir diesen Mechanismus ist meist die Ausbildung
von grofen, zytoplasmatischen RNA-Protein-Komplexen, den Ribonukleoproteinpar-
tikeln (RNPs).

In somatischen Zellen sind entsprechende Strukturen auch als Processing-Bodies (P-
Bodies) bekannt, die Orte fiir den zellularen RNA-Metabolismus darstellen [2][8T][15].
Je nach dem, in welchem molekularen Kontext das Transkript vorliegt, entscheidet
sich in P-Bodies, ob mRNA abgebaut oder reprimiert wird [5]. In Keimzellen dagegen
kommt neben den RNPs eine P-Body-ahnliche Struktur in Form des Chromatoid Body
vor [T7]. Dieser enthélt, wie die P-Bodies, unter anderem Enzyme fiir den mRNA-
Metabolismus [49]. Der Chromatoid Body steht im Austausch mit den RNPs, die
wiederum intra- und interzellular transportiert werden kénnen [90].

Jedoch sind die Kriterien, nach denen RNPs vom Chromatoid Body abgel6st und
transportiert werden, unbekannt. Elemente in der RNA koénnten die Bindung be-
stimmter RBPs verursachen, die entscheiden, ob ein RNA-Protein-Komplex intra-
oder interzellular transportiert wird.

Das T¢g9-Transkript, das iiber die in situ Hybridisierung in runden Spermatiden dar-
gestellt wurde, liegt ebenfalls in Aggregaten vor, die RNPs darstellen konnten. Mog-
licherweise binden RBPs das Smok1T-Transkript, lokalisieren dieses in RNPs und
beeinflussen dadurch seinen intrazelluldren Transport. Auf diese Weise konnte das
Smok1Te-Transkript den Austauschvorgéngen zwischen den Zellen entgehen. Uber
die Kontrolle des Translationsbeginns in spéten elongierten Spermatiden wird wahr-
scheinlich zusétzlich gewéahrleistet, dass das Protein erst in bereits isolierten Zellen
gebildet wird. Folglich kénnten cis-regulatorische Elemente von Smok1™®" die zellulire

Restriktion und translationelle Kontrolle des Transkripts verursachen.
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6.1.3 Smok1™-Protein bleibt auf eine Population von Spermatozoen

beschrankt

Beim Vergleich der Transkript- und der Proteinlokalisation im Hoden hemizygot
Smok1T-transgener Tiere wurde deutlich, dass die mRNA in runden Spermatiden
exprimiert wird und auf einen Teil dieser Zellen beschrénkt bleibt. Das Protein wurde
jedoch erst in den Flagellen elongierter Spermatiden nachgewiesen, obwohl in diesen
Zellen kein Transkript detektiert werden konnte. Daher bleiben folgende Fragen offen:

1 Ter

- Warum kann das Smok1”“-Transkript in elongierten Spermatiden nicht detektiert

werden, obwohl das Protein erst in diesem Differenzierungsstadium translatiert wird?
- Unterliegt das Transkript in elongierten Spermatiden zelluldrer Restriktion?

Ersteres lasst sich durch die geringe Sensitivitat der verwendeten Methode erkléren.

Bei der in situ Hybridisierung zur Detektion von CatSper’-mRNA im Hoden konn-
te diese nicht in elongierten Spermatiden dargestellt werden, obwohl das Transkript
dort vorhanden ist [24]. Diese Beobachtung weist darauf hin, dass diese Methode eine
Detektionsgrenze besitzt, die wahrscheinlich auch bei der in situ Hybridisierung zur
Darstellung des T'g9-Transkripts unterschritten wird. Dennoch war das Transkript in
runden Spermatiden deutlich detektierbar. Dies konnte bedeuten, dass das Smok17"-
Transkript im Uberschuss exprimiert und anschliefend teilweise degradiert wird, da
nur eine gewisse Menge der mRNA fiir die Translation benttigt und daher stabilisiert
wird.
Letztere Frage nach der Restriktion des Transkripts in elongierten Spermatiden kann
lediglich indirekt beantwortet werden, indem die Verteilung des Proteins in Sperma-
tozoen untersucht wird. Diese wurde anhand der Immunogoldsignale in Spermien auf
Ultradiinnschnitten des Nebenhodens der 7¢9/0-Ménnchen quantifiziert.

17" _Protein auf einen Teil

Das Experiment bestétigt, dass eine Restriktion von Smok
der Spermien vorliegt. Die Population, die deutlich positive Signale fiir das Protein
zeigt, belauft sich statistisch auf 33,3 %. Dies bedeutet, dass eine Transgen-spezifische
Population vorliegt, die das Smok1™-Protein enthilt.

Da 50 % der Spermatozoen in T¢9/0-Tieren das Transgen Tg9 tragen, missten al-
lerdings erwartungsgeméf 50 % der Spermien das Protein enthalten. Die beobachtete

Abweichung von 50 % kann dadurch erklart werden, dass die Signalstirke der Im-

123



Kapitel 6 Diskussion

munogoldmarkierung in einigen Féllen nicht deutlich iiber dem Hintergrund liegt.
Dies konnte auf der niedrigen Konzentration des Proteins in Spermatozoen beruhen.
Auch die Einbettung des Gewebes in Harz fiir die Herstellung von Ultradiinnschnit-

ten konnte dafiir verantwortlich sein, dass die Markierung von Smok1™

-positiven
Spermien in einigen Féllen statistisch nicht signifikant {iber dem Hintergrund liegt.
Moéglicherweise wurde das Epitop nach dieser Behandlung des Gewebes vom Antikor-
per mit verringerter Affinitdt gebunden, was zu einer verringerten Signalstérke fiihrt.
Mit den oben diskutierten Versuchen wird die Hypothese bestétigt, dass die Gen-

17" sich nicht gleichmifig auf alle Spermien von heterozygoten

produkte von Smok
t-Haplotyp-Méannchen verteilen. Dadurch kénnten phénotypisch ungleiche Spermato-
zoen gebildet werden, die sich in ihrer Motilitdt unterscheiden. Hochstwahrscheinlich

1T _Protein, das die durch die Distorter verursachte ver-

tragen ¢-Spermien das Smok
ringerte Beweglichkeit der Flagellen normalisiert und die bevorzugte Vererbung des

t-Haplotyps bewirkt.

6.2 Mechanismen der zelluliren Restriktion von Smok1™"

17" gellulirer

Anhand der oben diskutierten Experimente wurde gezeigt, dass Smok
Restriktion unterliegt. Hochstwahrscheinlich wird dies dadurch verursacht, dass das
Transkript translationell kontrolliert, lokalisiert und dadurch vor dem Transport in
die Nachbarzellen geschiitzt wird. Um den Mechanismus zu identifizieren, der dazu
fithrt, wurden die 5’ und 3’ untranslatierten Regionen des Smokl’“-Gens auf cis-

regulatorische Elemente untersucht.

6.2.1 Die 5’UTR von Smok1™ verursacht translationelle Repression

Im Hoden wird translationelle Kontrolle normalerweise durch untranslatierte Regio-
nen vermittelt, die in Hoden-spezifischen Transkripten héufig aukergewohnlich lang
sind [48]. Das Smok1”™-Transkript besitzt eine 5 untranslatierte Region von 870
Basen Lénge, die wahrscheinlich cis-regulatorische Elemente enthélt. Diese kénnten,
zum Beispiel {iber die Bindung von RNA-Bindeproteinen, zur posttranskriptionellen
Regulation der mRNA fiihren.

Anhand von Zellkulturexperimenten wurde die 5’"UTR des Transkripts als Region
identifiziert, die translationelle Kontrolle und Lokalisation des Smok1”*"-Transkripts

i vivo regulieren kann. Diese Versuche zeigen, dass alle Zellen, die Reportertran-
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17°" enthalten, sehr geringe Mengen

skripte exprimieren, welche die 5’UTR von Smok
an entsprechendem Protein bilden. In diesen Zellen sind die Transkripte jedoch stabil,

was auf translationelle Repression der mRNA durch die 5’UTR hinweist.

6.2.2 Cis-regulatorische Elemente in der 5’'UTR

Im Rahmen dieser Arbeit wurde bei der Suche nach cis-regulatorischen Motiven
anhand der Sequenz der 5’'UTR von Smok1”* unter anderem ein Bruno Response
FElement (BRE) identifiziert.

Bruno ist ein RNA-Bindeprotein, das urspriinglich in Drosophila melanogaster be-
schrieben wurde. Es bindet die 3'UTR des oskar-Transkripts am BRE. Dadurch lo-
kalisiert es die mRNA und kontrolliert den Zeitpunkt seiner Translation, und damit
die korrekte Bildung des Abdomens und der Keimbahn in Drosophila-Embryonen.
Bruno-RNA-Bindeproteine kontrollieren auch in Sdugetieren die Translation von Ziel-
transkripten.

Cugbp1, das zur Familie der Bruno-Gene gehort, wird in Spermatogonien und runden
Spermatiden in Mensch und Maus exprimiert. Der Knock out-Phanotyp von Cugbp1
ist gekennzeichnet durch Sterilitdt von -/- -Ménnchen und -Weibchen [53]. In -/-
-Méannchen ist eine Blockade der Spermienentwicklung im Stadium runder Spermati-
den zu beobachten. Cugbp1 stellt folglich ein essenzielles Gen fiir die Spermatogenese
in der Maus dar.

Die funktionelle Uberpriifung des Bruno Response Elements (BRE) im Smok1™®-
Transkript in vitro gibt keine konkreten Hinweise darauf, ob die Bindung von Bruno-
Proteinen die Translation des Transkripts kontrolliert. Diese Experimente schliefsen
dennoch nicht aus, dass die Bindung der Bruno-Proteine fiir die Lokalisation von
Smok1™" in vivo verantwortlich sein kénnte, da sich das Zellkulturmodell nur sehr
eingeschrénkt dazu eignet, um die Vorgénge bei der Spermatogenese, vor allem der
Lokalisation von Transkripten, zu untersuchen. So spielen wahrscheinlich zusétzli-
che Mechanismen oder Bindeproteine an cis-regulatorische Elemente im Smok1”¢"-
Transkript eine Rolle bei der translationellen Kontrolle.

Die Funktion der 5’'UTR wurde anhand von Transgenen, denen diese untranslatier-
te Region fehlt, in vivo analysiert. Die Ergebnisse dieser Versuche werden am Ende
dieses Kapitels diskutiert.

Translationelle Repression von Smok1”*" kénnte auch durch upstream AUGs (uAUGSs)

verursacht werden, die in der 5’UTR vor dem AUG der kodierenden Region enthalten
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sind. uUAUGs hemmen den Cap-abhéngigen Scanning-Mechanismus von Ribosomen
[78][93]. Dies bedeutet, dass einige Ribosomen bereits an den uAUGs die Translation
beginnen, so dass nur wenige das Start-AUG der kodierenden Region erreichen. Die-
ser Mechanismus hemmt die Translation von Transkripten, die mehrere uAUGs in
ihrer 5’'UTR besitzen, sehr effizient. Vor allem mRNAs von Kinasen, Zellzyklusgenen
und anderen Signalmolekiilen unterliegen dieser Art der translationellen Regulation
[50].

Die Hemmung der Translation durch die uAUGs in der 5’UTR von Smok1™® wurde
anhand von Experimenten gezeigt, bei denen Zellen mit Luziferase-Reporterkonstrukten
transfiziert wurden, die das 300 bp Fragment der 5’UTR enthalten, in dem alle uAUGs
mutiert vorliegen. In diesen Zellen ist die translationelle Repression des Transkripts
fast vollstandig aufgehoben. Offensichtlich liegen in diesem Teil der 5’'UTR keine
weiteren cis-regulatorischen Elemente vor, die translationelle Repression vermitteln.
Jedoch fiihrt die Mutation von mehreren uAUGs in einem Luziferase-Transkript, das
die gesamten 870 Basen der 5’UTR enthélt, nicht zu einem Anstieg der Translations-
effizienz in den Zellen. Dies bedeutet, dass weitere, bisher unidentifizierte Elemente
in der 5’'UTR von Smok1T®", wahrscheinlich in deren 3’ Teil von 570 Basen Linge, zu
translationeller Repression der kodierenden Region von Smok1™" fiihren.

Aufserdem liegt die Vermutung nahe, dass das durch die uAUGs verursachte ineffi-
ziente, Cap-abhangige Scanning bei der Spermiogenese umgangen werden kann, da
das Smok1™-Protein in den Flagellen elongierter Spermatiden zu einem definierten
Zeitpunkt der Spermiogenese detektiert wird. Dies weist auf einen zeitlich gesteuer-
ten Beginn der Translation hin. Dies bedeutet auch, dass wahrscheinlich ein Cap-
unabhéngiger Translationsmechanismus verwendet wird, der eine effiziente Transla-
tion des Transkripts innerhalb kurzer Zeit zu einem bestimmten Zeitpunkt erlaubt.
Dies kénnte durch eine interne Ribosomen-Bindestelle (IRES) erreicht werden, die in
stark verzweigten Strukturen von Transkripten enthalten sein kann [I]. Eine IRES
fordert die direkte Bindung von Ribosomen und ermoglicht auf diese Weise die Trans-
lation des Transkripts unter Umgehung des Cap-abhéngigen Scannings [18§].

Nach der computergestiitzten Strukturvorhersage durch die Datenbank Mfold bildet
vor allem der 5 Teil der 5’UTR von Smok1™ eine ausgeprigt verzweigte Sekun-
dérstruktur aus und konnte folglich eine IRES enthalten [07]. Die Moglichkeit der
Cap-unabhéngigen Translation durch einen IRES-Mechanismus wurde jedoch experi-

mentell nicht ndher untersucht und konnte daher nicht bestétigt werden. Diese oben
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diskutierten Zellkulturexperimente dienen zur Eingrenzung moglicher regulatorischer

17" in vivo verursachen. Ver-

Mechanismen, die die zelluldre Restriktion von Smok
suche in Zellkultursystemen geben jedoch nur eine eingeschrankte Information iiber
die Vorgénge in vivo, da die Zellen ein stark vereinfachtes Modell darstellen. Der Ho-
den ist ein hochspezialisiertes Organ, in dem die Zellen eine Reduktionsteilung und
komplexe zelluldre Differenzierungsprozesse durchlaufen. Vor allem die morphologi-
sche Umgestaltung der Zellen zur spermientypischen Kopf-Schwanz-Struktur kann
in vitro bislang nicht nachgeahmt werden. Aus diesem Grund kénnen auch Hoden-
spezifische Transportmechanismen und strukturbildende Prozesse, wie zum Beispiel
die Formung des Spermienkerns und die Bildung des Flagellums, ez vivo nicht unter-
sucht werden.

Auferdem unterliegen Hoden-spezifische Transkripte aufgrund der Kernkompaktie-
rung und des darauffolgenden Transkriptionsstopps speziellen regulatorischen Prozes-
sen, die nicht im Zellkultursystem untersucht werden konnen. Dies bedeutet fiir die
Funktionsanalyse der regulatorischen Elemente des Smokl”“-Transkripts, dass wei-
tere Untersuchungen anhand modifizierter Transgen-Konstrukte zur Entschliisselung

der Mechanismen der Responder-Funktion unerlasslich sind.

6.2.3 Die 5'UTR scheint fiir die Funktion von Smok1™" in vivo essenziell zu

sein

Anhand von Mausmodellen lassen sich einige Riickschliisse auf die Funktion der
5UTR von Smok1™®" in vivo ziehen. In TgAce-transgenen Tieren, die ein Trans-
gen ohne die 5’'UTR von Smok1™ tragen, wurde bei der in situ Hybridisierung
nur in einer von vier unterschiedlichen Linien Transkript im Hoden, das Protein al-
lerdings in keinem der Fille detektiert. Der Versuch zur Lokalisation der mRNA
zeigt, dass diese sich im Zytoplasma gleichméfig verteilt. Im Gegensatz dazu wurde
das Tg¢9-Transkript, das die 5’'UTR von Smok1™ enthilt, in deutlichen nuklesiren
und perinukledren Aggregaten beobachtet. Das Transgen T'gAce exprimiert das Tran-
skript unter der Kontrolle des Hoden-spezifischen Ace-Promotors fiir das Angiotensin-
konvertierende Enzym von 91 bp Lénge [30].

Um auszuschliefsen, dass die Transkription durch die transkriptionelle Inaktivierung
des kurzen Promotors beeintréichtigt wird, wurde dessen Expression mit der eines an-
deren Transgens, Delta5'Tg9, verglichen, das den Smok1™“-Promotor enthilt. Hier

wurde {iber quantitative RealTime PCR lediglich im Hoden von einer der vier Linien
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Transkript detektiert, das anhand von in situ Hybridisierung jedoch nicht darstellbar
war. Moglicherweise reicht die Sensitivitéit dieser Methode nicht aus, um die mRNA

17" _Protein kann iiber

im Hoden zu lokalisieren. Auch das Transgen-kodierte Smok
Immunfluoreszenz nicht detektiert werden. Die 5’UTR von Smok1”" kénnte folglich
zur Transkripstabilisierung oder zur Lokalisation in definierten subzelluldren Struk-
turen, wie zum Beispiel den RNPs, im Hoden beitragen. Jedoch lésst sich durch diese
Experimente nicht genauer eingrenzen, welche dieser Mechanismen die 5’UTR in vivo

reguliert.

6.3 Smokl ™ -Transgene mit modifizierten 3'UTR-Sequenzen

wirken ebenfalls als Responder

Die oben diskutierten Ergebnissen legen die Vermutung nahe, dass die 5’'UTR von
Smok1™" die translationelle Repression und Lokalisation des Transkripts verursacht.
Dazu konnte in vivo jedoch auch die 3’'UTR beitragen.

Die Rolle der 3’'UTR bei der nicht-mendelschen Vererbung des t-Haplotyps wird im
Mausmodell anhand von Transgenen untersucht, die verschiedene 3’UTR-Elemente
besitzen. Das Smok1™-kodierende Transgen Tg¢I0 enthilt eine 3'UTR, die aus 46
Basen des Exons 2 von Smok!™®" und aus 290 Basen besteht, die in Exon 3 der
Smok™!* liegen. Die 3'UTR dieses Transgens entspricht daher, soweit bekannt, der
untranslatierten Region, die in Wildtyp-Smok-Transkripten vorliegt [29].

Durch die genomische Reorganisation im t-Haplotyp ist der Responder Smoki1™"
entstanden, dem das Exon 3 der Smok-Gene fehlt. Daher wurde untersucht, welche
Bedeutung das Fehlen der 3’'UTR, das in diesem Exon enthalten ist, fiir die Lokalisa-
tion, Stabilitdt und translationellen Eigenschaften des Transkripts besitzt. Zu diesem
Zweck wurde das Transgen Tg11, das von diesem Teil lediglich 47 statt der 290 Basen
enthalt, im Mausmodell charakterisiert.

Die Veranderungen in der 3’'UTR-Sequenz des Transgens Tq11, beziehungsweise Tq10,
beeinflussen nicht die zelluldre Restriktion und die Lokalisation der Transkripte, und
damit deren prinzipielle Funktion als Responder. Dies wird anhand der in situ Hybri-
disierungen und Immunfluoreszenzfarbungen im Hoden der transgenen Linien Tg10
und Tg11, sowie der funktionellen Responder-Tests in Anwesenheit der Distorter
deutlich. T¢9-, Tg10- und Tg11-Transkripte unterliegen daher offensichtlich den-

selben Mechanismen der Restriktion auf runde und elongierte Spermatiden, sowie
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1 Ter

translationeller Kontrolle, die wesentlich zur Funktion von Smok als Responder

beitragen.

6.4 Modifier beeinflussen die Vererbungsrate von Smok1™
Normalerweise wird die bevorzugte Vererbung des Responders Smok1™®" durch die
additive Wirkung der Distorter verursacht [62]. Das Modell fiir die nicht-mendelsche
Vererbung erklért dies dadurch, dass die Distorter in allen Spermien von ¢/+-Ménnchen
die Wildtyp-Smok zunéchst hyperaktivieren und auf diese Weise die Flagellenbewe-

gung beeintrichtigen [3]. Als dominant negative Kinase normalisiert Smok1™

je-
doch die Motilitdt in den ¢-Spermien und verursacht einen starken Befruchtungsvor-
teil. Dagegen wird in einem partiellen ¢-Haplotyp ohne Distorter-Loci heterozygotes
Smok1™*" gewohnlich signifikant an unter 50 % der Nachkommen vererbt, was als
t-low-Effekt bezeichnet wird.

Offenbar gibt es in Spermien ein Optimum fir die Smok-Aktivitat, die weder zu hoch,
noch zu niedrig sein darf. Zu hohe Aktivitdt, zum Beispiel durch die Hyperaktivie-
rung von Rho-Signalkaskaden durch die Distorter, verursacht die Beeintrichtigung
der Spermienmotilitiat in Wildtyp-Spermien und kann dadurch zu Sterilitat fiithren.
Auch zu geringe Smok-Aktivitit, die durch die Interaktion von Smok mit dominant

1Tcr

negativer Smok in Abwesenheit der Distorter verursacht werden kann, fithrt zu

verringerter Motilitét der Smok1”“"-tragenden Spermien und zu erniedrigter Verer-

177 [29]. Aus diesem Grund wird in hemizygot Smokl”“-transgenen

bung von Smok
Ménnchen die Vererbung des Transgens zu einer Rate von 50 % oder darunter er-
wartet. Daher ist es iiberraschend, dass Tg11/0-Minnchen das Smok1™-kodierende
Transgen bei den funktionellen Tests ohne zusédtzliche Distorter-Gene mit durch-
schnittlich 66,4 % signifikant bevorzugt vererben.

Jedoch wurde bei diesen Experimenten auch deutlich, dass zwei der getesteten Tg11/0-
Ménnchen eine Vererbung des Transgens von rund 75 %, ein weiteres dagegen lediglich
53 % aufwies. Dies deutet darauf hin, dass moglicherweise nicht nur die Distorter-
Gene des t-Haplotyps, sondern auch weitere Gene, die natiirlicherweise im Genom
von Wildtyp-Mé&usen vorkommen und nicht im ¢-Komplex liegen, die Smok-Aktivitét
erhohen konnen. Diese werden allgemein als Modifier bezeichnet. Je nach dem, ob
ein Tg11/0-Méannchen einen starken Modifier enthélt, konnte dieser die Vererbung
des Transgens Tgl1 dadurch erhohen. Offenbar besitzen Tg¢l1- tragende Spermien

im Vergleich zu den Wildtyp-Spermien dann einen Befruchtungsvorteil. In 799,/0-
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und Tg10/0-Ménnchen wird dagegen keine signifikante Abweichung von der erwar-
teten Transmissionsrate von 50 % beobachtet, obwohl sowohl T¢9 als auch Tg10 in

Gegenwart der Distorter als Responder funktionieren.

6.5 Die 3'UTR von Wildtyp-Smok beeinflusst die

Translationseffizienz der mRNA in vivo

Auf molekularer Ebene wurden Unterschiede der Spermien von T¢9/0-, Tg10/0- und
Tg11/0-Ménnchen deutlich. Tg11/0-Ménnchen weisen gréfere Mengen Smokl™-
Protein in den Flagellen auf als 7¢9/0- und Tg10/0-Méannchen, was durch die Quan-
tifizierung der Immunfluoreszenzsignale im Hoden der Tiere gezeigt wurde. Mogli-
cherweise sind Tg11/0-Tiere daher besonders sensitiv fiir eine zusétzliche Wirkung
von Modifiern, was sich in der erhohten Vererbung des Transgens dufert.

Die erhohte Menge der Kinase Smok1 ™

im Hoden von Tg¢11/0-Tieren kann allerdings
nicht durch vermehrte Transkriptexpression, gemessen durch quantitative RealTime
PCR, erkléirt werden, die bisweilen durch Positions- und Integrationseffekte eines
Transgens verursacht werden. Moglicherweise wird das Tg11-Transkript im Hoden
effizienter translatiert als das T¢9- und T¢10-Transkript.

Der Unterschied in der Translationseffizienz konnte auf der Struktur der 3’'UTR be-
ruhen, in der sich die drei Transkripte voneinander unterscheiden. Die 3’'UTR, die in
Exon 3 von Smok™'? enthalten ist, fehlt, bis auf 46 Basen, in Tg11, wihrend diese
in 799 zur Halfte und in T¢10 in voller Lange vorhanden ist. Da im Hoden von

1T _Protein gemessen wurde, wire es moglich, dass

Tg11/0-Tieren am meisten Smok
die 3'UTR des Exons 3 der Smok™!? translationell reprimierende Elemente enthélt.
Dieser Teil umfasst rund 250 Basen, in denen translationell regulatorische Sequenzen
liegen kénnten. Moglicherweise wird iiber diesen Teil der 3’'UTR, der auch in anderen
Wildtyp-Smok-Genen zu finden ist, nicht aber im Responder Smok1™", die Effizienz

der Translation der aktiven Kinasen kontrolliert.

6.6 Vermutlich wirken alle Smok-Gene in cis

7Zu Beginn der Arbeit war unklar, ob die Beschrinkung der Wirkung von Smoki1"
auf einen Teil der Spermatozoen eine spezifische Eigenschaft ist, die durch die Reor-
ganisation des Smok- und des Rsk3-Locus im ¢t-Haplotyp entstanden ist. Aus diesem

Grund wurde untersucht, ob andere Smok-Gene ebenfalls die besondere Eigenschaft
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der zelluldren Restriktion ihrer Genprodukte aufweisen. Wildtyp-Méannchen sind fiir
Smok-Gene homozygot [29]. Daher wird Wildtyp-Smok-Transkript im Hoden der
Tiere in allen Spermatiden exprimiert. Die Untersuchung der Restriktion von Gen-
produkten auf einen Teil der haploiden Zellen kann jedoch lediglich in hetero- oder
hemizygoten Méannchen erfolgen.

Als Modell fiir die Charakterisierung der Eigenschaften von Smokl diente daher
ein Wildtyp-Smok1-Transgen ( TgMyc-Smok1). In situ Hybridisierung im Hoden von
TgMyc-Smok1/0-Méannchen zeigte, dass das Smok1-Transkript bei der Spermiogene-
se zelluldarer Restriktion in runden Spermatiden unterliegen kénnte. Aufserdem werden
Smok1-Transkripte translationell reguliert, worauf die Detektion der Kinase Smok1
in Flagellen elongierter Spermatiden hinweist. Dies legt die Vermutung nahe, dass
Smok1, wie Smok1T", in cis wirkt.

Bei der Charakterisierung des TgMyc-Smok1-Transgens wurde auflerdem deutlich,
dass die Immunfluoreszenztarbung zur Darstellung des Smok1-Proteins im Hoden &u-
fserst schwache Signale zeigt. Dies weist darauf hin, dass nur geringe Mengen Smok1
translatiert werden. Das Wildtyp-SmokI-Transgen besitzt, wie Tg10, das 3’'UTR-
Element, das in Exon 3 der Smok-Gene vorliegt. In T'g11 fehlt diese Sequenz dagegen
bis auf wenige Basen. Wie bereits oben diskutiert, wird beim Vergleich der Transge-
ne 7'q10 und Tgi11 deutlich, dass Tgl1 hoéchstwahrscheinlich effizienter translatiert
wird als Tg10, was sich auf die Unterschiede in der 3'UTR der mRNA zuriickfiithren
ldsst. Die Beobachtung, dass Smok1 in geringen Mengen detektiert wird, unterstiitzt
die Vermutung, dass dieser Teil der 3’'UTR in Exon 3 der Smok-Gene ein Element

enthalten konnte, das die Translation des Transkripts reprimiert.

6.7 Hypothesen zur Entstehung des t-Haplotyps

Die Charakterisierung von Smok! und Smok17" in dieser Arbeit haben gezeigt, dass
Smok-Gene Regulatoren der Spermienmotilitat darstellen, die in cis wirken. Tragt ein
Mannchen Smok-Allele, dessen Genprodukte die Befruchtungsfahigkeit der Spermien
gleichwertig regulieren, spielt es keine Rolle, wie hoch die endogene Smok-Aktivitét
ist, solange diese nicht zu Sterilitdt des Méannchens fiihrt.

Erst wenn, wie im Fall des Responders, durch Mutation eines Allels eine Kinase mit
veranderten Eigenschaften entsteht, die die Aktivitdt der Smok beeinflussen, kénnen
dadurch zwei Spermienpopulationen mit unterschiedlichem Fertilitdtspotenzial ent-

stehen. Diese konkurrieren miteinander um die Befruchtung der Eizellen. Verursacht
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ein Allel einen Vorteil in der Befruchtung, so setzt sich dieses gegen das andere durch,
in dem es bevorzugt auf die Nachkommen vererbt und iiber die Mannchen von Ge-
neration zu Generation weitergegeben wird.

Smok1™" benétigt jedoch offensichtlich zusitzliche Faktoren, die die Aktivitéit der
Smok erhohen, um einen Befruchtungsvorteil zu erzielen. Diese zusétzlichen Fakto-
ren konnten zum einen die Modifier darstellen, die im Genom von Wildtyp-Mé&usen
auferhalb des t-Komplexes vorkommen, oder aber die Distorter-Gene im t-Haplotyp.
Moglicherweise war der erste Schritt zur Entstehung des t-Haplotyps die Bildung von
Smok1™e", das aufgrund seiner besonderen Eigenschaften bereits bevorzugt vererbt
wurde. Nach und nach fiihrte wahrscheinlich jeder weitere Distorter, der mit dem
Responder im t-Haplotyp eine Einheit bildete, zur starker bevorzugten Vererbung
von Smok1™".

In sexuell reproduktiven Lebewesen konnten auch andere, bisher unidentifizierte, in
cis wirkende Regulatoren der Fertilitdt und Spermienmotilitdt die nicht-mendelsche
Vererbung bestimmter Allele verursachen. Fiihrt eine Mutation eines entsprechen-
den Allels in cis zu verbesserter Befruchtungsfahigkeit der Spermien, setzt sich dieses
Allel méglicherweise durch. Im Fall des t-Komplexes wurde die nicht-mendelsche Ver-
erbung aufgrund der Interaktion von T (Brachyury) mit dem ¢-Haplotyp entdeckt,
die in Méausen Schwanzlosigkeit verursacht [I2][10]. Auffillig war bei den Verpaa-
rungen dieser schwanzlosen 7/t-Méannchen mit Wildtyp-Weibchen die Verteilung der
genetisch determinierten Schwanzlidnge auf die Nachkommen, die zugunsten des t-
Haplotyps verschoben war.

Da die nicht-mendelsche Vererbung bestimmter Gene nicht zwangslaufig mit deutlich
erkennbaren Merkmalen einhergeht, bleiben diese Mutationen in der Natur vermut-
lich zunédchst unentdeckt. Dies bietet Spielraum fiir eine genomweite Untersuchung
auf weitere Systeme der nicht-mendelschen Vererbung, die mithilfe von neuen Techno-
logien, wie der genomweiten Analyse der Erbinformationen, zum Beispiel iiber Mas-
sive Parallel Sequencing durch die Illumina/Solexa-Plattform, durchgefiihrt werden

konnte.
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Zusammenfassung

7.1 Deutsch

Der t-Haplotyp, eine variante Form von Chromosom 17, wird von heterozygoten
Ménnchen an bis zu 99 % ihrer Nachkommen vererbt. Das Phdnomen beruht auf der
Bildung von zwei Spermienpopulationen, die eine unterschiedliche Motilitdt aufwei-
sen. Diese Unterschiede sind durch die Wirkung des ¢t-Haplotyp-spezifischen Respon-
ders bedingt, der die bevorzugte Vererbung des t-Haplotyps in cis verursacht. Dies
legt die Vermutung nahe, dass die Produkte des Responder-Gens Smok1™" auf einen
Teil der Spermatozoen beschrinkt bleiben, obwohl in der Regel bei der Spermato-
genese genotypisch unterschiedliche, jedoch phénotypisch identische Spermatozoen
gebildet werden.

Ziel dieser Arbeit war es zu untersuchen, wie die selektive Wirkung des Responders
auf die ¢-Spermien, die zur nicht-mendelschen Vererbung des t-Haplotyps fithrt, mo-
lekular zustande kommt.

Zur Klarung dieser Frage wurde zunéchst in hemizygot transgenen Tieren die Vertei-
lung der Produkte des Responder-Gens Smok1™*" auf die haploiden Zellen im Hoden
analysiert. Es wurde gezeigt, dass das Transkript postmeiotisch exprimiert wird und
auf einen Teil der Population runder Spermatiden beschrankt bleibt. Das Protein
wurde jedoch erst in elongierten Spermatiden nachgewiesen. Folglich unterliegt die
mRNA etwa 10 Tage lang translationeller Repression. Dieser Prozess geht héufig mit
der Anhaftung der Transkripte an definierte intrazellulére Strukturen einher, was den
Austausch der mRNA im Synzytium unterbinden koénnte.

Bei der Analyse der Verteilung des Responder-Proteins auf Spermatozoen wurde
schliefslich nachgewiesen, dass dieses auf einen Teil der Spermien von hemizgygot

Smok1™-transgenen Minnchen beschrinkt bleibt. Dieses Experiment bestitigt so-
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mit die Bildung von zwei molekular unterschiedlichen Spermienpopulationen durch
die zellulire Restriktion von Smok17", die auf der posttranskriptionellen Kontrolle
und intrazelluldren Bindung der mRNA beruhen konnte.

Zur Eingrenzung der Elemente, die translationelle Repression bewirken, wurden die
5 und 3'UTR von Smok1™ in vivo funktionell charakterisiert. Hierbei wurde deut-
lich, dass die 3’'UTR die Translation des Transkripts moduliert, wahrend die 5’'UTR
fiir die korrekte Genexpression und -funktion essenziell zu sein scheint. Die Suche
nach cis-regulatorischen Elementen in wvitro fithrte zu dem Ergebnis, dass die 5’UTR
translationelle Repression verursacht.

Das Prinzip, das der Restriktion der Responder-Genprodukte auf eine Spermienpopu-
lation zugrunde liegt, scheint dariiber hinaus auch fiir Wildtyp-Smok-Gene zu gelten.
Dies legt die Vermutung nahe, dass weitere natiirliche Systeme der nicht-mendelschen

Vererbung existieren, denen ein vergleichbarer Mechanismus zugrunde liegen konnte.
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7.2 Englisch

7.2 Englisch

Males heterozygous for the ¢-haplotype, a variant form of chromosome 17 in the mou-
se, transmit the ¢-chromosome to up to 99 % of their offspring. This phenomenon
relies on the formation of two sperm populations that exhibit differences in motili-
ty. The difference is caused by the cis-action of the t-haplotype specific responder
Smok1™" suggesting that the products of the responder gene are restricted to one
population of spermatozoa.

The aim of the project was to investigate, how the responder’s selective action on
t-sperm causes non-mendelian inheritance of the ¢-haplotype.

For answering this question I first analyzed the distribution of the gene products of
Smok1™ to haploid cells in testes of hemizygous transgenic animals. I could show
that the transcript is postmeiotically expressed and remains restricted to a subpopu-
lation of round spermatids. The protein was first detected in elongated spermatids.
Hence, mRNA is subject to translational repression for approximately 10 days. This
regulatory mechanism is often accompanied by transcript tethering to defined sub-
cellular structures.

The analysis of the distribution of Smok1™" protein in spermatozoa showed restric-
tion of the protein to a subset of sperm of hemizygous transgenic males. This experi-
ment strongly suggests that ¢/+ heterozygous males form two phenotypically different
sperm populations due to cellular restriction of Smok1™ protein.

In summary, the most likely mechanism for cis-action of the responder is haploid
expression of the gene, tethering of the mRNA preventing exchange within the syn-
cytium and translational repression until the haploid cells become isolated.

To identify the elements that might cause translational repression I functionally ana-
lyzed the 5" and 3'UTR of Smokl1™ in vivo. These experiments suggest that the
3’'UTR modulates translation of the mRNA, whereas the 5’UTR seems essential for
correct gene expression and function. In wvitro experiments for the characterization
of putative cis-regulatory elements showed that the 5’'UTR mediates translational
repression.

The principle mechanism that underlies the restriction of the responder gene products
to a sperm subpopulation also seems to apply to the wildtype Smok genes. This in-

dicates that other yet unidentified systems of non-mendelian inheritance might exist.
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