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1 Einleitung

1 EINLEITUNG

1.1 Die Insulinfamilie

Die Insulin-like Peptid Familie umfasst derzeit 9 Mitglieder, ndmlich Prapro-Insulin, -
Relaxin, -Insulin-like Growth Faktor I (IGF 1) und -Insulin-like Growth Faktor Il (IGF
1), -INSL3, -INSL4, -INSL5, —INSL6 und Relaxin-3 (INSL7) (Blundell und Humbel,
1980; Adham et al., 1993; Laurent et al., 1998; Conklin et al., 1999; Hsu, 1999, Lok et
al., 2000, Bathgate et al., 2002).

Diese Proteine werden als Prépro-proteine synthetisiert. Das Signalpeptid vermittelt die
Sekretion des Prohormons durch das endoplasmatische Retikulum und wird
anschlielfend abgespalten. Unter dem Einfluss des Verbindungspeptids (C-Peptid)
werden B- und A-Kette zueinander gefaltet. Es werden dann Disulfidbriicken zwischen
B- und A-Kette und innerhalb der A-Kette ausgebildet. Schliellich wird das C-Peptid
proteolytisch abgespalten. Im Proinsulin und Prorelaxin sind B-und A-Ketten durch ein
langes C-Peptid voneinander getrennt (Abb. 1.1). Pro-IGF | und Pro-IGF Il beinhalten
zwischen B- und A-Kette nur ein kurzes C-Peptid, welches auch im aktiven
Wachstumsfaktor vorhanden ist. Am C-terminalen Ende schlieRen sich zwei zusétzliche
Doménen D und E an, wovon nur die E-Doméne wéahrend des Reifungsprozesses
abgespalten wird (Blundell und Humbel, 1980). Anhand der Aminosauresequenzen fur
das aktive Insulin, Relaxin und IGF I und Il und den Vergleichen mit der aus der cDNA
abgeleiteten Aminoséuresequenz des Prapro-INSL3, -INSL4, -INSL5, -INSL6 und -
INSL7 ist es mdglich, den Reifungsprozess dieser Hormone nachzuvollziehen. Die
Lokalisierung von B- und A-Kette am C- bzw. N-Terminus und die Anwesenheit eines
langen C-Peptids lassen vermuten, dass die posttranslationale Modifikation des Pro-
INSL3, -INSL4, -INSL5 und -INSL6 der des Insulins bzw. Relaxins entspricht und die
Struktur der aktiven Hormone ahnlich der von Insulin bzw. Relaxin ist (Adham et al.,
1993; 1996). Zur Abklarung dieser Annahme mussten die aktiven INSL3-, INSL4-,
INSL5- und INSL6-Faktoren isoliert und sequenziert werden.
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A

B

C

D

E

G

H

Priiprolnsl3 (131 As)

Pra(24) B-Kette(31) C-Peptid(50) A-Kette(26)

Priprolnsl2 (110 As)

Pra(24) B-Kette(30) C-Peptid(35)  A-Kette(21)

Priiprorelaxin (185 As)
Pri(24)  B-Kette(32) C-Peptid(104) A-Kette24)

H

PriiprolGFI (130 As)
Pri(24) IGF 1(70) COOH-Peptid(35)

|

Domine B 3 A D E

PriiprolGFII (180 As)
Pri(24) IGF 11(67) COOH-Peptid(89)

H

Domine B 8] A D E
Priprolnsl4 (139 As)
Pra(17)  B-Kette(40) C-Peptid(55) Lkl

H

PriiprolnslS (135 As)
Pra(22) B-Kette(26) C-Peptid(66) A-Kette(21)

H

Priiprolnsl6 (213 As)
Pri(20) B-Kette(34) C-Peptid(133)

A-Kette(26)

Abb. 1.1: Schematische Darstellung der Praprohormone einiger Mitglieder der Insulin-Superfamilie.

Die Praprohormonformen von humanem Insulin (B) (Bell et al., 1979), Relaxin (C) (Hudson et al., 1983)
IGF | (D) (Jansen et al., 1983) IGF 1l (E) (Bell et al., 1984), (F) Insl4 (Chassin et al., 1995), (G) Insl5
(Conklin et al., 1999) und (H) Insl6 (Lok et al., 2000) des Menschen im Vergleich zum Préprolnsl3 (A)
(Burkhardt et al., 1994a). Die verschiedenen Abschnitte der Polypeptidketten sind gekennzeichnet. Das

Signalpeptid ist als hellgrauer Balken, A- und B-Kette sind als dunkelgraue Balken und das C-Peptid

sowie die zusatzlichen Démanen C/D/E von IGF | und IGF Il sind als offene Balken dargestellt. Die

Anzahl der Aminosauren dieser Bereiche wird jeweils in Klammern angegeben.
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Beim Vergleich der Sequenzen der Prohormone findet man Sequenz-Ahnlichkeiten in
dem Bereich von B- und A-Kette. Alle Mitglieder dieser Familie haben 6 konservierte
Cysteine, welche die Bildung von zwei Disulfidbriicken zwischen B- und A-Kette und
einer innerhalb der A-Kette ermdglichen. Das C-Peptid weist keine Sequenz-

Ahnlichkeiten zwischen den Mitgliedern der Familie auf.

Anhand der Sequenzvergleiche zwischen den B- und A-Ketten aller Insulin-&hnlichen
Peptide bei Mensch, Schimpanse, Rhesusaffe, Schwein, Maus, Ratte, Wallaby, Fugu-
Fisch, Zebrafisch, Regenbogenforelle, Wasserfrosch und zwei afrikanischen
Krallenfroscharten wurde die phylogenetische Abstammung dieser Gene bestimmt
(Abb. 1.2).

Abb. 1.2: Vereinfachtes Evolutionsschema der Relaxin ahnlichen Peptid Familie.

Die Expressionsanalyse fur die verschiedenen Mitglieder der Insulin-dhnliche Familie
zeigte, dass IGF I, IGF Il und Relaxin ubiquitér exprimiert werden. Im Gegensatz dazu
zeigen Insulin, INSL3 und INSL4 gewebespezifische Expression. Das Insulingen wird
in pra- und postnatalen B-Zellen des Pankreas exprimiert. Die Untersuchung der
raumlichen und zeitlichen Expressionsmuster des Insl3-Gens bei der Maus haben
ergeben, dass das Insl3-Gen spezifisch in den pra- und postnatalen Leydigzellen des
Testis und in wesentlich geringerem AusmaR in den Thekazellen des postnatalen Ovars
exprimiert wird (Zimmermann et al., 1997; Balvers et al., 1998). Die Expression von
INSL4 wurde nur in der Plazenta detektiert (Koman et al., 1996). INSL5 wird
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insbesondere im Verdauungstrakt exprimiert (Conklin et al., 1999) und die Expression

von INSL6 konnte speziell im Testis nachgewiesen werden (Lok et al., 2000).

Insulin ist in die Regulation des Glukose-Metabolismus involviert. Relaxin ist
multifunktionell und u.a. bei der Regulation des Uterustonus, bei der
Wachstumsstimulation von reproduktiven Geweben sowie bei
Kollagenremodulierungsprozessen beteiligt (Sherwood et al., 1994; Sherwood, 2004).
Ferner besitzt es nicht-reproduktive Funktionen. Es spielt bei der Heilung von Wunden,
bei Antworten auf Allergene eine Rolle und bietet Schutz vor kardialen Erkrankungen.
Die Funktion des InsI3-Gens konnte durch die Deletion des Insl3-Locus mittels
homologer Rekombination und die Herstellung von homozygoten knock-out Mausen
ermittelt werden. Weibliche Tiere sind in ihrer reproduktiven Kapazitdt durch den
Verlust des Insl3-Gens nicht betroffen. Bei mannlichen Tieren besteht ein bilateraler
Kryptorchismus (Zimmermann et al., 1999; Nef und Parada, 1999). Histologische
Untersuchungen bei InsI3”Embryonen haben gezeigt, dass die Entwicklung des
Gubernaculums ausbleibt. Das Gubernaculum ist das caudale Ligament, das die
Gonaden mit dem Inguinalkanal verbindet. Die abdominale Lage der Testes bei Insl3-
defizienten Méausen flhrt sekundar zur Schadigung des Keimepithels in den Tubuli
seminiferi, wobei die Keimzellreifung auf der Stufe der primaren Spermatozyten
arretiert wird. Der Kryptorchismus ist mit 3 bis 5% die hadufigste Storung der
Sexualentwicklung bei Jungen (Toppari und Kaleva, 1999). Bei den behandelten
Mannern ist das Risiko fur Infertilitdt und Hodenkrebs erhoht (Pike et al., 1986; Strader
et al., 1988; Whitaker, 1988; Mgller et al., 1996).

Der Descensus testis findet wahrend der Embryonalentwicklung statt. Wéhrend der
frihen Embryonalentwicklung sind die Gonaden ventrolateral zu den Nieren lokalisiert
und mit dem cranialen suspensorischen Ligament (CSL) und dem Gubernaculum
verbunden. Die unterschiedliche Position der Testes und der Ovarien in adulten Tieren
ist das Ergebnis der sexualdimorphen Entwicklung dieser Ligamente. Die Regression
des CSL und das Wachstum des Gubernaculums verursachen den Descensus testis.

Das auch als Early-Placenta Insulin-like Peptide (EPIL) oder Placentin bezeichnete
Insulin-Like Peptid 4 (INSL4) wird nur bei den Primaten exprimiert. Es gilt als
wahrscheinlich, dass sich INSL4 vor dem Duplikationsereignis, welches zur Entstehung
zweier Relaxin-Gene innerhalb der Familie der Hominidae fiihrte, von dem Vorlaufer-

Relaxin-Gen abgespalten hat. Die Funktion dieses Peptids ist noch nicht bekannt, aber

4
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aufgrund der INSL4-Expression in den frihen Stadien der Plazentaentwicklung wird
vermutet, dass dieses Peptid eine Rolle bei der Plazentaentwicklung spielt. Anhand von
Analysen in den EST-Banken wurden die Insulin-Like Peptide 5 (INSL5) und 6
(INSL6) wegen ihrer konservierten Cystein-Motive als insulindhnliche Peptide
identifiziert. Sowohl INSL5- als auch INSL6-Peptid zeigen hdoherer Sequenz-
Ahnlichkeit zu Relaxin als zu Insulin. lhre Funktionen konnten bisher noch nicht
charakterisiert werden.

Die physiologische Wirkung der Insulin-&hnlichen Faktoren sollte Uber eine
Signalkaskade vermittelt werden, bei der die Bindung der Liganden an einen Rezeptor
zur Anschaltung der Signaltbertragung fiihrt. Bislang ist lediglich die Priméarstruktur
der Rezeptoren fur Insulin, Insulin related, IGF | und IGF Il bekannt (Ullrich et al.
1985; 1986; Morgan et al. 1987; Shier und Watt 1989). Da die ausbleibende
Entwicklung des Gubernaculums als einzige Fehlbildung in Insl3-defizienten M&usen
und in Lgr8-trapped Maéusen identifiziert werden konnte, ist die Annahme
gerechtfertigt, dass der Lgr-Rezeptor der Rezeptor fir das Insl3-Hormon ist
(Bogatcheva et al., 2003). Die normale Gubernaculumentwicklung bei weiblichen Lgr”
Mause, bei denen das Insl3 wahrend der prénatalen Entwicklung Gberexprimiert ist,
bestatigt die Wechselwirkung des Insl3-Hormons mit dem Lgr8-Rezeptor (Agoulnik et
al., 2003). Die ausbleibende Entwicklung der Mamillen bei Relaxin- und Lgr7-
defizienten Weibchen deuten daraufhin, dass Lgr7 der Rezeptor fiir Relaxin ist (Krajnc-
Franken et al., 2004). Lgr7 und Lgr8 gehdren zur Subfamilie der G-Protein-gekoppelten
Rezeptoren (LGR), die auch LH-, FSH- und TSH-Rezeptoren umfasst (Hsu et al.,
2000).

1.2 Insl2/Insl3 transgene Méause

Aufgrund der strukturellen Ahnlichkeiten von InsI3 und Insulin sowie der Tatsache,
dass Insulin in pankreatischen pB-Zellen und Insl3 in testikularen Leydigzellen
produziert werden, wurde der Versuch unternommen, transgene Mause zu generieren,
welche aktives Insl3 in den B-Zellen produzieren und ins Blut ausschitten kdnnen
(Adham et al., 2002). Dafir wurde das murine InsI3-Gen unter die regulatorische
Kontrolle eines Insulin 2-Promotors der Ratte gestellt (Abb. 1.3). Das generierte
Konstrukt wurde Insl2/Insl3 genannt. Mit diesem Experiment sollte die Effizienz der
InsI3-Prozessierung im Pankreas und die Insl3-Sekretion in vivo Uberprift werden. Es
5
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sollte auch untersucht werden, ob das pankreatische Insl3 bei weiblichen Méusen bzw.
mannlichen Insl3-defizienten Méusen das Auswachsen des Gubernaculums stimulieren
kann (Adham et al., 2002).

Abb. 1.3: Schematische Darstellung des Insl2/Insl3-Fusionsgens. Das Insl2/InsI3-Fusionsgen besteht

aus einem 570 bp Promotorfragment des Insulin 2-Gens der Ratte (graue Box) und aus 22 bp der 5'-
nichttranslatierten Region. Daran ist das gesamte murine Insl3-Gen einschlieBlich 2 bp der 5'-
nichttranslatierten und 24 bp der 3'-flankierenden Region fusioniert. Die numerierten Boxen
kennzeichnen die Lage der Exons, die diinnen Linien zeigen die intronischen Bereiche und die 3'-
flankierende Region. Dargestellt sind auRerdem der Translationsstartpunkt (ATG), das Stopcodon (TAA)
und die fir die Herstellung des transgenen Konstruktes wichtigen Restriktionsschnittstellen (B, BamHl;
X, Xbal; N, Notl; Xh, Xhol, die mit * markierten Restriktionsschnittstellen gehen nach dem Klonieren

verloren).

In den Langerhans'schen Inseln der Bauchspeicheldriise der Insl2/Insl3 transgenen
Mause konnte Insl3 sowohl auf mRNA- als auch auf Proteinebene nachgewiesen
werden. Northern-Blot-Analysen zeigten auf, dass die endogene Insl3-Expession im
Testis durch die pankreatische Uberproduktion nicht beeinflusst wird.

Bei transgenen Weibchen differenzierte im Gegensatz zum Wildtyp das Gubernaculum
aus, was bei diesen Tieren deszendierte Ovarien zur Folge hatte. Die Fertilitat
weiblicher transgener Tiere ist reduziert. Transgene Mannchen zeigten phanotypisch
und bezlglich ihrer Fertilitdt keine Auffélligkeiten. Ein weiterer eindeutiger Beleg flr
die Funktionalitit des pankreatischen InsI3 wurde mit dem nachfolgend beschriebenen
Experiment erbracht. Insl2/Insl3 transgene M&use wurden mit Insl3-defizienten
weiblichen Mdusen verpaart. Insl3-defiziente mannliche Mause, die das transgene Allel
trugen, durchliefen eine normale Embryonalentwicklung und die Ausdifferenzierung
des Gubernaculums fuihrte zum Descensus testis. Im Gegensatz dazu litten Insl3-
defiziente Mannchen durchgehend an bilateralem Kryptorchismus.

Das bedeutet, dass pankreatisches Insl3 in seiner aktiven Form ins Blut ausgeschittet
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wird und des Weiteren in der Lage ist, die Ausdifferenzierung des Gubernaculums zu
stimulieren (Adham et al., 2002).

1.3 Ziele der vorliegenden Arbeit

In Rahmen der vorliegenden Arbeit sollten das murine Insl5- und Insl6-Gen isoliert und
hinsichtlich der Expression in adulten Tieren charakterisiert werden. Durch die Methode
der homologen Rekombination sollten fir beide Gene knock-out Mé&use hergestellt
werden, die das rekombinierte Allel im heterozygoten und homozygoten Zustand
enthalten. Diese Mause sollten phanotypisch charakterisiert werden.

Es wurde oben dargestellt, dass die p-Zelle des Pankreas in der Lage ist,
funktionsféhiges InsI3 zu produzieren und zu sezernieren. Daraus ergab sich die
Hypothese, dass es mdglich sein konnte, funktionelles Insulin in den testikuldren
Leydigzellen zu produzieren. Dies kdnnte einen Ansatz fiir eine Therapie des Diabetes
mellitus Typ | liefern. Die Hypothese sollte mithilfe einer transgenen Maus Uberprift
werden kénnen, bei der ein Insulin-Gen unter der Kontrolle des InsI3-Promotors in den
Leydigzellen exprimiert wird.

Um transgenes Insulin von endogenem Insulin unterscheiden zu kénnen, wurde fur die
Generierung des transgenen Konstrukts humanes Insulin (INS) gewahlt, welches
insbesondere in der Aminosauresequenz des C-Peptids von den Prohormonen der
murinen Insulingene abweicht. Im Gegensatz zum Menschen besitzt die Maus zwei
nichtallelische Insulin-Gene. Das auf Chromosom 19 lokalisierte murine Insulin 1-Gen
besitzt nur 2 Exons. Das auf Chromosom 7 gelegene murine Insulin 2-Gen setzt sich
wie das humane Insulin (11p15.5) aus drei Exons zusammen, wobei jeweils das erste
Exon nicht translatiert wird. Die Aminosduresequenz des humanen Insulins ist mit 77%
der des murinen Insulin 1 und mit 81% der des murinen Insulin 2 homolog. Die groRten
Differenzen finden sich jeweils in der Region des C-Peptids. Das humane Insulin ist mit
den murinen Insulinhormonen bis auf 2 (Insulin 1) bzw. 4 (Insulin 2) Aminosduren
identisch.

Es wird davon ausgegangen, dass das Praprohormon des transgenen Insl2/InsI3 Allels
(Praprolnsl3) innerhalb der B-Zellen auf gleichem Wege wie endogenes Préaproinsulin
prozessiert und sezerniert wird. Auf jeden Fall konnte aktives transgenes Insl3 die

Differenzierung des Gubernaculums anregen und muss somit aus den (-Zellen ins Blut
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transportiert worden sein. Noch ist ungeklart, ob auch Prolnsl3 biologisch aktiv ist und
somit kann auch die Prozessierung von transgenem ProlnsI3 in den B-Zellen nicht als
erwiesen angesehen werden. Wenn aber fir die Aktivierung von Insl3 die Prozessierung
des Prolnsl3 nétig ist, mussen die dafur erforderlichen Enzyme in den B-Zellen des
Pankreas vorhanden sein. Aufgrund des Erfolgs dieses Experiments (Adham et al.,
2002) schien es nicht unwahrscheinlich, dass wegen der strukturellen Ahnlichkeiten der
beiden Praprohormone auch transgenes Praproinsulin in den Leydigzellen prozessiert
und ins Blut ausgeschittet werden kann.

Um Verwechslungen mit den von Adham et al. (2002) beschriebenen Insl3-
uberexprimierenden Mauslinien zu vermeiden, wurden die fur diese Arbeit verwendeten
Konstrukte, bei denen das humane Insulin-Gen unter die Kontrolle des weiter oben

beschriebenen murinen InsI3-Promotors gestellt wurde, mit I,15 bezeichnet.
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2 MATERIAL UND METHODEN

2.1 Material

2.1.1 Chemikalien

Agar Roth, Karlsruhe

Agarose Invitrogen, Karlsruhe
Ampicillin AppliChem, Darmstadt
Ampuwa Fresenius AG, Bad Homburg
Aqua Poly/Mount Polysciences, Inc., Warrington
Borsdaure ICN Biomedicals, Aurora, USA

Bovine Serum Albumin (BSA)

5-Brom-4-Chlor-3-Indoylphosphat (BCIP)

Chloroform
Coomassie-Brilliant Blue R250
DAPI

Diethylpyrocarbonat (DEPC)
Dimethylformamid
Dimethylsulfoxid (DMSQO)
Dithiothreitol (DTT)

DMEM

dNTPs

DPBS

DYEnamic™ ET terminator cycle
sequencing premix kit

Entwickler

Essigsaure

Ethanol

Ethidiumbromid

Biomol, Hamburg

Invitrogen, Karlsruhe

Baker, Deventer, Niederlande
Sigma-Aldrich Chemie, Taufkirchen
Vector, Burfingame

Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe

Applichem, Darmstadt

PAN, Aidenbach

Finnzymes, Espoo, Finnland
Invitrogen, Karlsruhe

PAN, Aidenbach

Amersham, Freiburg

Agfa PMA Bode, Hamburg
Merck, Darmstsdt

Baker, Deventer, Niederland
Roth, Karlsruhe
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Ethylendiamintetraacetat (EDTA)
Fast red TR/Naphthol AS-Mx
Phosphat Platzchen

Ficoll 400

Fixierer

FKS

Formaldehyd (> 37%)
Formamid (deionisiert)
Glutaraldehyd

Glycerin

Glycin

Hefeextract

Hybridization Puffer
Isopropanol (2-Propanol)
Isopropyl-B-thiogalactopyranosid (IPTG)
IVF Medium

Kanamycin

Kompetente DH5a-Zellen
kb-Leiter

L.A.B. Demaskierungs-Solution
Lachsspermien-DNA
Lithiumacetat
Magnesiumchlorid

Membran Hybridisierungspuffer
[B-Mercaptoethanol

Methanol

MikroSpin™ $200 S4ulen
Milchpulver

Mineraldl

MOPS

Natriumacetat

Natriumchlorid

Natriumcitrat
Natriumdodecylsulfat (SDS)

ICN Biomedicals, Aurora, USA
Sigma-Aldrich Chemie, Taufkirchen

Fluka-Sigma—Aldrich Buchs, Schweiz
Agfa PMA Bode, Hamburg

PAN, Aidenbach

Merck, Darmstadt

Sigma-Aldrich Chemie, Taufkirchen
Sigma-Aldrich Chemie, Taufkirchen
Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe

KPL, Maryland, USA

Merck, Darmstadt

AppliChem, Darmstadt

Medicult, Danemark

Roth, Karlsruhe

Invitrogen, Karlsruhe

Invitrogen, Karlsruhe

Polysciences, Inc., Warrington, USA
Sigma-Aldrich Chemie, Taufkirchen
Sigma-Aldrich Chemie, Taufkirchen
Roth, Karlsruhe

KPL medac, Wedel

Sigma-Aldrich Chemie, Taufkirchen
Baker, Deventer, Niederlande
Amersham, Freiburg

Roth, Karlsruhe

Sigma-Aldrich Chemie, Taufkirchen
Biomol, Hamburg

Merck, Darmstadt

Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe
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Natriumhydroxid

Neomycin

Nick Translationskit
Nitrotetrazoliumblau (NBT)
NuPage® LDS Sample Buffer (4x)
NuPage® Mops SDS Running Buffer
Orange-G

Paraformaldehyd

Parablast Embedding Media

Pepton

Pferdeserum

Phenol

Picogreen© Quantification Kit
Pikrinsaure

Plasmid-Maxiprap Kit
Plasmid-Miniprap-Kit
PLATINUM® Tag DNA Polymerase

Proteinase K

Radioaktiv markierte Reagenzien: [o32P]-

dCTP

Rapid-hybridization Puffer

Ready prime™ Il (DNA Labelling Kit)
Restriktionsenzyme

Reverse Transkriptase Superscript™
System

RNA-Labelling-Kit

RNA-Ladder

RNase

RNase away

RNeasy Mini Kit

Roti-Quant

Salzsaure (rauchend)

SDS

SeeBlue® plus2 Pre-Stained Standard

Merck, Darmstadt

Gibco BRL, Karlsruhe

Gibco BRL, Karlsruhe
Fluka-Sigma—Aldrich Buchs, Schweiz
Invitrogen, Karlsruhe

Invitrogen, Karlsruhe
Fluka-Sigma—Aldrich Buchs, Schweiz
AppliChem, Darmstadt
Sigma-Aldrich Chemie, Taufkirchen
Roth, Karlsruhe

PAN, Aidenbach

Biomol, Hamburg

Invitrogen, Karlsruhe
Fluka-Sigma—Aldrich Buchs, Schweiz
Qiagen, Hilden

Qiagen, Hilden

Invitrogen, Karlsruhe

Roche Diagnostics, Mannheim

Amersham, Freiburg

Amersham, Freiburg
Amersham, Freiburg
Invitrogen, Karlsruhe

Invitrogen, Karlsruhe

Boehringer, Mannheim
Invitrogen, Karlsruhe
Invitrogen, Karlsruhe
Roth, Karlsruhe
Qiagen, Hilden
BioRad, Minchen
Roth, Karlsruhe

Serva, Heidelberg

Invitrogen, Karlsruhe
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SOC-Medium
SP6-RNA-Polymerase
Streptozotocin
Tag-DNA-Polymerase
T,-DNA-Ligase

Tris

Triton-X-100
T7-RNA-Polymerase

Total RNA Isolation Reagent
Tween-20
Wasserstoffperoxid (H,O;) 30%
X-Gal

Xylol

Invitrogen, Karlsruhe

Boehringer, Mannheim
Sigma-Aldrich Chemie, Taufkirchen
Finnzymes, Espoo, Finnland

Promega, Mannheim

Roth, Karlsruhe

Serva, Heidelberg
Boehringer, Mannheim
Biomol, Hamburg
Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe
AppliChem, Darmstadt
Merck, Darmstadt

Alle Chemikalien, die nicht gesondert aufgefuhrt sind, wurden von der Firma Merck,

Darmstadt, oder Roth, Karlsruhe, bezogen.

2.1.2 Puffer und Stammlésungen

Losungen fir den routineméBigen Gebrauch wurden nach Sambrook et al. (1989)

angesetzt. Die dazu bendtigten Chemikalien wurden

in bidestilliertem oder

gegebenenfalls in DEPC behandeltem Wasser geldst und nach Bedarf autoklaviert oder

steril filtriert (2.1.4).

AP-Puffer

BCIP- Stammldsung

Blockinglésung

100 mM Tris/ HCI (pH 9.5)
100 mM NaCl
50 mM MgCl,

50 mg/ml BCIP
70% (v/v) Dimethylformamid

5% BSA in 4x SSC
0.2% Tween-20

12
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Bouin’sche Lésung 15 Vol. Pikrinsaure in H,O
5 Vol. Formaldehyd
1 Vol. Essigsédure

Coomassie-Ldsung 30% (v/v) Methanol
10% (v/v) Essigsaure
0.05% (w/v) Coomassie-Brilliant Blue R250

Coomassie-Entfarber 30% (v/v) Methanol

10% (v/v) Essigsaure

Denaturierungslosung 1.5 M NaCl
0.5 M NaOH
DEPC-H,0 0.5% (v/v) DEPC in Aqua dest. UN auf
Magnetrihrer
Depurinierungslésung 0.25 M HCI
dNTP-Mix 2 mM dATP
2 mM dGTP
2mM dCTP
2mMdTTP
E-Puffer (10x) 300 mM NaH,PO,4 (pH 7.0)
50 mM EDTA
Hybridisierungsldsung 50% Formamid

(fur in situ-Hybridisierungen)
5x SSC pH 4.5
50 pg/ul Hefe tRNA
100 pg/ul Heparin
0.1% Tween 20
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IPTG 100 mM in H,O

Lachs-Spermien-DNA 100 pg/ml

Lysispuffer (zur DNA-Isolierung) 100 mM NaCl

Lysispuffer (fur ES-Zellen)

MAB-Puffer (pH 7.5)

MAB/Block-Puffer

10x MOPS-Puffer (pH 7.0)

NBT-Stamml6sung

Neutralisierungslésung

100 mM Tris/HCI (pH 8.0)
100 mM EDTA (pH 8.0)
0.5% (w/v) SDS

100 mM Tris/HCI (pH 8.5)
5mM EDTA

200 mM NacCl

0.2% (w/v) SDS

100 pg/ml Proteinase K

0.1 M Maleinsaure
0.15 M NacCl
0.1% Tween-20

2% Blocking-Pulver in MAB
0.2 M MOPS
50 mM NaAc
0.5 MEDTA

in DEPC H,0

75 mg/ml
70% (v/v) Dimethylformamid

1.5 M NaCl
1 M Tris/HCI (pH 7.0)
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NTMT

P1 (Puffer flr Minipréparation)

P2 (Puffer flr Minipréparation)

P3 (flr Minipréparation)

4%ige Paraformaldehydldsung

PBS-Puffer (10x)

PBT-Puffer

Proteinase K

Proteinextraktionslésung

100 mM Tris/HCI (pH 9.5)
50 mM MgCl,

10 mM NacCl

0.1% Tween-20

2 mM Lavamisol

50 mM Tris-HCI (pH 8.0)
10 mM EDTA
100 pg/ml RNasel

200 mM NaOH
1% SDS

3 M K-Acetat-H-Acetat (pH 5.5)
8 g PFA

20 ml 10x PBS

180 ml DEPC-H,0

200 pl Tween-20

1.37 mM NaCl

26.8 mM KCI
17.6 mM KH,PO,

80.9 mM Na,HPO4 x 2 H,0O

0.1% Tween-20 in PBS (1x)

10 mg/ml in H,O

75% Ethanol
1.5% HCI
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SSC (20x)

Stop-Mix (5x)

5x TBE-Puffer

TE-Puffer

Waschldsung |

Waschlosung 11

Waschlésung | fiir in situ-Hybridisierungen

Waschlésung 11 fur in situ-Hybridisierungen

X-Gal-Stammlésung

3 M NaCl
0.3 M Trinatriumcitrat
(pH 7.0 mit NaOH)

15% Ficoll 400
200 mM EDTA
0.1% Orange G
10% Glycerin

445 mM Tris/HCI (pH 8.0)
445 mM Borsaure
10 mM EDTA

10 mM Tris/HCI (pH 8.0)
1 mM EDTA

2x SSC
0.1% SDS

0.2x SSC

50% Formamid
5x SSC (pH4.5)
1% SDS

H,O

50% Formamid
2x SSC (pH4.5)
0.2% SDS

H,O

20 mg X-Gal/ml
in N,N-Dimethylformamid
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2.1.3 Gebrauchswaren

Gebrauchswaren, die nicht gesondert aufgefihrt sind, wurden von den Firmen Schtt

bzw. Krannich, Gottingen, bezogen.

Blottingpapier GB-003
Einmalfilter Minisart NML
(Porengréle 0.20 und 0.45 pum)
Filterpapier 0858

Hybond C Membran

Hybond N Membran
Nitrocellulosefilter BA 85
Objekttrager/Deckglaschen
Petrischalen

Pipettenspitzen

Plastikwaren
Polyallomer-Ultrazentrifugenréhrchen
Reaktionsgefale

Rontgenfilme (Hyperfilm™-MP)
Superfrost Plus Objekttrager
Thermo-Fast© 96-well Platten
Ultrazentrifugengefalie
White-colored 384-well Platten
Zentrifugengefalie und -réhrchen

214 Sterilisation

Schleicher & Schiull, Dassel

Satorius, Gottingen

Schleicher & Schiill, Dassel
Amersham, Freiburg
Amersham, Freiburg
Schleicher & Schiill, Dassel
Menzelglaser, Braunschweig
Greiner Nunc., Nurtingen
Eppendorf, Hamburg
Greiner Nunc., Nirtingen
Beckmann, Miinchen
Eppendorf, Hamburg
Amersham, Freiburg
Schitt, Gottingen

ABgene, Hamburg
Beckmann, Miinchen
ABgene, Hamburg

Beckmann, Miinchen

Die Sterilisation von Lésungen erfolgte fir 20 min bei 120°C und 105 Pascal im
Dampfdruckautoklaven (Webeco, Bad Schwartau) oder bei hitzeempfindlichen
Losungen durch Sterilfiltration (Porengrofe: 0.2 um). Gebrauchswaren wurden

entweder autoklaviert oder (iN bei 220°C hitzesterilisiert.
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2.15 Medien, Agarplatten und Antibiotika
2.15.1 Medien fur Bakterien
LB-Medium (pH 7.5): 1% Trypton
0.5%  Hefeextrakt
1% NaCl

LB-Agar enthielt zusatzlich  1.5%  Agar

Das LB-Medium wurde mit bidestilliertem Wasser angesetzt, autoklaviert und bei 4°C

aufbewahrt.

2.15.2 Medien fir die Zellkultur

Die zur Kultur von eukaryontischen Zellen verwendeten Medien wurden gekauft und
vor Gebrauch je nach Kulturbedingungen der Zellen mit FKS, Antibiotika und Glutamin

versetzt und sterilfiltriert. Fir die Zelllinien wurden folgende Medien verwendet:

ES-Zellmedium:
DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle Medium)
0.1 mM nicht essentielle Aminosduren
1 mM Natrium-Pyruvat
10 uM B-Mercaptoethanol
2 mM L-Glutamin
20% FKS
1000 U/ml LIF (Recombinant Leukaemia Inhibitory

Factor)

EmFi- Zellmedium:
DMEM
2 mM L-Glutamin
10% FKS
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Fur die Langzeitlagerung der Zellen in flissigem Stickstoff wurden folgende

Einfriermedien verwendet:

ES-Zellen:
30% ES-Zellmedium
50% FKS
20% DMSO

EmFi-Zellen:
30% EmFi-Zellmedium
50% FKS
20% DMSO
Fur die Préparation von befruchteten Oocyten und zur Kultivierung unter 5% CO,

wurden folgende Medien verwendet:

M2-Medium: 5 ml 10x Hanks
1.25 ml 40x HEPES
165 pl 300x Na-Pyruvat
0.25ml 1 M NaOH
0.5 ml Penicillin (6 mg/ml)
Streptomycin (5 mg/ml)
43 ml Ampuwa
0.2gBSA

M16-Medium: 1 ml 10x EARLE
270 pl 37.5x NaHCO3
3 ul 300x Na-Pyruvat
100 pl Penicillin (6 mg/ml)
Streptomycin (5 mg/ml)
8.6 ml Ampuwa
40 mg BSA

19



2 Material und Methoden

2.1.6 Antibiotika

Von den Antibiotika Ampicillin und Kanamycin wurden Stammldsungen angesetzt, die
steril filtriert und bei -20°C gelagert wurden. Das jeweils bendtigte Antibiotikum wurde

erst nach dem Autoklavieren und Abkihlen der Wachstumsmedien auf 55°C

zugegeben.
Stamml@sung geldst in Endkonzentration
Ampicillin 50 mg/ml H,0 50 ug/ml
Kanamycin 25 mg/ml H,O 50 pg/ml
G 418 40 mg/ml PBS 400 pg/ml
Gancyclovir 100 mM PBS 2 UM
2.1.7 IPTG/X-Gal-Platten

Zur Herstellung von IPTG/X-Gal-Platten (Blau-Weil3-Selektion) wurden dem LB-Agar
(55°C) Ampicillin, IPTG und X-Gal in entsprechenden Konzentrationen zugegeben und

in Petrischalen gegossen. Die Platten wurden bei 4°C gelagert.

Stammldsung geldst in Endkonzentration
X-Gal 2% N,N-Dimethylformamid 0,0004%
IPTG 100 mM H,0 1 mM
2.1.8 Bakterienstamme

Zur Vermehrung der Vektoren bzw. der rekombinanten DNA wurde folgender Wirts-

stamm eingesetzt:

E. coli DH5a Invitrogen, Karlsruhe
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2.1.9 Eukaryotische Zelllinien
RI Embryonale Stammzellen Nagy et al., (1993)
(Passage 11)
EmFi Embryonale Fibroblasten Adham et al., (1997)

2.1.10 Plasmide
pBluescript 11 SK (+/-) Stratagene, La Jolla, USA
PGEM-T easy Promega, Wisconsin, USA
pPPNT Tybulewicz et al., (1991)
puUC 18 Norander et al., (1983)
pZErO-2 Invitrogen, Karlsruhe
Lawrist 7 RZPD, Berlin

2.1.11 Synthetische Oligonukleotide

Alle fur diese Arbeit verwendeten Oligonukleotide wurden von der Firma Qiagen
(Hilden) synthetisiert und im lyophilisierten Zustand erworben, mit Ampuwa auf eine

Konzentration von 100 uM (100 pmol/ul) eingestellt und als Stock bei —20°C gelagert.

Hins21F 5'-GCATCT GCT CCC TCT ACC AG -3
Hin 21R 5-CAAACTGGGTTGTTG CAATG -3
Pelo F11 5'-TGA GCC CAG ACT GTACG -3
Pelo R12 5'-TCT GCA CCT TAG CGT GA -3

Lyk2 5'- GCC GCA AGC TTC CGC ACC TGG GAG AGG -3
HinsR3 5'- GGC AGA AGG ACAGTG ATC TGG -3'

HinsR5 5'- AAA AAA GTG CACCTG ACC CCC TGC-3

Pax 4 F 5'- ATG GCT GTG TGA GCA AGATCC -3

Pax 4 R 5'-TCCAGCTTC CCT TAACTC CAG -3
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MinsL1F
MinsL1R
Hins 11F
Hins 11R
Hins2F
Hins2R

T7

T3

SP6
H-insulinF1
HinsulinR1
M-13F1
M-I13R1
GAPDH F
GAPDHR
Insl6-F2
Insl6-R1
Mins6-F40
Mins6-R30
PCSK-1F
PCSK-1R
PCSK-2F
PCSK-2R
I5KO-F1
PGK3
C-Insl5-F
C-Insl5-R
C-Insl5-F8
C-InsI5-R9
LacZ-F
LacZ-R

5'-GCC GCG CGG CCG CTG AAG GAG CACAGG GCT CAG G -3
5'- GCC GCC CGC GGC GGT CTG GTC CGT GTG TGA CC-3
5'-GCC GCT CTAGATCTG CCATGG CCCTGT GGATGC -3
5'-GCC GCG CGG CCG CCC TGC AGG CTG CGT CTAGTT -3
5'- GCC GCT CTA GAC CTG AGC CCT CCA GGA CAG -3

5'- GCC GCG CGG CCG CGG GAG GGG CTC ACAACAGTG C -3
5'-TAATAC GACTCACTATAG GG -3

5'- ATT AAC CCT TCACTA AAG -3

5'- AGG TGA CAC TAT AGA ATAC -3

5'-AGCCTT TGT GAACCA ACACC-3

5'-GGT TCAAGGGCTTTATTCCA -3

5-TACTGATGC TCCTGG CTC TG -3

5-AGG TCATGATGGGGCTTCTT -3
5'-CACCACCAACTGCTT AGCC-3

5'- CGG ATA CAT TGG GGG TAG G -3

5'- AGA GGA AGA GGA ATC CAG ACC-3'
5-CGAGCATAGTTC CTACGA CAG -3

5'- AAC AGG GCC AAG AAG ACT CA -3

5'-GGC AAC ATG TGG GAACTA GG -3

5'- TCA ACC AGA GCA CAT GAAGC -3
5-GCAGCAGCCTGT CATCTCTA-3

5'- ATG GAG GGC GGT TGT GGA TC -3'

5'-CAG GTACCATTGCTT TGT AAAGAG A -3
5-CCACTAGAGGTCTTAGGATCC-3

5-GGA TGT GGA ATG TGT GCG AGG -3'

5'- GCT GAC CAC ATT GCT TCT CA -3

S-TTT TGC ACA GCA CTC GAAAC -3

5'-CGG ATC TCT CAG GAL AGG AG -3

5'- ACC TCA GCA CAG GGA GAAGA -3

5-TTG GCG TAAGTG AAGCGAC-3

5'-AGC GGC TGATGT TGA ACT G -3
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2.1.12 cDNA-Proben

Verwendete cDNA Sonden fur Northern Blot-Rehybridisierungen:

Tab. 2.1: cDNA-Sonden fir Northern Blot-Rehybridisierungen
cDNA-Sonde Herkunft

B-Actin Clontech, Heidelberg

2.1.13 Mausstamme

Fur die Herstellung von Chimaren und die Riickkreuzung auf Wildtyp-Stdmme wurden
die Mausstamme C57BL und 129/SvJ verwendet. Sowohl die Mduse des Stammes FVB
als auch die transgenen Mause wurden in den institutseigenen Tierstéllen gezuchtet. Die
Embryonen fir die whole mount-in situ-Hybridisierung wurden vom Stamm CD1

prapariert. Die Haltungsbedingungen bestanden aus einem 12 h Hell-Dunkel-Rhythmus

(Hellperiode: 6°°-18% Uhr) bei 22°C und 55 + 5% relativer Luftfeuchtigkeit. Den Tieren
standen eine pelletierte Zuchtdiat (Herilan, Eggersmann, Rinteln) und Wasser ad libitum

zur Verfligung.

2.1.14 Antikorper

1. Antikdrper

Monoklonaler Anti-Insulin Antikorper, (K36aC10), Sigma-Aldrich Chemie,
Taufkirchen

Anti-InsI3-1gG, aufgereinigt aus Polyklonalem Serum, Kaninchen

Anti-Insl5-1gG, aufgereinigt aus Polyklonalem Serum, Kaninchen

Anti-Insl6-1gG, aufgereinigt aus Polyklonalem Serum, Kaninchen
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2. Antikoérper (alle von Sigma-Aldrich Chemie, Taufkirchen)

Polyklonales Ziege-Anti-Maus-1gG-Alkalische Phosphatase-Konjugat,

Polyklonales Schaf-Anti-Kaninchen-1gG-Alkalische Phosphatase-Konjugat

Polyklonales Schaf-Anti-Kaninchen-1gG-Cy3-Konjugat

Polyklonales Ziege-Anti-Kaninchen-1gG-FITC-Konjugat

2.1.15 Kits

DIG Nucleic Acid Detection Kit
DIG-RNA Labelling Kit
DYEnamic™ ET terminator cycle
sequencing premix Kit

Endo Free® Plasmid Maxi Kit

PCR Purification Kit

Picogreen® Quantification Kit
pGEM®-T Easy Vector System |
QIAquick® Gel Extraction Kit
QIAshredder™ Mini Spin Sdule
QuantiTect™ SYBR® Green PCR Kit
Ready prime™ II random labelling System
RNeasy Mini Kit

2.1.16 Gerate

Beckman J2-21 Ultrazentrifuge
Branson Sonifier 250
CASA System

Dampfdruckautoklaven

Roche Diagnostics, Mannheim
Roche Diagnostics, Mannheim
Amersham, Freiburg

Qiagen, Hilden

Qiagen, Hilden

Invitrogen, Karlsruhe

Promega, Mannheim

Qiagen, Hilden

Qiagen, Hilden

Qiagen, Hilden

Amersham Pharmacia Biotech, Freiburg

Qiagen, Hilden

Beckman Coulter, Miinchen
Heinemann, Schwabisch Gmiind
Hamilton Thorne Research

Webeco, Bad Schwartau
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Elektroblotter Fastblot B44
Entwickler Curix 60

Eppendorf Zentrifuge 5415 D
Fotostereomikroskop SZX12
Gamma-Counter PC-RIA.Mas
GeneAmp PCR System 9600
Microtom Jung RM 2035
Mikroliterpipetten Pipetman® Gilson
Mikroskop BX 60

MWG Primus96”"* Thermocycler
Paraffin-Einbettungsstation

Personal Molecular Imager FX
Phosphor-Imager

Sequenzierer Modell Megabace 1000
Spectrophotometer Ultraspec 3000
SpeedVac concentrator SVC 100H
Thermomixer 5436
Turbo-Blot-Apparatur

UV Stratalinker™ 1800
Video-Dokumentationssystem

Xell SureLock™ Elektrophoresekammer

Whatman Biometra, Gottingen

Agfa, Minchen

Eppendorf, Hamburg

Olympus, Minchen

Stratec Biomedical Systems, Birkenfeld
Perkin Elmer, Finnland

Leica, NuRloch

Abimed, Langenfeld

Olympus, Minchen

MWG Biotech, Krannich, Gottingen
Shandon, Frankfurt a.M.

B1O-RAD Laboratories, Munchen
B1O-RAD Laboratories, Munchen
Amersham, Freiburg

Amersham Pharmacia Biotech, Freiburg
Schitt, Gottingen

Eppendorf, Hamburg

Schleicher & Schill, Dassel

Leica, NuRloch

Herolab, Heidelberg

Invitrogen, Karlsruhe
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2.2 Methoden

Die in dieser Arbeit durchgefihrten Experimente wurden, wenn nicht anders
beschrieben, im wesentlichen nach den Standardmethoden ausgefihrt, die in ,,Molecular
Cloning* (Sambrook et al., 1989) und ,,Current Protocols in Molecular Biology*
(Ausubel et al., 1992) beschrieben werden.

2.2.1 Methoden zur Isolierung von Nukleinsauren

2211 Isolierung von Plasmid DNA
(Sambrook et al., 1989)

2.2.1.1.1 Minipréaparation von Plasmid-DNA

Diese Methode dient der schnellen Isolierung kleiner Mengen Plasmid-DNA, wobei die
Qualitat der DNA fir eine Restriktionsanalyse sowie fur die Sequenzierung ausreichend
ist. 5 ml LB-Medium (mit 50 ug/ml Antibiotikum) wurden mit einer Einzelkolonie
angeimpft und N bei 37°C unter Schitteln inkubiert. Aus 600 ul der Kultur wurde mit
200 ul Glycerin ein Stock angelegt und dieser bei -80°C aufbewahrt. Der Rest der
Bakteriensuspension wurde bei 4000x g fur 15 min auf 4°C abzentrifugiert. Das Pellet
wurde in 100 ul Resuspension-Losung (P1) wieder in Ldsung gebraucht und in ein
Eppendorfgefal? transferiert. Der Aufbruch der Zellen erfolgte durch Zugabe von 200 pl
Lysispuffer (P2). Nach einer Inkubationszeit von 5 min bei RT wurde die Suspension
mit 150 pl Neutralisierungspuffer (P3) gemischt. Die Zelltrimmer wurden mittels
Zentrifugation bei 12000x g fir 15 min pelletiert, der Uberstand in ein neues
Eppendorfgefal} tberfuhrt und die Zentrifugation wiederholt. Die obere Phase wurde
abgenommen und in ein frisches EppendorfgefaR Gberfihrt. Die Fallung der Plasmid-
DNA erfolgte durch Zugabe von 2.5 Vol. 100% Ethanol ftr 30 min bei 4°C. Durch den
anschlieBenden Zentrifugationsschritt mit 12000x g fir 30 min bei RT wurde die DNA
pelletiert, das Pellet mit 70%-igem Ethanol gewaschen, luftgetrocknet und in 30 ul H,O

aufgenommen.
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221172 Endotoxin-freie Maxipraparation von Plasmid-DNA

Fur die Transfektion von DNA in eukaryotische Zellen wurde das Plasmid mit dem
EndoFree Plasmid Maxi-Kit (Qiagen, Hilden) Endotoxin-frei prépariert. Dazu wurden
100 ml GN-Bakterienkultur abzentrifugiert und mittels alkalischer Lyse aufgeschlossen.
Zelltrimmer, Proteine und Salzkomplexe wurden durch Filtration in der QIAfilter Maxi
Cartridge abgetrennt, das Lysat tber eine aquilibrierte Sdule gegeben, die gebundene
DNA gewaschen und in ein steriles, Endotoxin-freies Zentrifugenrohrchen aus Glas
eluiert. Nach der Prazipitation mit 0.7 Vol. Isopropanol wurde das Pellet mit 70%igem
EtOH (hergestellt mit Endotoxin-freiem H,O aus dem Kit) gewaschen, luftgetrocknet

und in 100-200 pul ebenfalls Endotoxin-freiem TE-Puffer aufgenommen.

2.2.1.2 Isolierung genomischer DNA aus Geweben
(Laird et al., 1991)

Die Isolierung genomischer DNA aus Schwanzspitzen von Mausen bzw. aus Gewebe
fir eine anschlieBende Genotypisierung wurde nach der Methode von Laird et al.,
(1991) durchgefuhrt. Hierbei bleibt die DNA durch eine Behandlung mit Proteinase K
vor dem Verdau durch endogene Nukleasen geschutzt.

0.5 cm der Schwanzspitze von etwa 3 Wochen alten Mausen bzw. 1 bis 2 g Gewebe
wurden in 700 ul Lysis-Puffer unter Zugabe von 35 ul Proteinase K (10 pg/pl) bei 55°C
UN unter Schutteln inkubiert. Nach einer Phenol/Chloroform-Extraktion wurde die
DNA mit 0.7 Vol. Isopropanol bei RT prazipitiert und durch eine anschlielende
Zentrifugation mit 12000x g bei RT fir 10 min pelletiert. Nach einem Waschschritt mit
500 ul 70%igem Ethanol wurde das DNA-Pellet in 100-200 pl H,O bei 60°C gel6st und
bis zur Analyse bei 4°C gelagert.

2.2.1.3 Isolierung genomischer DNA aus ES-Zellen

Die 24 Well-Platten mit den ES-Zellen wurden mit PBS gewaschen und mit 500 pl ES-
Lysispuffer pro ES-Zellklon UN bei 37°C inkubiert. Nach erfolgter Zelllyse wurde die
DNA mit 500 pl Isopropanol geféllt und 15 min bei RT inkubiert. Der Uberstand wurde
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danach vorsichtig entfernt. Nach dem Waschen mit 1 ml 70%igem Ethanol wurde die
DNA in 80 ul TE-Puffer aufgenommen. Die DNA wurde bei offenem Deckel bei 60°C
fir 15 min gelost und dabei noch vorhandene Ethanolriickstdnde verdampft. Die
genomische DNA konnte nun restriktionsenzymatisch geschnitten, tiber ein analytisches

Agarosegel aufgetrennt und einem Southern-Transfer unterworfen werden.

2214 Isolierung von Gesamt-RNA aus Geweben

Alle fiir die Experimente mit RNA benutzen Glaswaren und Ldésungen wurden mit
0.1%igem DEPC fiir 12 h behandelt, um sie von RNasen zu befreien. Zur Zerstérung
des DEPC wurde anschlieBend fir 20 min autoklaviert. Alle Glaswaren wurden fur
mehrere Stunden bei ca. 200°C sterilisiert. Bei der Gewebepraparation wurde mit
Handschuhen gearbeitet und das frisch praparierte Gewebe bis zur RNA-Isolierung bei
-80°C gelagert. Die Arbeitsschritte wurden nach Mdéglichkeit auf Eis oder im Kihlraum
durchgefhrt.

2.2.1.4.1 Isolierung von RNA durch Fallung
(modifiziert nach Chomczynski und Sacchi, 1987)

100 mg frisches Gewebe wurde in 1 ml Total RNA Isolation Reagent (Biomol,
Hamburg) gegeben, mit einem Glas-Teflon Werkzeug homogenisiert und die
Suspension 5 min auf Eis inkubiert. Nach Zugabe von 0.2 Vol. vorgekihltem
Chloroform wurde der Ansatz vorsichtig geschwenkt und flr weitere 10 min auf Eis
inkubiert. Die Probe wurde dann mit 12000x g bei 4°C fir 15 min zentrifugiert, der
wassrige Uberstand wurde zur Fallung der RNA mit 0.6 \Vol. Isopropanol auf Eis fiir 10
min inkubiert und die RNA anschlieBend durch Zentrifugation (20 min, 4°C, 10000x g)
pelletiert. Danach wurde das RNA-Pellet in 70% Ethanol resuspendiert, erneut

sedimentiert und in DEPC-H,O gelost. Die isolierte RNA konnte flr reverse

Transkriptase-Reaktionen und Northern Blot-Analysen eingesetzt werden. Nach der
Konzentrationsbestimmung wurde die RNA in 20 pg-Aliquots aufgeteilt und bis zur
weiteren Verwendung bei -80°C aufbewahrt.
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2.2.1.4.2 Isolierung von RNA Uber die Saule

Um geringe Mengen RNA z. B. fur eine RT-PCR aus wenig Gewebe zu erhalten, wurde
eine Praparation mit dem RNeasy Mini Kit von Qiagen vorgenommen. Hierzu wurden
30 mg Gewebe in 600 pl RLT-Puffer (beinhaltet B-Mercaptoethanol) mit einem Glas-
Teflonwerkzeug homogenisiert, auf eine QIAShredder-Saule mit Sammelgefal
uberfuhrt und bei 12000x g bei RT flr 2 min zentrifugiert. Zur Pelletierung der in das
Filtrat gelangten Verunreinigungen wurde das Filtrat 3 min zentrifugiert. Zum
Uberstand wurde 1 Vol. 70%iges Ethanol gegeben, die Losung auf die RNeasy mini
Spin-Sédule uberfuhrt und 30 s mit 8000x g bei RT zentrifugiert. Die in dem Filter
gebundene RNA wurde erst mit 700 pl RW1-Puffer und danach 2x mit 500 pl RPE-
Puffer durch 30 s Zentrifugieren gewaschen. Die Trocknung der Membran erfolgte
durch 2 min zentrifugieren mit 8000x g bei RT. Zum Schluss wurde die RNA mit 50 pl
RNase-freiem H,O aus dem Filter eluiert. Die Konzentration betrug 0.3-1.5 pg/pl.

2.2.2 Konzentrationsbestimmung von DNA und RNA

Die exakte Konzentrationsbestimmung von Nukleinsduren ist fur die Durchfuhrung der
meisten molekularbiologischen Analysen unabdingbar. Die Konzentrationen wurden
mit einem Spektralphotometer gemessen. Nach Abgleichen der Nullwerte konnten das
Absorptionsmaximum der gemessenen Nukleinsauren (bei 260 nm) bestimmt und
gleichzeitig Verunreinigungen durch Proteine (bei 280 nm) bzw. Salze (bei 230 nm)
festgelegt werden. Die Nukleinsaurekonzentration wurde nach folgender Formel

C = Konzentration der gemessenen Probe

E = Extinktion

f = Verdinnungsfaktor

¢ = Konzentrationgtandard /EXxtinktiongtandard
fiir doppelstrangige DNA: ¢ =0,05 ug/ul
fur einzelstrangige DNA: ¢ =0,025 pg/ul
fir RNA: ¢ =0,04 ug/ul

E 230 = Absorptionsmaximum von Salzen

E 260 = Absorptionsmaximum von DNA/RNA

E 2g0 = Absorbtionsmaximum vieler Proteine

E 320 = Nullwert
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Der Quotient E,z)/E,g, ist ein Mal fir die Reinheit der DNA und sollte 2.0 + 0.2

betragen.
2.2.3 Enzymatische Modifikation von DNA
2.2.3.1 Restriktionsenzymatische Spaltung von DNA

Restriktionsendonukleasen erkennen spezifische Nukleotid-Sequenzen (4-8 bp) und
spalten endonukleolytisch. Die Spaltung von DNA durch die Restriktionsendonukleasen
erfolgte in einem Volumen von mindestens 20 ul bei der enzymspezifischen Temperatur
(37°C, normalerweise) fir 1-3 h, wobei pro pg DNA 2-10 U des jeweiligen
Restriktionsenzyms eingesetzt wurden. Fir Doppelspaltungen wurde entweder ein flr
beide Enzyme geeigneter Puffer genommen oder es wurde zun&chst nach Verdauung
des ersten Enzyms die DNA ausgefallt, in H,0 geloést und mit dem zweiten

Restriktionsenzym geschnitten. Die so gespaltene DNA wurde anschlieBend fir
weiterflihrende Analysen, wie z.B. gelelektrophoretische Auftrennungen, Isolierungen
von DNA-Fragmenten, etc. verwendet. Restriktionsreaktionen von genomischer DNA
wurden UN bei 37°C inkubiert.

2.2.3.2 Ligation eines DNA-Inserts in einen Plasmid-Vektor

Die geschnittenen, isolierten und bei Bedarf aufgefiiliten DNA-Fragmente koénnen
direkt in die komplementédren Restriktionsschnittstellen der Plamid-Vektoren ligiert

werden. Fir den 10 pl Ligationsansatz wurde folgende Reaktion eingesetzt:

30 ng Vektor-Plasmid-DNA

50-100 ng DNA-Insert (1:3, Vektor: Insert Verhaltnis)
1 pl 10x Ligationspuffer

1 pl T, DNA-Ligase (5 U/ul)

Der Ansatz wurde je nach Protokoll mit dem jeweiligen Vektor entweder N bei 16°C
oder bei 4°C inkubiert.
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2.2.3.3 TA-Klonierung
(Clark, 1988; Hu, 1993)

Zur Klonierung von PCR-Produkten wurde das pGEM-T easy Vektorsystem genutzt.
Das System enthilt linearisierten Vektor mit 3"-T-Uberhangen, die kompatibel zu den
3"-A-Uberhangen von PCR-Fragmenten sind, die von den meisten DNA-Polymerasen

erzeugt werden. Zur Ligation in diese Vektoren wurde UGN bei 4°C inkubiert.

2.2.3.4 Dephosphorylierung von Plasmid-DNA  mit alkalischer
Phosphatase (CIAP)

Bei diesem Verfahren werden Phosphat-Reste am 5" -Ende von DNA-Molekiilen, die bei
der restriktionsenzymatischen Spaltung (s. 2.2.3.1) entstehen, durch eine alkalische
Phosphatase (AP) entfernt. Dadurch wird die Religation von Vektoren verhindert und
somit die Rate der rekombinanten Klone erhtht. Zur Phoshatase-Behandlung wurde die
,»calf intestinal alkaline Phosphatase (1 U/ul) der Firma Invitrogen (CIAP) verwendet.
Fur 5°-0berhédngende Enden aus restriktionsenzymatischen Spaltungen von bis zu 20 pg
Vektor-DNA (3.0 kb) wurde standardmaRig 1 pl CIAP (1 U) in folgendem Ansatz
eingesetzt und 30 min bei 37°C dephosphoryliert:

1l CIAP (Invitrogen, 1 U/ul)
9 ul Verdiinnungspuffer (Invitrogen, + Zn*)
10 pl 10x CIAP-Puffer (Invitrogen)
X pl DNA (<20 pg)
ad 100 pl H.O

Fur 3’-Uberh&dngende Enden oder ,blunt-ends* aus restriktionsenzymatischen
Spaltungen von bis zu 5 pg Vektor-DNA wurden 5 pl CIAP (5 U) in folgendem Ansatz
eingesetzt und fir 1 h bei 50°C dephosphoryliert:

5ul CIAP (Invitrogen, 1 U/ul)
Sul Verdiinnungs-Puffer (Invitrogen, + Zn®*)
10 pl 10x CIAP-Puffer (Invitrogen)
X pl DNA (<5 o)
ad 100 pl H,O
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Die alkalische Phosphatase wurde nach der Dephosphorylierung bei 75°C
hitzeinaktiviert und die Vektor-DNA bei —20°C gelagert.

2.2.3.5 Auffillreaktion
(Costa und Weiner, 1994)

Wurden flr Klonierungen DNA-Fragmente mit glatten Enden (blunt ends) bendtigt, um
so nicht kompatible DNA-Uberhange in blunt end-vorbereitete Vektoren zu ligieren,
wurden diese durch eine Reaktion mit dem Klenowfragment aufgefillt. 0.1-4 pg von
verdauter DNA wurden in 50 pl-Reaktionen mit 0.05 mM dNTPs und 1-5 U
Klenowfragment mit Reaktionspuffer gemischt und 15 min bei 37°C inkubiert.
AnschlieRend wurde durch Hitze (10 min, 75°C) inaktiviert.

2.2.4 Plasmidtransformation in kompetente Bakterien
(Ausubel et al., 1994)

50 ul kompetente E. coli DH5a Zellen (Invitrogen) wurden auf Eis aufgetaut und nach
Zugabe von maximal 5 pl (1-10 ng) des zu transformierenden Plasmids (2.2.1.1) oder 1-
3 pl des Ligationsansatzes (2.2.3.2) den Herstellerangaben folgend 30 min auf Eis
inkubiert. Nach ,,Hitzeschock* bei 37 °C flr 45 s wurden die Zellen 2 min auf Eis
inkubiert und nach Zugabe von 950 pl SOC-Medium (Invitrogen) 1 h bei 37°C, 200
rpm inkubiert. Je 50 pl und 100 pl der homogenen Zellsuspension wurden auf
Selektionsplatten ausplattiert und GN bei 37 °C im Brutschrank inkubiert. Zur Plasmid-
Isolierung wurden Einzelkolonien in 5 ml LB-Medium mit dem entsprechenden
plasmidkodierten Antibiotikum tberfuhrt, GN bei 37° C im Schuttler inkubiert und die
Plasmid-DNA wie unter (2.2.1.1) beschrieben isoliert.
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2.2.5 Gelelektrophorese von Nukleinsauren

Die durch Restriktionsendonukleasen gespaltene DNA wird im elektrischen Feld
aufgetrennt. Die Wanderungsgeschwindigkeit der Fragmente hangt von deren Grolie,
der angelegten Spannung, der Agarosekonzentration sowie der Pufferzusammensetzung

und der Pufferkonzentration ab.

2.25.1 Horizontalgelelektrophorese

Die horizontale Gelelektrophorese wurde hauptsachlich zur Auftrennung restringierter,
rekombinanter DNA, zur Insertisolierung spezifischer DNA-Fragmente oder zur
Kontrolle von PCR-Produkten verwandt. Dazu wurde die Agarose (0.8-2%ige Gele je
nach GroRe der zu trennenden Fragmente) in 100 ml 0.5x TBE-Puffer durch Kochen
gelost, auf 60°C abgekuhlt und nach Zusatz von 4 ul Ethidiumbromid (10 mg/ml) in die
vorgefertigten Geltrager uberfiihrt. Ethidiumbromid ist ein Fluoreszenzfarbstoff, dessen
flaches mehrgliedriges Ringsystem zwischen benachbarten Basenpaaren interkaliert und
so eine Sichtbarmachung unter UV-Licht ermdglicht. Nach vollstandiger Verfestigung
des Gels wurde die Elektrophorese in einer mit 0.5x Laufpuffer gefillten Gelkammer
bei konstanter Voltzahl (6-8 VV/cm) durchgefihrt.

2.25.2 Vertikalgelelektrophorese

Die vertikale Gelelektrophorese wurde zur Auftrennung der enzymverdauten
genomischen DNA verwendet. Die geringe Dicke des Gels gewéhrleistet eine bessere
Ubertragung der DNA beim Blotten. Zum Abdichten der Innenkammer wurde ein
2%iges Sockelgel aus Agarose gegossen und nach der Erhartung ein 0.8%iges Gel
darliber geschichtet. Als Elektrophoresepuffer wurde 1x E-Puffer benutzt. Die
Elektrophorese wurde UN bei 15-20 V unter standigem Umwalzen (Peristaltikpumpe

Ismatec Sa, Ziirich) des Laufpuffers durchgefiihrt.
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2.25.3 Elektrophorese von RNA im Agarosegel
(Hodge et al., 1994)

Um die Riickbildung der Sekundarstruktur der RNA wahrend der Gelelektrophorese zu
verhindern, wurde dem 1%igen Agarosegel (gelost in 1x MOPS-Puffer, angesetzt mit
DEPC-H,0) eine Formaldehyd-L6sung zugesetzt (Endkonzentration: 6.6%). Die RNA-

Proben mussten vor der Auftrennung folgendermalien behandelt werden:

X ul 10-20 pg Gesamt-RNA

2 ul 10x MOPS-Puffer

8 ul deionisiertes Formamid

3ul Formaldehyd (37%ige Losung)

1.5 ul Ethidiumbromid

20 pl Gesamtansatz, aufgefullt mit DEPC-H,0

Dieses Gemisch wurde dann bei 65°C fir 10 min denaturiert und fur 5 min auf Eis
gestellt. Die RNA-Proben wurden mit 0.2 Vol. Stop-Mix versetzt und mit 60 V bei 4°C

gelelektrophoretisch aufgetrennt.

2.2.6 Isolierung von DNA-Fragmenten aus Agarosegelen

Diese Methode wurde eingesetzt, um DNA-Fragmente zur Sequenzierung sowie fir
Hybridisierungs- und Klonierungsexperimente zu isolieren. Hierflir kam das
Fertigsystem QIAquick® Gel Extraction Kit zum Einsatz. Die entsprechende DNA-
Bande wurde nach gelelektrophoretischer Auftrennung auf einem Transilluminator
unter langwelligem UV-Licht (366 nm) mit einem sterilen Skalpell herausgeschnitten
und nach Herstellerangaben isoliert. Die Agarose wurde anschliefend nach Zugabe von
3 Vol. QG Puffer 10 min bei 50°C irreversibel aufgeldst und die DNA nach dem von
Vogelstein und Gillespie (1979) beschriebenen Prinzip in QIlAquick Sdulen an
Anionenaustauschersilikat gebunden, mit 0.75 ml PE Puffer gewaschen und mit EB-
Puffer  eluiert.  Ein  Aliquot der aufgereinigten DNA  wurde  zur

Konzentrationsbestimmung auf ein Agarosegel aufgetragen.
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2.2.7 Methoden der Polymerasekettenreaktion (PCR)
(Saiki et al., 1985)

Mit der Methode der PCR (Polymerase-Kettenreaktion) werden DNA-Templates
sequenzspezifisch amplifiziert. Dazu wird die DNA zuerst hitzedenaturiert
(Denaturierung), darauf binden die Oligonukleotidprimer in einer Anlagerungsreaktion
an den komplementdaren Strang (Anlagerung), und die Polymerase synthetisiert die
DNA zwischen den Primern (Verldngerung). Die meist verwendete Tag DNA
Polymerase (Chien et al., 1976) verfugt Uber einen hitzelabilen Inhibitor, der wéhrend
der Denaturierung inaktiviert wird und damit die Durchfuhrung einer hot start PCR
mdoglich macht, wodurch die Entstehung unspezifischer Amplifikate wahrend des ersten
Zyklus vermieden wird. Es wurden zwei verschiedene Thermocycler verwendet, wobei
entweder 0.2 oder 0.5 pl-Reaktionsgefale verwendet und bei dem Thermocycler ohne
Deckelheizung die Ansétze mit Mineraldl (iberschichtet wurden.

2.2.7.1 PCR an Plasmid-DNA

Eine PCR an Plasmid-DNA wurde durchgefuhrt, um Fragmente zu erhalten, die nicht
Uber eine restriktionsenzymatische Spaltung isoliert werden konnten. Dazu wurde

folgender Reaktionsansatz hergestellt:

x il Template-DNA (10 ng)
1pl Primer 1 (10 pmol/ul)
1pl Primer 2 (10 pmol/ul)
lul 10 mM dNTPs
5ul  Tag-Polymerase Puffer (10x)
1.5ul 50 mM MgCl,
0.5ul  Tag-Polymerase (5 U/ul)
ad 50 pl H,0
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Der Reaktionsansatz wurde folgendem Zyklus 15-35x im Thermocycler unterworfen:

30s 95°C Denaturierung
30-90s 50-65°C Annealing
30-90 s 72°C Elongation

Vor Beginn des ersten Zyklus wurde die DNA 5 min bei 95°C denaturiert. An den
letzten Zyklus schloss sich ein weiterer Verlangerungsschritt von 10 min bei 72°C an.
Nach Abschluss der PCR wurde zur Kontrolle 1/10 des Ansatzes mit Stopmix gemischt,
je nach GroRe des erwarteten PCR-Produkts auf ein 1-1.5%iges Agarosegel aufgetragen

und elektrophoretisch aufgetrennt.

2.2.71.2 PCR an genomischer DNA

Zur Amplifikation spezifischer Sequenzen genomischer DNA wurde diese wie unter
2.2.1.2 beschrieben extrahiert und mit folgenden Substanzen in einem Reaktionsansatz

zusammengegeben:

X ul DNA (300-500 ng)
0.5l Primer 1 (10 pmol/pul)
0.5 ul Primer 2 (10 pmol/ul)
0.5ul dNTPs (10 mM)
2.5 ul Tag-Polymerase Puffer (10x)
0.75ul  MgCl, (50 mM)
0.25 ul Tag-Polymerase (5 U/ul)
ad 25 ul H>O

Fur jede Primerkombination wurden die MgCl,- und dNTP-Mengen optimiert und
optional DMSO zu der Reaktion zugegeben. Die Dauer des Verlangerungsschrittes
wurde nach der Lange des zu amplifizierenden Fragmentes (1 kb ~ 1 min) und die
Anlagerungstemperatur nach dem Schmelzgrad der jeweiligen Primer gewahlt. Die PCR
begann mit einer initialen Denaturierung fiir 5 min bei 95°C, der Zyklus wurde zumeist

35x wiederholt und nach dem letzten Zyklus ein weiterer Verlangerungsschritt fir 10
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min bei 72°C durchgefuhrt. Nach der Amplifikation wurde der gesamte Reaktionsansatz

in einem 1%igen Agarose-Gel aufgetrennt.

2.2.7.2.1 Analytische PCR an genomischer DNA von knock-out und transgenen

Mausen

Fir die Genotypisierung von transgenen Méusen wurde folgende Reaktionen angesetzt:

1,15-0 und I1,15-1 Mause:

1l DNA (300-500 ng)
1pl HinsR3 (10 pmol/ul)
1l Lyk2 (10 pmol/ul)
1l dNTPs (10 mM)
5ul Taq Polymerase buffer (10x)
5ul DMSO
1l MqgCl,
0.5 ul Taq Polymerase (5 U/ul, Finnzym)
35 ul H,O
1,13-2 Mause:
1l DNA (300-500 ng)
1l HinsR5 (10 pmol/pul)
1l Lyk2 (10 pmol/ul)
1 pl dNTPs (10 mM)
5ul Taq Polymerase buffer (10x)
5ul DMSO
1l MgCl,
0.5 ul Taq Polymerase (5 U/ul, Finnzym)
34.5 pl H,0
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Fur die Genotypisierung von knock out-Mdausen wurde ein zusatzliches Primerpaar
eingesetzt, so dass ein Wildtyp- und ein mutiertes Allel unterschiedlicher Lange

amplifiziert werden konnten. Dazu wurde folgender Reaktionsansatz zusammen

gegeben:
Pax4 Mause:
1l DNA (300-500 ng)
0.5 ul Pax4 F (10 pmol/ul)
0.5 ul Pax4 R (10 pmol/ul)
0.5 ul LacZ F (10 pmol/ul)
0.5 ul LacZ R (10 pmol/ul)
0.2 ul dNTPs (10 mM)
2.5 ul Taq Polymerase buffer (10x)
0.5 ul Taqg Polymerase (5 U/ul, Finnzym)
ad 25 pl H.O
InsI5-Mause:
0.5l DNA (300-500 ng)
0.5 ul C-InslI5F8 (10 pmol/ul)
0.5 ul C-InsI5R9 (10 pmol/ul)
0.5 ul I15ko-F1 (10 pmol/ul)
0.5 ul Pgk3 (10 pmol/ul)
0.5l dNTPs (10 mM)
2.5 ul Taq Polymerase buffer (10x)
0.75 ul MgCl; (50 mM)
0.25 pl PLATINUM Taq Polymerase (5 U/ul)
ad 25 pl H.0O

Die DNA wurde Uber 35 Zyklen nach folgendem Programm in Thermocycler

amplifiziert:

I,15-0 und I1,15-1 Méause:

30s 94°C Denaturierung
30s 54°C Annealing
45s 72°C Elongation
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1,13-2 Mause:
30s 94°C Denaturierung
45s 58°C Annealing
1 min 72°C Elongation
Pax4 Mause:
1 min 94°C Denaturierung
1 min 60°C Annealing
2 min 72°C Elongation
InsI5-Mause:
30s 94°C Denaturierung
30s 58°C Annealing
45s 72°C Elongation

Vor Beginn des ersten Zyklus erfolgte eine initiale Denaturierung fir 5 min bei 94°C,
an den letzten Zyklus schloss sich ein weiterer Verlangerungsschritt von 10 min bei
72°C an. Nach der Amplifikation wurde der gesamte Reaktionsansatz in einem

1.5%igen Agarose-Gel aufgetrennt.

2.2.7.3 Genotypisierung mittels quantitativer Real-Time-PCR

Die Unterscheidung zwischen hemi- und homozygotem Zustand bei transgenen Mausen
wurde durch die Quantifizierung des Testamplikons relativ zu einem Referenzamplikon
mittels quantitativer Real-Time-PCR ermdglicht. Die Vorgehensweise entsprach
weitestgehend dem von Boehm et al. (2004) beschriebenen Verfahren zur Bestimmung
subtelomerer Deletionen bzw. Duplikationen.

Real-Time quantitative PCR bezeichnet ein PCR-Verfahren, bei dem wahrend der
Reaktion die Menge der entstandenen Produkte in Echtzeit gemessen wird. Die

Messung der Produktzunahme geschieht anhand von Fluoreszenzlicht, welches in
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Abhangigkeit von der Produktmenge emittiert wird. Eine Mdglichkeit zur Generierung
produktabhéngiger Fluoreszenz bieten dsDNA-bindende Fluoreszenzfarbstoffe. In
dieser Arbeit wurde der Cyaninfarbstoff SYBR-Green | (Jin et al., 1994; Singer et al.,
1994), welcher als ,,QuantiTect™ SYBR®-Green PCR Master Mix“ von der Firma
Qiagen  vertrieben wird, verwendet. Der Farbstoff bindet weitgehend
sequenzunspezifisch in der kleinen Furche doppelstrangiger DNA, mit einer etwa
100fach hoheren Affinitat als Ethidiumbromid. Das derart gebundene SYBR-Green
fluoresziert nach Anregung etwa 1000fach stérker als der freie Farbstoff, weshalb
SYBR-Green sehr gut geeignet ist, die Akkumulation doppelstréngiger PCR-Produkte
sichtbar zu machen (Morrison et al., 1998). SYBR-Green lasst sich in Gegenwart von
doppelstrangiger DNA mit Blaulicht (480 nm) anregen und zeigt ein
Emissionsspektrum mit einem Maximum bei 520 nm (Abb. 2.1).

Denaturierung

NI JIREEERC 10NN SRR SRS TOeeeeID ~Annealing"

”’QQ@ Verlangerung

Abb. 2.1: Bindung von SYBR-Green an dsDNA. Der SYBR-Green-Fluoreszenzfarbstoff bindet

interkalierend an doppelstrangige DNA und emittiert daraufhin ein Fluoreszenzsignal (Qiagen).

Die Analyse wurde in weiRen 384-Well-Platten mit dem ,,ABI Prism 7900T Sequence
Detection System* durchgefiihrt. Dieses System arbeitet mit einem Temperatur-Cycler
und einem Laser, der zu jedem der 384 Reaktionsansatze gelenkt wird und diese anregt.
Uber ein ladungsempfindliches Detektionssystem erfolgt die Messung der Fluoreszenz
jeder Probe, die durch an die dsDNA gebundenes SYBR-Green emittiert wird. Die
Daten wurden mit Hilfe der Sequenz-Detektionssystem-Software (SDS Version 2.1, PE
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Applied Biosystems) quantifiziert, exportiert und in Excel (Microsoft) grafisch
ausgewertet.

Die Reaktionsansatze enthielten je 25 pmol der Oligonukleotide und 5 pl 2x
QuantiTect™ SYBR®-Green PCR Master Mix. Letzterer enthalt die HotStarTagq™
DNA-Polymerase in einem optimierten Puffer, dNTP-Mix (mit dUTP-Additiv), den
SYBR®-Green | Fluoreszenz-Farbstoff und ROX Farbstoff als passive Referenz. Jedem
Ansatz wurden schlieflich entweder Verdinnungen der Kontroll-DNA eines
hemizygoten transgenen F;-Tieres der jeweiligen Linie in einer Endkonzentration von
20.0 ng/ul, 10.0 ng/ul, 5.0 ng/ul, 2.5 ng/ul, 1.25 ng/pl und 0.625 ng/ul, DNA eines
definitiv hemizygoten Tieres und Proben-DNA von Mé&usen der entsprechenden Linie in
einer Endkonzentration 5 ng/ul zugegeben. Alle Primer wurden unter identischen
Bedingungen amplifiziert.

Um das Auftreten von unspezifischen Produkten auszuschliel}en, wurde nach Abschluss
der Amplifikation routineméfig eine Schmelzkurvenanalyse durchgefiihrt. Dabei wurde
kontinuierlich die Fluoreszenz (F) bei steigender Temperatur (T) gemessen und die
Steigung dF/T (1. Ableitung) errechnet. Diese wurde gegen die Temperatur
aufgetragen und damit die Maxima bei den primerspezifischen Schmelztemperaturen
aufgezeigt. Zusétzliche Maxima verrieten unspezifische Produkte wie z.B. Primer-
Dimere.

Folgendes Programm wurde fiir alle Primer verwendet:

50°C 2 min

95°C 15 min Vordenaturierung
94°C 155 h Denaturierung
60°C 30s > 40 Zyklen Annealing

72°C Imin Elongation

94°C 15s )

60°C 15s > Schmelzkurve
95°C 15s ,

Die relative Quantifizierung der initialen Kopienzahl erfolgt bei der Real-Time-PCR
anhand des Verhaltnisses der Kopienzahl des zu untersuchenden Amplikons und zweier
Referenzamplikons, die unter identischen Bedingungen amplifiziert werden. Bei der
Auswertung wird ein Signal-Schwellenwert definiert, bei welchem sich jede

Einzelreaktion in der exponentiellen Phase befindet. Der Zeitpunkt (in Zyklen), zu dem
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das Signal diesen Schwellenwert erreicht, wird als Schwellenwertzyklus oder C+-Wert
bezeichnet. Dieser Cr-Wert korreliert mit der Anzahl der Kopien, die fur die Reaktion
eingesetzt wurden. Wie in Abb. 2.2 gezeigt, resultiert eine hthere oder niedrigere
Anfangskopienzahl in einem signifikant friheren oder spateren Anstieg der

Fluoreszenz-Emission.

—a— Sample A
—e— Sample B '3

Log-linear

Threshold

hdl -
0 Baseline '
| I I |

0 10 20 30 40
Abb. 2.2: Amplifikationsgraf: Anstieg der Fluoreszenz zweier Proben (A und B). Probe A enthélt eine

héhere Ausgangsmenge der Matrize als Probe B. Die Amplifikationskurve schneidet den Schwellenwert

beim Schwellenwertzyklus (Qiagen).

Die gewonnen Daten wurden in Excel importiert und gegen das homozygote Referenz-
Amplikon durch  Berechnung des Verhaltnisses  Cr-testamplikon/CT-Referenzamplikon
normalisiert. Dadurch werden die Menge und die Qualitdt genomischer DNA fir jede
Probe normalisiert (Boehm et al., 2004).

Das Verhaltnis Crestamplikon/Creferenzamplikon d€r hemizygoten transgenen Kontrolltiere
wurde einem Wert zugeordnet, welcher abh&ngig von der Anzahl der integrierten
Kopien des zu untersuchenden Konstrukts (l,l3) ist. Bei hemizygoten Tieren von
transgenen Linien mit nur einer Integrationsstelle (2.2.7.4) fur das I.ls-Konstrukt
entspricht das Verhaltnis Crestamplikon/Creferenzamplikon diesem Wert, bei homozygoten
Tieren ist er um das Doppelte erhoht.
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2.2.7.4 Integrationszahlbestimmung des IylI;-Konstrukts — mittels

guantitativer Real-Time-PCR

Die Tagman-Assays zur Bestimmung der Anzahl der Integrationen des I,l3-1 Konstrukts
wurde &hnlich denen in 2.2.7.3 beschriebenen Genotypisierungsassays arrangiert.

Das Verhaltnis Crestamplikon/Creferenzamplikon €NtSpricht bei transgenen Fi-Tieren von Linien
mit nur einer Integrationsstelle flr das entsprechende Konstrukt einem bestimmten Wert
X, welcher bei korrekt eingestellten Standardkurven bei 1 liegen sollte. Wenn aber die
F1-Tiere bezlglich dieses Wertes x signifikant differieren, deutet dies auf Segregation

von mehreren Integrationen des Konstrukts im Genom des Founder-Tieres (Fo) hin.

2.2.7.5 Kopienzahlbestimmung des I,1;-Konstrukts mittels

quantitativer Real-Time-PCR

Als Standard-DNA fir die Referenz-Amplifikation wurde wie in 2.2.7.3 beschrieben
genomische DNA verwendet. Als Standard fur die Testamplifikation wurde Plasmid-
DNA des I,l5-Konstrukts herangezogen. Ansonsten entsprach der Versuchsaufbau den

in 2.2.7.3 beschriebenen Genotypisierungs-Assays.

2.2.7.6 “Reverse Transkriptions PCR* (RT-PCR)
(Loh et al., 1989)

Die Methode der reversen PCR basiert auf der Umschreibung von mRNA in cDNA
(Synthese der komplementdren DNA) und einer sich anschlieBenden PCR. Mit Hilfe der
RT-PCR konnen kleinste Transkriptmengen in Geweben detektiert werden. Man nutzt
in diesem Verfahren die Eigenschaften der reversen Transkriptase, einer aus RNA-
Viren stammenden DNA-Polymerase, die einzelstrdngige mRNA als Matrize verwendet
und von dieser eine DNA-Kopie herstellt. Diese cDNA dient als Matrize in der
darauffolgenden PCR-Reaktion.

Die Intaktheit und die Integritat der verwendeten RNA wurden ber eine Kontroll-RT-
PCR mit einem Primerpaar eines ubiquitér exprimierten Gens

(GAPDH=Glycerinaldehyd-3-Phosphat-Dehydrogensase) amplifiziert und dokumentiert
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(Seipp und Buselmaier, 1994). Es wurden 5 pg Gesamt-RNA mit 2 pmol
genspezifischem Primer und 2 pmol des reversen GAPDH-Primers (GAPDH ) in

einem Ansatzvolumen von 12 pl fur 10 min bei 70 °C denaturiert und 5 min auf Eis
gekihlt. Zu diesem Ansatz wurden folgende Komponenten aus dem SUPERSCRIPT™
I1-System gegeben und anschlielend 2 min bei 42°C vorinkubiert:

12 ul Ansatz (RNA und Primer)

4 ul 5x Reverse Transkriptase-Puffer
2.ul DTT (0.1 M)

1 pl dNTP-Mix (je 10 mM)

1l RNase Inhibitor (10 U/ul)

Nach der Vorinkubation wurde der Ansatz mit 1 pul Reverse Transcriptase
(Superscript™-11, 200 U) fiir 50 min bei 42°C fir die Erststrangsynthese inkubiert, und
anschlieRend wurde die Reaktion fur 15 min bei 70°C Hitze inaktiviert. 1 pl der cDNA
konnte direkt als Template in die PCR-Reaktion eingesetzt werden oder wurde bei —

20°C eingefroren.

2.2.1.7 One Step RT-PCR

Im Gegensatz zur "two-step” RT-PCR (2.2.7.6) beinhaltet der "one-step" RT-PCR-
Ansatz bereits alle Bestandteile fur die reverse in vitro-Transkription der mRNA in
cDNA sowie deren anschliefender Amplifikation. Die "one-step” RT-PCR wurde mit
dem QIAGEN® OneStep RT-PCR Kit durchgefiihrt:

1ug Gesamt RNA

5ul 5x Qiagen OneStep RT-PCR Puffer
1l Qiagen dNTP-Mix (10 mM)

1l Primer 1 (10 pmol/ul)

1l Primer 2 (10 pmol/ul)

1pl Qiagen OneStep RT-PCR Enzym Mix
ad 25 pl RNase freie dH,0O
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Die RT-PCR wurde mit der reversen Transkription bei 50°C flr 30 min gestartet. Es
folgte die Aktivierung der Polymerase bei 95°C fir 15 min. Fir den Ablauf der

Polymerase-Kettenreaktion wurden 35 Zyklen nach folgendem Programm durchgefiihrt:

30-60 s 95°C Denaturierung
30-90 s 50-65°C Annealing
30-90 s 72°C Elongation

Um die Vervollstandigung aller Fragmente zu gewahrleisten, wurde der letzte Schritt

auf 10 min bei 72°C verléngert.

Die Anzahl der Zyklen, die gewéhlten Temperaturen und die Dauer der einzelnen
Zyklusschritte mussten fir jedes cDNA-Fragment und die dafiir eingesetzten Primer neu

etabliert werden.

2.2.8 Sequenzierung
(Sanger et al., 1977)

Die  nicht-radioaktive ~ Sequenzierung  wurde  modifiziert nach  dem
Kettenabbruchverfahren nach Sanger et al. (1977) durchgefuhrt. Wie bei einer PCR
binden sequenzspezifische Primer an die denaturierte DNA, so dass mit Hilfe einer
hitzestabilen DNA-Polymerase ein komplementérer Strang generiert werden kann. Im
Unterschied zur PCR werden jedoch nicht nur dNTPs verwendet, sondern auch vier
unterschiedliche ddNTPs, die mit jeweils unterschiedlichen Fluoreszenzfarbstoffen
markiert sind. Werden diese ddNTPs eingebaut, kommt es zu einem Abbruch der
Strangsynthese. Dies fuhrt per Zufall zu unterschiedlich groBen DNA-Fragmenten.
Nach einer elektrophoretischen Auftrennung kénnen durch Fluorografie die Positionen
des Kettenabbruchs sichtbar gemacht werden, woraus auf die Sequenz geschlossen

werden kann.

Um eine Sequenzanalyse durchzuftihren, wurden 200-500 ng eines aufgereinigten PCR-

Produkts, 10 pmol Primer und 4 pl DYEnamic™ ET terminator cycle sequencing Ready
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Reaction Mix (ddNTPs, Didesoxy-Farbterminatoren und Tag-DNA-Polymerase) mit

Ampuwa auf ein Reaktionsvolumen von 10 pl verdiinnt:

X ul DNA (200-500 ng)
1l Primer (10 pmol/ul)
4 ul DYEnamic ET-Mix
ad 10 pl H.0O

Nach 5-mintiger Aktivierung der Polymerase bei 95°C in einem Thermocycler folgte

die Kettenabbruchreaktion mit 25 Zyklen nach folgendem Programm:

95°C 30s Denaturierung
55°C 20's Annealing
60°C 1 min Elongation

Nach Abschluss der Reaktion wurden weitere 10 pl dH,O zum Ansatz gegeben. Die
DNA-Fragmente wurden auf einer Sephadex-Sdule aufgereinigt und 0ber den
automatischen Sequenzierer Modell MegaBacel000 ausgewertet. Die Analyse erfolgte

uber den Vergleich mit der Referenzsequenz (www.ncbi.nlm.nih.gov).

2.2.9 Protein- und biochemische Methoden

2.29.1 Gesamtproteinisolierung aus Geweben

Gesamtprotein aus Geweben wurde zum immunologischen Nachweis nach SDS-PAGE-
Gelelektrophorese und Transfer der Proteine auf Nitrocellulose isoliert. Die Gewebe
wurden in Proteinlysis Puffer (150 mM NaCl, 10 mM EDTA, 50 mM Tris/HCI, pH 7.6,
1% Triton X-100 und 1% Natriumdeoxycholate) mit Protease-Inhibitoren (1 pg/pl
Leupeptin, 3 pg/ul Aprotinin) homogenisiert und sonifiziert. Nach 5 min Inkubation auf
Eis wurden die Zellextrakte 20 min bei 4°C und 12000x g zentrifugiert. Der Uberstand

wurde aliquotiert und bei —80°C gelagert.
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2.2.9.2 Isolierung von Proteinen fiir Radio-lmmunoassays (RI1A)

Frisch préparierte Organe (0.1-0.3 g) wurden auf Eis in PBS gewaschen, in 2 ml
Proteinextraktionslésung aufgenommen, in einem Falcon® Zentrifugationsrohrchen
homogenisiert und anschlieBend bei 4°C auf einem Schittler (Ika® Vibrax VX2 basic)
inkubiert. Nach der Inkubation wurden Zellbestandteile durch vorsichtige
Zentrifugation (30 min, 400x g, 4°C) sedimentiert. Der Uberstand wurde in neue
Reaktionsgeféale Uberfihrt, mit NaOH neutralisiert (155 pl NaOH pro 1 ml Lésung) und
bei -80°C aufbewahrt.

2.2.9.3 Bestimmung der Proteinkonzentration
(Bradford, 1976)

Die Konzentrationsbestimmung von Proteinen in wassriger Ldsung wurde nach
Bradford (1976) durchgefuhrt. Das Absorptionsmaximum von Coomassie Brilliant Blau
G-250 verschiebt sich durch Proteinbindung von 465 nm zu 595 nm, so dass die
Absorption bei 595 nm mit der Proteinkonzentration steigt. Durch Mitfuhren einer
BSA-Eichreihe als internen Standard kann die Proteinkonzentration aus der
Eichgeraden extrapoliert werden (0-6.7 ug BSA/ml). Dazu wurden geméal Protokoll 2
Vol. Bradfordreagenz Roti®-Quant mit 5.5 Vol. dH,O verdiinnt und je 200 pl des
Ansatzes mit je 50 pl der zu messenden Probe 5 min inkubiert. AnschlieRend wurde die
Absorption bei 595 nm im Mikrotiterplattenphotometer (Microplate Reader 450)

gemessen und daraus die Proteinkonzentration ermittelt.
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2.2.10 Transfertechniken

2.2.10.1 Transfer von DNA-Fragmenten: Southern-Blotting
(Southern, 1975)

Mit Hilfe des Southern-Transfers werden DNA-Fragmente aus Agarosegelen auf
Nitrocellulosemembranen tbertragen. Um die DNA unter dem UV-Licht sichtbar zu
machen, wurde das Gel nach der Elektrophorese zuerst fir 10 min in 500 ml Laufpuffer
mit 50 pl Ethidiumbromid geféarbt. Danach wurde es in 500 ml 0.25 M HCI depuriniert,
fir 30 min in Denaturierungslésung Uberfuhrt und dann fir 45 min in
Neutralisierungslosung behandelt. Die so behandelte einzelstrangige DNA wurde durch
ein modifiziertes Kapillarblotting-Verfahren mit einem Turbo Blotter™ der Firma
Schleicher & Schull auf eine Hybond C-Nitrozellulose Membran mit
nukleinsdurebindenden Eigenschaften (bertragen und durch zweistiindige Inkubation
bei 80°C oder durch ,,Crosslinken* mit UV-Licht (UV Stratalinker™1800, 254 nm, 120
mJ) auf dem Filter fixiert. Der Southern-Blot wurde den Herstellerangaben folgend mit
20x SSC als Transferpuffer durchgefihrt und erfolgte standardmafiig bei RT GN. Nach
dem Transfer wurde der Filter kurz in 2x SSC-Puffer gespiilt, getrocknet und durch

,,Crosslinken® oder Inkubation fiir 2 h bei 80°C kovalent auf dem Filter fixiert.

2.2.10.2 Transfer von RNA aus Agarosegelen: Northern-Blotting

Als "Northern-Blotting" wird die Ubertragung von RNA auf nukleinsaurebindende
Membranen bezeichnet. Die Technik ist der des ,,Southern-Blottings" aquivalent und
wurde wie unter 2.2.10.1 beschrieben bei 4°C im Kihlraum durchgefihrt. Zur
Auflésung von Sekundarstrukturen wurde die Elektrophorese in einem denaturierenden
Gel durchgefiihrt. Nach dem Lauf konnte das Gel daher direkt zum Transfer verwendet
werden. Nach dem Transfer der RNA aus dem Gel auf den Nitrozellulosefilter wurde
der Filter kurz in 2x SSC gewaschen, getrocknet und die RNA wie unter 2.2.10.1
beschrieben fixiert. Die Spur mit dem RNA-L&ngenstandard wurde vom Filter

abgetrennt, die RNA 15 min mit 5%iger Essigsdure fixiert, fir 10 min mit 0.04%iger
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Methylenblau-L6sung in 0.5 M NaAc, pH 5.2, angeférbt und berschissige Farbeldsung

unter flieBendem Wasser abgesplilt.

2.2.11 Radioaktive Markierung von DNA (,,random prime

labelling*)
(Feinberg und Vogelstein, 1983)

Fir Hybridisierungsexperimente wurden DNA-Fragmente durch die ,random prime
labelling”-Methode radioaktiv markiert (Feinberg und Vogelstein, 1983). Fur die
Markierungsreaktion wurde das ,,Ready prime™ Il-random prime labelling“-System
zum Einbau von [0-**P] dCTP verwendet. Pro Reaktion wurden 2.5-25 ng DNA in 46
ul TE-Puffer denaturiert, abgekuhlt in das Reaktionsgefa mit dem Ready prime-Pellet
(dATP, dGTP, dTTP, Klenow Fragment 4-8 U) gegeben und nach Zugabe von 40 pCi
[a-3?P] dCTP 1 h bei 37°C inkubiert. Der Ansatz wurde nach der Inkubation auf eine
MicroSpin-Saule (Amersham Pharmacia) aufgetragen und von nicht eingebauten
Nukleotiden (dNTPs und [a-*2P] dCTP) aufgereinigt. Danach konnte die markierte
Probe bei 4°C bis zur Verwendung gelagert oder sofort fir 10 min bei 95°C denaturiert

und verwendet werden.

2.2.12 Hybridisierungsmethoden

2.2.12.1 Radioaktive Hybridisierungstechniken

2.2.12.1.1 Hybridisierung von Southern- und Northern-Blots
(Denhardt, 1966)

Die Nitrozellulosefilter mit der gebundenen DNA bzw. RNA wurden fir 10 min in 2x
SSC-Losung eingeweicht. Nach Fillung der Hybridisierungstubes mit 2x SSC-L6sung
und Entfernung entstandener Luftblasen legte sich die Membran beim Abgiel3en der 2x
SSC-Lo6sung an die Tubewand an. Die Filter wurden mit 10 ml Rapid-hyp Puffer
(Amersham) bzw. Hybridisierungspuffer (KPL) und 200 ul Lachsspermien-DNA (10
mg/ml, geschert durch Ultraschall) fir mindestens 2 h bei 65°C im Rollerofen
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(Bachofer, Reutlingen) vorhybridisiert. Hiermit sollten unspezifische Bindungsstellen
an den Filtern abgesattigt werden. Die radioaktiv markierte DNA-Probe wurde 10 min
bei 95°C denaturiert, auf Eis abgekuhlt und direkt zu der Vorhybridisierungslosung
gegeben. Die Hybridisierung erfolgte (N bei den vorbezeichneten Temperaturen im
Rollerofen. Nach Beendigung der Hybridisierung wurden die Filter 10 min mit 2x SSC
bei RT und anschlielend je nach gewinschter Stringenz bei 65°C gewaschen. Fur eine
geringe Stringenz wurde 2x mit Waschlosung I fir 10 min und kurz mit Waschlésung 11
gewaschen, fir eine hohere Stringenz wurde zusétzlich 2x 10 min mit Waschlosung 11
gewaschen. Die Filter wurden luftgetrocknet, in Folie eingeschweil3t und in einer
Rontgenfilmkassette befestigt. Darauf wurde ein Rontgenfilm (Hyperfilm™-MP)
gelegt, dieser fir wenige Minuten bis zu mehreren Tagen bei -80°C exponiert und dann
im Entwicklungsgerat entwickelt. Alternativ wurde der Blot mit dem Phosphor-Imager-

System nach 1-4 h ausgewertet.

2.2.12.1.2 Hybridisierung der genomischen Cosmid-Bibliothek 129/Ola und
PACs-Macroarrays

Die Hybridisierung der Macroarrays erfolgte nach den von der RZPD empfohlenen
Bedingungen. Die Filter wurden im Wasserbad bei 65°C 2 h in Hybridisierungslésung 2
mit 500 pl Lachsspermien-DNA (10 mg/ml) vorhybridisiert. Nach Zugabe der
denaturierten Sonde und Hybridisierung UN wurden die Filter 2x 20 min in 40 mM
Natriumphosphatpuffer, 0.1% SDS bei 65°C gewaschen, in PE-Folie eingeschweift,
autoradiografiert und die Signale nach Angaben der RZPD ausgewertet.

2.2.12.1.3 ,,Strippen" von Filtern
Zur Entfernung einer Hybridisierungsprobe von den Filtern wurden die Filter je nach

gewinschter Stringenz in Waschldsung | oder Waschldsung Il bei 65°C gewaschen und

anschlieBend fur nachfolgende Hybridisierungen feucht verwendet.
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2.2.13 Quantitative Bestimmung des humanen Insulins in Serum

und Testis durch Fluoroimmunoassay

Der zwei-Seiten fluoroimmunometrische Auto DELFIA Insulin Assay basiert auf der
»direkten Sandwitch Technik®. Hierbei kommen zwei verschiedene (aus Mausen
stammende) Antikdrper zum Einsatz, welche jeweils spezifisch an 2 verschiedene
Bereiche des zu detektierenden Biomolekdls (Insulin) binden. Standards mit bekannten
Insulinkonzentrationen, Kontrollen sowie die einzelnen Proben (Serum) wurden separat
mit an der Wand des ReaktionsgefaRes anhaftenden Anti-Insulin-Antikdrpern und
mobilen Europiummarkierten anti-Insulin-Antikérpern inkubiert.

Der Fest-Phasen-Antikorper und der Europiummarkierte Antikorper binden an die
verschiedenen antigenen Determinanten des Insulins und das gesamte Agglomerat
befindet sich nun in der stationdren Phase. Die mobile Phase (Ldsungsmittel, Serum)
wird durch eine ,Verstarkungslosung’ substituiert, in welcher die aus den markierten
Antikorpern stammenden Europiumionen dissoziieren und in der LOsung stark
fluoreszierende Chelate bilden. Anschlielend wird mittels eines
Fluoreszenzmessgerates  (Perkin ~ Elmer,  Finnland) die  Fluoreszenz  der
Verstarkungslosung bestimmt, welche sich direkt proportional zur Anzahl der jeweils an
die stationdren und Europiummarkierten Antikorper gebundenen Insulinmolekiile
verhalt. Anhand einer erstellten Standardkurve kdnnen dann die Insulinkonzentrationen
der einzelnen Proben bestimmt werden. Bei der Durchfiihrung des Assays wurde den
Herstellerangaben strikt Folge geleistet, sowie alle erforderlichen Chemikalien aus dem

Kit entnommen.

2.2.14 Uberprifung der testikularen Insulinprozessierung mittels

Radio-Immunoassay fur humanes C-Peptid

Fur die Quantifizierung von humanem C-Peptid im Serum von I;ls-transgenen M&usen
wurde der "Human C-Peptid RIA Kit" (LINCO Research, Inc.) verwendet. Hierbei wird
eine festgelegte Konzentration eines markierten tracer-Antigens (***I-Human C-Peptid)
mit Antiserum einer konstanten Verdinnung in einer Weise inkubiert, dass die Anzahl
der Antigenbindungsstellen limitierend ist und nur ein bestimmter Prozentsatz des
angebotenen Tracers an die Antikorper bindet. Wenn unmarkierte Antigene dem System
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hinzugefiigt werden, konkurrieren diese mit den markierten Antigenen um die limitierte
und konstante Zahl der Bindungsstellen der Antikdrper. Bei steigender Konzentration
von unmarkierten Antigenen verringert sich die Anzahl von freien Bindungsstellen, und
es kann weniger tracer-Antigen gebunden werden. Nach Entfernung von freien tracer-
Antigenen wird die Emission der gebundenen markierten Antigene per Gamma-Counter
gemessen. In Ansatzen mit 100 pl *#°I-markiertem humanen C-Peptid (Aktivitat 658
uCi/ug, Konzentration 27 pl/ml) und unmarkiertem C-Peptid in Konzentrationen von
0.1 ng/ml, 0.2 ng/ml, 0.5 ng/ml, 1.0 ng/ml, 2.0 ng/ml und 5.0 ng/ml wurde eine
Standardkurve erstellt, welche fir die Konzentrationsberechnung der entsprechend
behandelten Proben von Serum aus transgenen und Wildtyp-Kontroll-Mé&usen sowie der
Kontrolllésungen bekannter C-Peptid-Konzentrationen herangezogen wurde. Der Assay
wurde exakt nach Herstellerangaben durchgefuhrt und die zum Kit gehorenden

Chemikalien benutzt.

2.2.15 Histologische Techniken

2.2.15.1 Herstellung von Paraffinschnitten

Das frisch praparierte Material wurde in PBS gewaschen, fur 24 h bei 4°C in 4% (w/v)
Paraformaldehyd oder Bouin’scher Lésung fixiert und erneut 2x 5 min in PBS bei RT
gewaschen. Durch eine aufsteigende Ethanolreihe (1x 70%, 3x 80%, 4x 96%, 5x 100%
fir je 30 min) wurde das Gewebe entwassert und 0N in 2-Propanol inkubiert. Zur
vollstandigen Entfernung des Alkohols wurde das Gewebe in einer absteigenden 2-
Propanol: Xylol-Reihe (75:25, 50:50, 25:75) und anschlielfend UGN in Xylol inkubiert.
Danach folgten drei Paraffininkubationsschritte fiir jeweils 24 h. Fir die folgende
Einbettung wurde eine Paraffin-Einbettungsstation genutzt. Die Paraffinblocke mit dem
fixierten Material wurden zu Quadern optimaler GrofRe zurechtgeschnitten und in das
Mikrotom (Jung RM 2035, Leica) eingespannt. Die Schnittdicke betrug 3-5 um. Mit
Hilfe eines feinen Pinsels wurden die Schnitte zum Glatten in ein 40°C Wasserbad
gegeben. Um eine bessere Haftung der Schnitte zu erreichen, wurden Superfrost
Objekttréager benutzt. Die Schnitte wurden auf die Objekttrager ibertragen und auf einer
40°C warmen Heizplatte getrocknet. Bis zur weiteren Verwendung wurden die Schnitte

bei 4°C gelagert.
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2.2.15.2 Farbung der histologischen Schnitte mit alkalischer
Phosphatase

Die Gewebeschnitte wurden zundchst 3x 3 min in Xylol bei RT deparaffiniert, 5 min in
Ethanol gewaschen und durch eine absteigende Ethanolreihe in H,O (100%, 96%, 90%,
80%, 70%, 50%, dH,0) jeweils fiir 2 min rehydriert. Nach einem Waschschritt in PBS
fur 5 min wurden die Gewebeschnitte fur eine Stunde in 1%igem Pferdeserum (gel6st in
0.05% Triton X-100/PBS) vorinkubiert und anschlieBend (N bei 4°C mit dem ersten
Antikdrper inkubiert. Anschliefend wurden die histologischen Préparate mit alkalischer
Phosphatase konjugiertem zweitem Antikorper (1:500) (Sigma-Aldrich Chemie,
Taufkirchen) fur 30 min bei RT in einer Feuchtkammer inkubiert. Nach dreimaligem
Waschen mit PBS fir jeweils 5 min wurde die Immunreaktion durch Inkubation in einer
Losung aus Fast red TR/Naphthol AS-Mx Phosphat Platzchen nachgewiesen. Die
Schnitte wurden 2x 5 min in PBS bei RT gewaschen und zur Lagerung bei 4°C mit
Aqua Poly/Mount Uberschichtet.

2.2.15.3 Farbung der histologischen Schnitte mit Fluoreszenzfarbstoffen

Die Schnitte wurden wie unter 2.2.15.2 beschrieben entparaffiniert, rehydriert und mit
anti-Insulin - bzw. anti-Insl5 Antikérpern inkubiert. AnschlieBend wurden die
histologischen Praparate mit Cy3-anti-Maus oder FITC-anti-Kaninchen Antikdrpern
(1:500) (Sigma-Aldrich Chemie, Taufkirchen) fur 60 min in einer Feuchtkammer bei
RT inkubiert. Nun wurden die Praparate mit DAPI-Einbettungsmedium (Vectashield
Mounting Medium, Vector Laboratories, Wertheim) versetzt, mit einem sterilen
Deckglas abgedeckt und mit Nagellack umrandet, um ein Verdunsten der Ldsung zu
vermeiden. Bis zur fotografischen Auswertung wurden die Prdparate bei 4°C
lichtgeschiitzt aufbewahrt.

2.2.15.4 Fotografische Auswertungen

Die in situ-gefarbten Embryonen und Schnittprdparate wurden mit einem
Fotostereomikroskop und/oder Fotomikroskop mit Hilfe der AnalySIS®-Software und
einer digitalen Kamera fotografiert und die Bilder mit den Programmen Corel
PhotoPaint und Microsoft PowerPoint bearbeitet.
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2.2.16 Spermienanalyse

2.2.16.1 Spermienzahl und Motilitatsanalyse von Spermien

Die Spermiengewinnung erfolgte aus Nebenhoden und Samenleiter. Das Gewebe wurde
in ein Gewebekulturschéalchen mit 1-2 ml IVF-Medium Ubertragen und 30 min bei 37°C
inkubiert. Die Spermiensuspension wurde 1:40 mit PBS verdinnt und mit einer
Neubauer-Zahlkammer unter dem Mikroskop gezéhlt. Es wurden 8 Felder ausgezahlt.
Die Spermien aus dem Samenleiter wurden unverdinnt gezahlt. Die Gesamtzahl der

Spermien wurde nach folgender Formel bestimmit:

Zahl x 10 x Verd. X Vol gesamt = Gesamtzahl Spermien

2.2.16.2 Motilitatsanalyse von Spermien

Die Spermienbeweglichkeit wurde mit dem Spermienanalyseprogramm CEROS
(Version 10) von Hamilton Thorne Research quantifiziert. Es wurden je 200 Spermien

analysiert. Dabei wurden die in der Tabelle angegebenen Parameter benutzt.

Tab. 2.2: Technische Informationen des Spermienanalyseprogramms CEROS

Parameter Wert

Probeninformation 0.5 ml, verdiinnt 1:0.01
Analysesetup Maus 3 (30 Bilder 4 60 Hz)
Kammer 2x Zelle (80.0 um)
Vergrolierung 2.04

Bendtigte Felder 20

Temperatur 0.0°C (eingestellt auf 22.0 °C)
Video-Ursprung 60 Hz, Dunkelfeld
Beleuchtungsintensitat 2300

Es wurden die Motilitdt und die progressive Motilitdt der Spermien analysiert.
Aulerdem wurden die Bahngeschwindigkeit (VCL), die Weggeschwindigkeit (VAP)
und die progressive Geschwindigkeit (VSL) gemessen. Ferner wurden die Gradlinigkeit
(STR), die Schlagfrequenz des Spermiumschwanzes (BCF) und die Breite des
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Kopfausschlages des Spermiums (ALH), 1.5 h, 3.5 h und 5.5 h nach der Préparation

gemessen.

VCL curvilinear velocity
VAP average path velocity
VSL straight line velocity
STR straightness

BCF beat frequency

ALH lateral amplitude

2.2.16.3 Akrosomenreaktion
(Kinloch et al., 1992)

Um die Akrosomenreaktion auszultsen, wurden Calcium-lonophore eingesetzt. Die
Spermiengewinnung erfolgte aus der Cauda epididymis geschlechtsreifer Mannchen.
Die Cauda epididymis wurde in eine Gewebekulturschale mit 1-2 ml IVF-Medium bei
RT (bertragen. Das grob zerkleinerte Gewebe filhrte zur Spermienverteilung im
Medium und die Gewebsfragmente konnten enthommen werden. Die
Spermiensuspension wurde fur 1 h zur Kapazitation im Brutschrank bei 5% CO, und
37°C prdinkubiert. Anschliefend wurde die Suspension fir 2 min bei 1000x g
zentrifugiert und der Uberstand bis auf 50 pl abgenommen. Nach Zugabe des Calcium-
lonophores A23187 (10 pg, End.Konz; in DMSO geldst) wurde die Suspension bei
37°C 1 h inkubiert. Die Negativkontrolle wurde mit 2.5 pl Phosphorsdure inkubiert. Die
Spermien wurden in ca. 500 pl 2% Formaldehyd/PBS fir 30 min bei 4°C inkubiert.
Danach wurde die Spermiensuspension in 500 pl 0.15 M Ammoniumacetat (pH 9.0)
gewaschen und bei 10000x g 2 min zentrifugiert, auf Objekttragern ausgestrichen und
anschliefend mit 0.4% Coomassie blue G-250 in 3.5% H,0O, fiir 2.5 min gefarbt. Nach
der Féarbung wurde zweimal mit destillierten H,O gewaschen, eingedeckelt und
ausgewertet. Spermien mit positiver Coomassie-Farbung zeigen den Akrosom-intakten

Zustand. Die akrosomreagierten Spermien bleiben farblos.
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2.2.17 Erzeugung eines Diabetes mellitus bei Mausen

2 Monate alten ménnlichen FVB- sowie transgenen Mé&usen wurde Streptozotocin
(STZ) injiziert. STZ ist ein aus Streptomyces achromogenes isoliertes Breitband-
Antibiotikum. STZ zerstért u.a. im Pankreas die fur die Insulinproduktion
verantwortlichen B-Zellen sowie die o-Zellen und induziert somit bei diversen
Tierspezies einen Diabetes mellitus. STZ wurde in einer Konzentration von 33.3 mg/kg
Kdrpergewicht (gelost in 50 mM Citrat-Puffer, pH 4.5) den Tieren an finf aufeinander
folgenden Tagen zur gleichen Uhrzeit intraperitoneal injiziert. Vor der Behandlung
wurden die Tiere gewogen und der Blutglukosewert mittels Teststreifen (Haemogluco-
Test, Boehringer) an der Schwanzspitze gemessen. Im Folgenden wurden die so
behandelten Tiere als auch die unbehandelten Kontrolltiere alle 2-3 Tage gewogen und
der Blutglukosewert bestimmt. Zur histologischen Auswertung wurden die
Pankreaspraparate immunologisch gegen Insulin gefarbt (2.2.15.2) und die gefarbten

Inseln mittels des soft imaging Systems von AnalySIS (2.2.15.4) vermessen.

2.2.18 Glukosetoleranztest

Um zu Uberprifen, ob die mit STZ behandelten I;ls-transgenen M&use humanes Insulin
im Testis produzieren und in der Lage sind, wie unbehandelte Wildtypen, den durch
intraperitoneal injizierte Glukoseldsung erhéhten Blutglukosewert binnen einer Stunde
zu senken, wurde ein Glukosetoleranztest durchgefiihrt. Den Mausen wurde fir 8 h die
Nahrung entzogen und anschliefend das Gewicht und der Blutglukosewert festgestellt.
Danach wurde den Mé&usen Glukose gespritzt (2 mg/g Korpergewicht) und dreimal in
20 min Abstanden der Blutglukosewert bestimmt;

Glukose-Stammlésung: 300 mg/ml.
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2.2.19 Herstellung von mutanten Mausen

2.2.19.1 Erzeugung von knock-out Mausen

2.2.19.1.1 Routinekultur von ES-Zellen

Die Isolierung und gezielte Manipulation pluripotenter embryonaler Stammzellen (ES-
Zellen) ist ein entscheidender Fortschritt im Rahmen der entwicklungsbiologischen
Forschung bei Saugetieren. Von Bradley et al. (1984) wurde gezeigt, dass diese Zellen
sich an der Entwicklung samtlicher Gewebe des resultierenden Embryos, einschlieBlich
der Keimzellen beteiligen, wenn sie in Blastocysten injiziert werden. Die erste
genetische Manipulation an ES-Zellen wurde von Robertson et al. (1986) durchgefuhrt.
Er konnte zeigen, dass Mutationen im Genom von ES-Zellen von diesen durch die
Keimbahn transmittiert werden. Die ersten erfolgreichen homologen Rekombinationen
in ES-Zellen wurden fast gleichzeitig von Thomas und Capecchi (1987) sowie
Doetschmann et al. (1987) publiziert. Heute liegen mindestens 2000 Berichte Uber
gezielte genetische Manipulationen am Genom der Maus mit Hilfe der ES-Zell-
Technologie vor.

In der vorliegenden Arbeit wurden ,knock-out“-Mé&use Uber die Injektion von ES-
Zellen in Blastocysten hergestellt. Embryonale Stammzellen wurden zusammen mit
Mitomycin C-behandelten embryonalen Feederzellen (EmFi) auf 0.2% Gelatine-
beschichteten Kulturschalen ausplattiert. Das Kulturmedium wurde aufgrund der
starken Ansduerung durch die ES-Zellen taglich gewechselt. Eine erneute Passagierung
wurde, je nach Dichte der Zellen, alle 2-3 Tage durchgefiinrt und ES-Zellen in
Trypsin/EDTA-Puffer 1:3 bis 1:8 geteilt. Vor der erneuten Plattierung wurde die
Trypsinlésung durch Zentrifugation bei 270x g fur 5 min bei RT entfernt. Bei jeder

Passage wurden Stocks der ES-Zellen in flussigem Stickstoff kryokonserviert.

2.2.19.1.2 Elektroporation und Selektion von ES-Zellen

Die Elektroporation ist eine physikalische Methode zum Gentransfer. Sie basiert auf der
Erkenntnis, dass biologische Membranen durch die Einwirkung kurzer elektrischer Im-
pulse oberhalb der kritischen Feldstédrke vortbergehend permeabilisiert werden, ohne

dass die Membranstruktur zerstért wird. Wahrend der Phase erhohter Durchléassigkeit
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kann ein Eindringen linearisierter Plasmid-DNA durch die Membran erfolgen. Die
Elektroporation der ES-Zellen wurde nach den Angaben von Joyner (1993)
durchgefiihrt. Dazu wurden 7x 10° bis 2x 10" exponentiell wachsende Zellen nach der
Trypsinisierung in 800 pl Elektroporationspuffer und 40 pg linearisierte  DNA
eingesetzt.

Die linearisierte Konstrukt-DNA wurde zunéchst mit Phenol/Chloroform extrahiert, mit
100%igem Ethanol prézipitiert und zuletzt in 70%igem Ethanol gewaschen. Aus
Sterilitatsgrinden wurde das DNA-Pellet bei RT unter der Sterilbank luftgetrocknet und
in 100 pl Elektroporationspuffer aufgenommen.

Die ES-Zellen wurden nach der Trypsinisierung in 9 ml Elektroporationspuffer
gewaschen, in einer Neubauer-Zahlkammer ausgezéhlt und nach erneuter Zentrifugation
in einem Vol. von 700 ul Elektroporationspuffer aufgenommen. Die Suspension wurde
in einer Kuvette (Gene Pulser Cuvette, 0.4 cm, gap 50, BIO RAD) vereinigt und mit
240 V und 500 pF bei RT elektroporiert (Gene Pulser, BIO RAD). AnschlielRend
wurden die ES-Zellen fir 20 min auf Eis inkubiert und dann in 2x 100 mm
Kulturschalen auf embryonalen Fibroblasten ausplattiert. Die Selektion in G418
(Positiv-Selektion) und Gancyclovir (Negativ-Selektion) begann nach 12 bis 16 h. Die
Gancyclovir-Selektion wurde nach 3 Tagen beendet, wahrend die G418-Selektion bis
zur Isolierung resistenter Klone am Tag 8-9 aufrechterhalten wurde. Zur Kontrolle der
Elektroporationseffizienz wurden die Zellen einer Kulturschale lediglich mit G418
selektioniert. Die Effizienz der Elektroporation lag bei einer von 10° Zellen.

2.2.19.1.3 Isolierung und Kryokonservierung von ES-Zellklonen

Positive ES-Zellklone wurden lichtmikroskopisch identifiziert. Resistente Kolonien
wurden nach einer G418-Selektion Uber 8 bis 9 Tage isoliert. Dazu wurden die Kulturen
einmal in PBS-Puffer gewaschen und mit 10 ml PBS-Puffer tberschichtet. Die Klone
wurden mechanisch mit Hilfe einer sterilen Pipettenspitze von den umgebenden
embryonalen Fibroblasten getrennt und bei 37°C in 1x Trypsin/EDTA in 96-Loch-
Platten dissoziiert. Der enzymatische Verdau wurde nach 5 min durch Zugabe von 50 pl
ES-Zellmedium gestoppt. Die vereinzelten Klone wurden auf 24-Loch-Platten mit
Fibroblasten und frischem ES-Zellmedium Ubertragen und bei 37°C kultiviert. Nach 2
bis 3 Tagen wuchsen die Einzelklone zur Konfluenz und wurden erneut trypsinisiert.

Eine Halfte der Zellen wurde erneut auf Fibroblasten ausplattiert (master plate),
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wahrend die andere Hélfte der Zellen auf einer Gelatine-behandelten Platte (duplicate
plate) inkubiert wurde. Die auf Fibroblasten wachsenden ES-Zellen wurden nach
Erreichen der Konfluenz mit 100 pl Trypsin/EDTA bei 37°C flr 5 min dissoziiert, in 1
ml Kryogefalie (Nunc) uberfiihrt, nach Zugabe von 100 pl 2x Gefriermedium gemischt
und bei -80°C eingefroren. Die flr die DNA-Isolierung vorgesehenen Zellen wurden
ebenfalls bis zur Konfluenz kultiviert und anschlieBend der DNA-Extraktion
unterworfen. Homolog rekombinante Klone wurden nach dem Auftauen bei 37°C in 10
ml kaltes ES-Zellmedium gegeben, bei 270x g fur 5 min abzentrifugiert und auf
Fibroblasten in 24-Loch-Platten kultiviert. Nach Erreichen der Konfluenz wurden die
Zellen trypsinisiert und in 3 bis 4 Aliquots eingefroren. Die fur die Aggregation

benotigten ES-Zellen wurden vier Tage vor der Aggregation aufgetaut und kultiviert.

2.2.19.14 Herstellung und Identifizierung von Chimaren

Die Isolierung 3.5 Tage alter Mausembryonen/Blastocysten, die Injektion
rekombinanter ES-Zellen in die Embryonen und die Reimplantation der injizierten
Blastocysten in pseudoschwangere Mause wurde von Mitarbeiterinnen des Max-Planck-
Instituts fur experimentelle Medizin, Goéttingen, durchgefiihrt. Die ES-Zellen wurden
aus Tieren des Mausstammes 129/SvJ isoliert, deren Fell eine braune Féarbung aufweist
(agouti-Fellmarker). Die fiur die Injektion eingesetzten Blastocysten wurden aus dem
C57BI/6J-Stamm isoliert, dessen Ma&use eine schwarze Fellfarbung zeigen. Sind ES-
Zellen an der Entwicklung der reimplantierten Embryonen beteiligt, kénnen die
chimaren Tiere anhand einer gescheckten Fellfarbung identifiziert werden. Mannliche
Mause mit einem Chimérismus von mindestens 80% wurden mit M&usen der Stamme
C57BI und 129/SvJ gekreuzt und die Tiere der F1-Generation im Alter von 5 Wochen
mit Hilfe der PCR genotypisiert. Mit dieser PCR wurden auch die Tiere aller weiteren

Generationen genotypisiert.

2.2.19.2 Methoden zur Erzeugung transgener Mause

Fur die Erzeugung der I,l5 transgenen Mé&use wurde die Mikroinjektion, d.h. die
Einfihrung der DNA mit Hilfe einer feinen Glaskapillare in den méannlichen Vorkern,

verwendet. Die weiblichen Tiere wurden superovuliert (7 PMS und 48 h spater hCG)

59



2 Material und Methoden

verpaart, am ndchsten Tagen wurden die befruchteten Eizellen isoliert, und die DNA
wurde in den méannlichen Vorkern mikroinjiziert. Die Uberlebenden mikroinjizierten
Oozyten wurden anschlielend in die Eileiter eines scheintrachtigen Empfangertieres
retransferiert. Die geborenen M&use wurden zum Nachweis der Integration der Fremd-
DNA analysiert. Die Genotypisierung erfolgte mittels PCR (2.2.7.2) unter Verwendung
sequenzspezifischer Primer. Die transgenen Mause wurden in Zusammenarbeit mit dem
Max-Planck-Institut fur experimentelle Medizin in Géttingen erstellt. Die Erzeugung

transgener Méause wurde prinzipiell nach Hogan et al. (1986) durchgeftihrt.

2.2.19.2.1 Vorbereiten der DNA zur Mikroinjektion

Alle zur Mikroinjektion vorgesehenen Konstrukte wurden zur Kontrolle sequenziert
(2.2.8). Laut Literatur (Brinster et al., 1985) integriert DNA bevorzugt in linearisierter
Form, die Beschaffenheit der Enden spielt dagegen flr die Integrationseffizienz keine
Rolle. Das Konstrukt enthaltende DNA-Fragment wurde (ber einen Verdau des
Vektorriickgrats mit entsprechenden Restriktionsenzymen aus dem Plasmid freigesetzt
und Uber ein Agarosegel (ohne EtBr) vom Vektorriickgrat getrennt. Da DNA-Mengen
von 25 ug verdaut wurden, wurden mehrere Taschen eines Gels beladen. Die &uferen
Taschen enthielten dabei nur etwa 1/10 der DNA/Dye-Losung. Nach dem Gellauf
wurden diese Taschen und der DNA-L&ngenstandard ausgeschnitten und die Gelstlicke
im EtBr-Bad angefarbt. Nach dem Anféarben wurde das Gel zusammengesetzt und auf
dem UV-Tisch die gesuchte Bande zwischen den angeféarbten Bereichen ausgeschnitten.
Die Elution der DNA erfolgte mit QlAquick-Séulen (siehe 2.2.6). Um nach der
Gelelution jegliche verbliebenen Partikel zu entfernen, wurde das Eluat tUber kleine
Mikrofilter (Fa. Millipore, Typ HY, 0.45 um) filtriert. Die Konzentration der DNA
wurde Uber eine Anfarbung mit EtBr nach der Agarosegelelektrophorese bestimmt.
Dazu wurden verdinnte Aliquots der DNA-L6sung aufgetragen und die Anfarbung mit
der auf gleicher Hohe laufenden Bande eines Markers verglichen, die definierte DNA-
Mengen enthielt. Zur Mikroinjektion wurde die Konzentration auf etwa 5 ng/pl mit 1x

Mikroinjektionspuffer verdiinnt.

60



3 Ergebnisse

3 ERGEBNISSE

3.1 InsI5-Gen

3.1.1 Expression des Insl5-Gens bei der Maus

31.11 Amplifikation der InsI5-cDNA der Maus mittels RT-PCR

Fur die Herstellung einer Insl5 cDNA der Maus wurde die Methode der reversen PCR
mit Insl5 spezifischen Oligonukleotiden gewdhlt.

Fir die vorausgehende cDNA-Synthese wurden 1 pg Gesamt-RNA aus Thymus der
Wildtyp-Méuse revers transkribiert und einer PCR mit den genspezifischen Primern C-
InsI5/F und C-InsI5/R RT-PCR unterzogen (2.2.7.7). Nach gelelektrophoretischer
Auftrennung wies das amplifizierte RT-PCR-Produkt eine Lénge von etwa 650 bp auf.
Nach der Klonierung in den Vektor pGEM-T Easy wurde das PCR-Produkte
sequenziert. Durch Vergleich der Nukleotidsequenz des Klons mit der bereits bekannten
InsI5-cDNA konnte eine Homologie von 100% zwischen den beiden Sequenzen

festgestellt werden.

C-Insl5/F »- C-Insl5/R

ATG n n TAA
<
< >

Genomisch: >8.5 kb
cDNA: 653 bp

Abb. 3.1: Schema und Primerpositionen fiir die durchgefiihrte RT-PCR. Die PCR wurde so geplant,
dass das PCR-Produkt eine Lange von 653 bp hat und die Sequenz beider Exons beinhaltet. PCR-
Bedingungen: 35 Zyklen: 94°C 30 s; 58°C 30 s; 72°C 45 s.
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3.1.1.2 Untersuchung zur organspezifischen Expression des Insl5-Gens

Durch Northern-Blot Hybridisierungsexperimente sollte sowohl die GrolRe der mRNA
fir das Insl5-Gen der Maus als auch dessen organspezifische Transkription Uberpruft
werden. Fir die Expressionsanalyse in adulten Geweben wurden von jedem
untersuchten Gewebe 20 pug Gesamt-RNA fir einen Northern-Blot (2.2.5.3) eingesetzt.
Die Hybridisierung erfolgte bei 65°C mit der radioaktiv markierten cDNA-Sonde (Abb.
3.1). Nach 16 stundiger Exposition des Autoradiogramms konnte ein Signal mit der
Grolke von 1 kb im distalen Kolon (Rektum) festgestellt werden (Abb. 3.2.A). Nach
langerer Exposition (7 Tage) wurde ein schwaches Signal flr ein kleineres Transkript
im Thymus sichtbar (Abb. 3.2.B). Um die Integritdt und Menge der untersuchten RNA
zu Uberprifen, wurde der Northern-Blot mit $-Aktin nachhybridisiert.

Um zu berprifen, ob Insl5 auf niedrigem Level auch in anderen Geweben exprimiert
wird, wurde die Expression des InsI5-Gens mittels RT-PCR analysiert. RNA wurde aus
Gehirn, Thymus, Herz, Lunge, Niere, Milz, Magen, Leber, Kolon, Testis und Ovar
adulter Mé&use extrahiert. 1 pg der so hergestellten RNA wurde revers transkribiert und
nachfolgend einer PCR mit den genspezifischen Primern (Abb. 3.2.C) unterzogen. Von

den PCR-Ansétzen wurden 10 pl in einem 1.5%igem Agarosegel aufgetrennt.
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Abb. 3.2: Analyse der Expression des Insl5-Gens der Maus in verschiedenen Geweben. (A, B) Gesamt-
RNA (je 20 pg) aus verschiedenen Geweben wurde nach denaturierender Gelelektrophorese auf eine
Nitrocellulosemembran transferiert und mit der Insl5-cDNA-Sonde (Abb. 3.1) hybridisiert. Die Integritat
und Menge der aufgetragenen RNA wurde durch eine Nachhybridisierung der Membran mit S-Aktin
Uberpriift. (A) Die Expressionszeit des Autoradiogramms betrug 16 Stunden, (B) nach 7 Tagen. (C)
Gelelektrophoretische Auftrennung der PCR-Produkte zur Analyse der Expression in den verschiedenen
Organen der Maus. Die Gesamt-RNA aus verschiedenen Organen wurde einer RT-PCR mit InsI5-
spezifischen Primern unterworfen. Die Integritdt der RNA wurde durch eine zweite PCR mit Gapdh

spezifischen Primern (berprft.

Wie in Abb. 3.2.C zu sehen ist, konnten in einigen Organen Transkripte von Insl5
nachgewiesen werden. Die Integritat der verwendeten RNA wurde nachfolgend durch
die Amplifikation der Gapdh-mRNA Uberprift.

3113 Expressionsanalyse von Insl5 wahrend der Embryonalentwicklung

der Maus
Um Aufschluss Uber den Zeitpunkt der Expression des Insl5-Gens wahrend der

pranatalen Entwicklung zu erhalten, wurden eine Northern-Blot und eine RT-PCR

Analyse an embryonaler Gesamt-RNA durchgefihrt.
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Fur diese Analyse wurden Mauseembryonen zwischen Tag 8.5 und 17.5 der
Schwangerschaft prapariert. Die Bestimmung der jeweiligen Tage der Schwangerschaft
erfolgte durch die Kontrolle des Vaginalpfropfes (VP) am Morgen nach naturlicher
Verpaarung. Nach Extraktion der Gesamt-RNA wurden jeweils 20 pg der RNA in
einem denaturierenden Agarosegel aufgetrennt. Das Gel wurde geblottet und mit der
radioaktiv markierten Insl5-cDNA-Sonde hybridisiert. Es konnten keine Insl5-
Transkripte wahrend der Embryonalentwicklung nachgewiesen werden (Abb. 3.3.A).
Die Integritéat der eingesetzten RNA wurde durch Nachhybridisierung der Membran mit
S-Aktin Gberprift.

Mit Insl5-spezifischen Primern wurde ein RT-PCR-Ansatz mit RNA aus 9.5 bis 17.5
Tage alten Embryonen durchgefiihrt. Die PCR-Produkte wurden anschlieBend auf ein
Agarosegel gegeben und elektrophoretisch aufgetrennt (Abb.3.3.B). Das erwartete PCR-
Produkt von 653 bp konnte erstmal bei 11.5 Tage alten Mauseembryonen nachgewiesen
werden. Daraus kann geschlossen werden, dass die Transkription von InsI5 bereits sehr
frih in der Embryonalentwicklung beginnt. Die Integritat der eingesetzten RNA wurde

durch eine Kontroll-PCR mit Gapdh-spezifischen Primern tberpruft.

A

Abb. 3.3: Analyse der Expression des Insl5-Gens der Maus wahrend der Embryonalentwicklung

(A) Gesamt-RNA (je 20 pg) aus ganzen Embryonen zwischen den Tagen 8.5 und 17.5 wurde nach
denaturierender Gelelektrophorese auf eine Nitrocellulosemembran transferiert und mit der Insl5-cDNA-
Sonde hybridisiert. (B) Gelelektrophoretische Auftrennung der PCR-Produkte zur Analyse der Expression
des InsI5-Gens in Mausembryonen. Die aufgereinigten Extrakte wurden flr eine RT-PCR mit Insl5-
spezifischen Primern herangezogen. Die Integritat der RNA wurde durch eine zweite PCR mit Gapdh-

spezifischen Primern uberprift. kb= 1kb Leiter, K=Leerkontrolle.
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3.1.14 Untersuchung zur Expression des InsI5-Gens der Maus in
postnatalen Testes und bei verschiedenen Mausmutanten mit

Keimzelldefekten

Zur Untersuchung der Expression des Insl5-Gens wahrend der postnatalen Testis-
Entwicklung wurden RT-PCR-Analysen an RNA aus Wildtyptestis sowie aus Testes
der Mutanten W/W', Tfm/Y, InsI3”, olt/olt und gk/gk durchgefilhrt. Nach der
Auftrennung der PCR-Produkte auf dem Agarosegel konnte das InsI5-Transkript in
allen postnatalen Testis-Stadien nachgewiesen werden. Die Intensitat des Insl5 steigt
nach drei Wochen an (Abb. 3.4.A). Bei allen getesteten Mausmutanten ist das Insl5-
Transkript nachweisbar (Abb. 3.4.B).

Es wurde dann tberprift, ob die InsI5-Expression auf Keimzellen beschrankt ist. RT-
PCR-Analysen wurden mit RNA aus Testis, Ovar, einer Leydig-Zelllinie (MA10), einer
Sertoli-Zelllinie (P15) und embryonalen Stammzellen (ES) durchgefihrt. In der Leydig-
Zelllinie (MA10), der Sertoli-Zelllinie (P15) und in den ES-Zellen waren keine Insl5-
Transkripte detektierbar (Abb. 3.4.C).

Abb. 3.4: Analyse der Expression des Insl5-Gens in der postnatalen Testisentwickliung, in
verschiedenen Mausmutanten mit Keimzelldefekten und in verschiedenen Zelllinien. RT-PCR mit
InsI5-spezifischen Primern; die Integritat der RNA wurde durch eine zweite PCR mit Gapdh-spezifischen

Primern Uberpriift.
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3.1.2 Zur Funktion des Insl5-Gens

3121 Die Strategie zur Inaktivierung des Insl5-Gens

Um Informationen ber die Funktion des Insl5-Gens zu erhalten, sollten knock-out-
Méause hergestellt werden. Fir die homologe Rekombination in den ES-Zellen der Maus
benoétigt man flankierende, genomische Fragmente einer GroRe von 2-5 kb. Durch die
Verwendung isogener, d.h. aus dem selben Mausstamm stammender DNA wird die
Rekombinationsfrequenz  erheblich gesteigert (Melton, 1994). Die homologe
Rekombination wurde in R1-ES-Zellen (Nagy et al., 1993) durchgefuhrt, die ihrerseits
aus Blastocysten des Mausstammes 129/SvJ isoliert worden waren. Die Inaktivierung
eines Gens in embryonalen Stammzellen erfolgt dabei mit Hilfe eines Targeting-
Vektors vom Replacement-Typ, durch den endogene Sequenzen im Allel gegen fremde
DNA-Fragmente ausgetauscht werden. Zum Zwecke der Konstruktion des Targeting-
Vektors und der Subklonierung geeigneter 5°- und 3"-flankierender Fragmente wurde
im Vorfeld eine detaillierte Restriktionskarte der entsprechenden genomischen Insl5-
Sequenz hergestellt (Abb. 3.5).

1 kb Exon 1 Exon 2 Sl
H xh Xb g SI Xp B
5 ] | i Ll | |1 4
H Sp XbSI sl
Xh B
1 ] Ll | o
Klon 1 Klon 2
Sl Xb
B SI E
| I Ty
Klon 3
h
)i g s Xb . E
Neo l-l_l-d— TK
Xh
. h s b ] e Klon 4
I Neo |-|—|-|J— T
Klon 5
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A Abb. 3.5: Strukturelle Organisation des Insl5-Gens der Maus und Restriktionskarte der Klone 1,2,
3, 4 und 5. Oben ist die strukturelle Organisation des Insl5-Gens der Maus dargestellt. Es enthalt 2
Exons, die durch rote Rechtecken gekennzeichnet sind; das Intron ist 7.9 kb lang. Darunter sind die
genomischen Subklone 1 bis 5 angegeben. Die Neomycin Kassette ist gelb; TK steht fiir die Herpes
Simplex Virus Thymidinkinase Kassette und ist grau dargestellt. Die Grof3buchstaben stehen fiir die
Schnittstellen der Enzyme BamHI (B) EcoRlI (E), Hindlll (H), Notl (N), Sall (S), Spel (Sp), Sstl (SI), Xbal
(Xb) und Xhol (Xh).

Die DNA-Fragmente wurden so gewahlt, dass die PGK-Neomycin-Kassette das Exon 2
des Insl5-Gens ersetzt (Abb. 3.6). Dadurch sollte gewéhrleistet werden, dass das
Transkript des InsI5-Gens ausgeschaltet wird. Bei den speziesfremden DNA-Segmenten
handelt es sich um die 1.8 kb lange PGK-Neomycin-Kassette, die sich in dem
Replacementvektor pPNT (Tybulewicz et al., 1991) befindet und firr die positive
Selektion bendtigt wird. Die isolierten 5°- und 3"-flankierenden Fragmente sollten in
richtiger Anordnung in die entsprechenden Klonierungsstellen des pPNT-Vektors
eingeflgt und die richtige Orientierung durch nachfolgende Restriktionsanalysen
Uberprift werden. Zudem sollte eine aulRerhalb des Konstrukts gelegene 3°-Sonde
isoliert werden, mit der die homologen Rekombinationsereignisse in ES-Zellen
aufgezeigt werden konnen. Die hypothetische Strategie zur Inaktivierung des Insl5-
Gens ist in Abb. 3.6 dargestellt.

5.9 kb
F8
R9
W||dtyp-A”6| H Xh Sp\ xb°'B S| Xb B
5 I I |l | [
i " Ext. Probe
Exon 1 Exon 2
|—:| Xh B SI XSE
Targeting-Vektor J—l Neo Il_h_ TK
Rekombinantes Allel H <h B Xo B
= # Neo L |
| |
1kb Exon 1 R \PGKS 4 kb
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A Abb. 3.6: Strategie zur Inaktivierung des Insl5-Gens der Maus. Die Darstellung zeigt schematisch
den Vorgang der homologen Rekombination zur Deletion von Exon 2 des Insl5-Gens. Im oberen Teil
findet sich das Wildtyp-Allel mit seinen 2 Exons. In der Mitte ist der Targeting Vektor dargestellt. Im
unteren Teil ist das rekombinante Allel mit dem deletierten Bereich zwischen der Xhol- und der Sstl-
Schnittstelle abgebildet. Die Lokalisation der Neo- und der externen Sonde sind angegeben. Die
Grof3buchstaben stehen fiir die Schnittstellen der Enzyme BamHI (B), EcoRI (E), Hindlll (H), Spel (Sp),
Sstl (S), Xbal (Xb) und Xhol (Xh). TK steht fiir die Herpes Simplex Virus Thymidinkinase Kassette.
AuBerdem wurden die Primer fiir die Genotypisierungs-PCR eingezeichnet: das Primerpaar C-InsI5F8
(F8) und C-InsI5R9 (R9) dient zur Amplifizierung des Wildtyp-Allels, Insl5-F1 (F1) und pGK3 zur

Amplifizierung des mutanten Allels.

3.1.2.2 Isolierung und Klonierung der 3’-flankierenden Region sowie der

externen 3"-Sonde

Der PAC-Klon, der die InsI5-Sequenz beinhaltet, wurde im Institut fur Humangenetik,
Gaottingen, isoliert. Aus dem PAC-Klon wurde ein 5.1 kb Hindlll Fragment isoliert, das
die 3"-flankierte Region des Insl5-Gens enthélt. Das 5.1 kb Hindlll Fragment wurde in
den Bluescript Vektor subkloniert (Klon 2).

Aus dem genomischen Klon 2 (Abb. 3.5) wurde durch den Verdau mit dem
Restriktionsenzym Sstl ein 2.8 kb grofRes Fragment herausgeschnitten, Uber eine
0.8%iges Agarosegel gelelektrophoretisch aufgetrennt und aus dem Gel isoliert. Dieses
2.8 kb Sstl Fragment wurde erneut in den Vektor pUC 18 subkloniert und der
entstandene Vektor als Klon 3 bezeichnet. Der Klon 3 wurde dann mit den
Restriktionenzymen BamHI und EcoRI verdaut, das 2.8 kb groRe Fragment isoliert und
in mit dem ebenfalls BamHI/EcoRI geschnittenen pPNT-Vektor subkloniert (Klon 4).
Fur die Analyse korrekter Rekombinationsereignisse in den ES-Zellen war die
Isolierung einer aullerhalb des Konstrukts gelegenen Sonde notwendig. Wie in Abb. 3.6
erkennbar ist, gibt es in 3"-Richtung des Insl5 Gen eine BamHI-Schnittstelle, die 1.2 kb
von der o.g. EcoRI-Schnittstelle entfernt liegt. Deshalb wurde durch PCR mit den
Primern Mins5/F2 und Mins5/R2 ein 650 bp groRes Fragment generiert, subkloniert und
sequenziert. Diese 3"-Sonde zeigte nach Hybridisierung mit genomischer DNA der
Maus keine repetitiven Sequenzen und wurde fir die Southern-Blot Analyse

transfizierter ES-Zellen eingesetzt.
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3.1.2.3 Isolierung und Klonierung der 5"-flankierenden Region

Aus dem PAC-Klon wurde ein 4.2 kb groRes Hindlll/Spel Fragment isoliert, das die
Intron Sequenz beinhaltet. Das 4.2 kb HindlI11/Spel Fragment wurde in den pBluescript
Vektor subkloniert (Klon 1).

Fur die Klonierung des 5°-flankierenden Bereichs des Targeting Vektors wurde die
gesamte 4 kb groRe 5°-Region aus dem Subklon 1 mit dem Restriktionsenzym Xhol
herausgeschnitten und aus dem Gel extrahiert. Fur die Klonierung dieses 5 -Fragments
wurde die DNA eines Klons 4, der bereits die 3"-flankierende Region in richtiger
Orientierung enthielt, mit dem Enzym Xhol verdaut und mit dem 5"-flankierenden
Fragment ligiert (Klon 5). Nach der Transformation des Ligationsansatzes wurden die
Kolonien mit der cDNA-Sonde des Insl5-Gens gescreent. Die Plasmid-DNA positiver
Klone wurde isoliert, mit dem Enzym Xbal verdaut und gelelektrophoretisch
aufgetrennt. Die positiven und richtig orientierten Klone wiesen drei Fragmente der
GroRen 8.5 kb, 2.8 kb und 2.4 kb auf. Die Lange der Fragmente stimmt mit den
Positionen der Xbal-Schnittstellen im Targeting Vektor tiberein.

Zudem musste Uberpruft werden, ob sich der Targeting Vektor mit dem Enzym Sall
linearisieren lasst. Die Sall-Schnittstelle stammt dabei nicht aus der nativen Sequenz
des Insl5-Gens, sondern wurde aus der Klonierungsstelle des Klons 1 nach Isolierung

des 4 kb groRen 5" -Fragments in das Konstrukt eingefugt.

3124 Elektroporation der ES-Zellen mit dem Targeting Vektor Insl5 und

Selektion homolog rekombinanter Insl5"-ES-Zellen

Die R1-ES-Zellen (Nagy et al., 1993) wurden auf einem konfluenten ,Layer”
kultivierter, mit Mitomycin C behandelter, primarer embryonaler Fibroblasten (EmFi)
ausplattiert. Exponentiell wachsende ES-Zellen wurden auf einer Kulturschale mit
einem Durchmesser von 90 mm bis zu einer Zahl von 7 x 10° Zellen kultiviert, durch
Trypsinisierung geerntet und mit 50 pg des durch Sall linearisierten Targeting-Vektors
elektroporiert. Nach dem DNA-Transfer wurden die Zellen 20 min auf Eis inkubiert und
anschlieBend in funf 60 mm & Kulturschalen mit EmFi-Zellen ausplattiert. Die positive
und negative Selektion (PNS) mit G418 (positive Selektion) und Gancyclovir (negative
Selektion) begann nach 12 bis 16 h. Die Gancyclovir-Selektion wurde nach funf Tagen
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beendet, wahrend die G418-Selektion bis zur Isolierung resistenter Klone am achten
oder neunten Tag aufrechterhalten wurde. Nach der Identifizierung und Isolierung
positiver Klone wurde die Hélfte der Zellen bei -80°C kryokonserviert, wahrend die
andere Halfte der Zellen bis zur Konfluenz kultiviert und fur die Genotypisierung
herangezogen wurde. Die isolierte  DNA der ES-Zellklone wurde mit dem
Restriktionsenzym BamHI geschnitten, nach der gelelektrophoretischen Auftrennung
auf eine Nitrocellulosemembran transferiert und mit der externen 3"-Sonde (Abb. 3.6)
hybridisiert. Das Wildtyp-Allel des InsI5-Gens sollte durch eine 5.9 kb-Bande
charakterisiert werden, wéhrend das mutierte Allel ein 4 kb langes Fragment anzeigt.
Durch die Hybridisierung mit der externen 3’-Sonde wurde von 96 ES-Zellklonen ein
positiver ES-Zellklon identifiziert (Abb. 3.7).

Abb. 3.7: Southern-Blot-Analyse von ES-Zell-DNA nach Elektroporation mit dem Targeting Vektor
fur Insl5. Genomische DNA aus isolierten ES-Zellkolonien wurde mit BamHI verdaut,
gelelektrophoretisch aufgetrennt, auf eine Nitrocellulosemembran transferiert und mit der externen 3’-
Sonde hybridisiert. Das 5.9 kb grofle Fragment reprasentiert das Wildtypallel des InsI5-Locus, wahrend
die 4 kb Bande durch die Langendifferenz der Neomycinkassette im Vergleich zum deletierten InsI5-
Genabschnitt ca. 2 kb kiirzer ist und das rekombinante Allel anzeigt. Die ES-Zellen 57 sind heterozygot

fur die Mutation.
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3.1.25 Herstellung von Chimaren durch Injektion der Blastocysten mit den
InsI5"-ES-Zellen

Nach genomischer Charakterisierung der isolierten ES-Zelllinien wurden die Zellen in
flissigem Stickstoff kryokonserviert. Fir die Mikroinjektion in 3.5 Tage alte
Blastocysten des Mausstammes C57BI/6J wurden die Zellen der Linie #57 vier Tage
vor der Blastocysteninjektion aufgetaut und auf Feederzellen ausgesdt. Die Zellen
wurden nach zwei Tagen im subkonfluenten Zustand erneut trypsinisiert und auf zwei
30 mm & Kulturschalen verteilt. Nach der Injektion der Blastocysten mit den homolog
rekombinanten ES-Zellen wurden die Blastocysten in Ammenmause transferiert und die
geborenen  Chimdren anhand des Agouti-Fellmarkers identifiziert.  Die
Blastocysteninjektion wurde im Max-Planck-Institut fir experimentelle Medizin

Gottingen durchgefihrt.

3.1.2.6 Charakterisierung der Chimaren

Die Chiméren wurden durch Kreuzung mit Mausen des Stammes C57BI/6J auf
Keimbahn-transmission getestet. Es wurden drei mannliche Chimare (30%, 45% und
70% Chimarismus) aus den homolog rekombinierten ES-Klonen #57 generiert. Im Alter
von 7 Wochen wurden diese Chiméren mit weiblichen Wildtyp-Mausen des Stammes
C57BI/6J verpaart. Nachkommen der transmittierenden Chimére mit dem dominanten
agouti-Allel, erkennbar an der braunen Fellfarbe, wurden durch eine Southern-Blot
Analyse genotypisiert. Mannliche und weibliche heterozygote Mause wurden zum
Zwecke der Generierung homozygoter Mutanten miteinander verpaart.

Konnten unter den Nachkommen keine heterozygoten Tiere gefunden werden, da sich
die rekombinanten ES-Zellen nicht an der Keimbahn beteiligt hatten, wurde die

Chimére aus der Zucht entfernt.
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3.1.3 Die Analyse Insl5-defizienter Mause

3131 Genotypisierung der Nachkommen

Fur die Genotypisierung der Tiere der F1- und der F,-Generation wurden bei den drei
Wochen alten Mausen Schwanzbiopsien durchgefuhrt und die genomische DNA
isoliert. Die Genotypisierungs-PCR erfolgte mit 200 ng der genomischen DNA und mit
InsI5-allelspezifischen und neomycinkassettenspezifischen Primern (Abb. 3.6;
Sequenzen siehe Material und Methoden 2.1.11). Mit der Primerkombination C-InsI5F8
und C-InsI5R9 konnte ein genomisches Fragment von 300 bp fur das Wildtyp-Allel
amplifiziert werden. Fir die Amplifikation des 220 bp langen Fragmentes fir das
mutierte Allel wurde das Primerpaar Clnsl5/F und pGK3 verwendet. Wurde die PCR
gleichzeitig mit vier Primern durchgefiihrt, so konnten die heterozygoten Mause anhand
der beiden im Gel sichtbaren Banden identifiziert werden, wéhrend sich bei
homozygoten knock-out M&usen-/- bzw. bei Wildtyp-Mé&usen nur die Wildtyp bzw. die
mutierten PCR-Fragmente amplifizieren lieRen. In Abb. 3.8 ist exemplarisch das

Gelfoto einer Genotypisierungs-PCR dargestellt.
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Abb. 3.8: Genotypisierung der Nachkommen in der F;- und F,-Generation. Die Abbildung zeigt die
gelelektrophoretische Auftrennung der PCR-Produkte zur Genotypisierung. Die PCR-Ansétze wurden fiir
35 Zyklen folgendem Programm unterzogen: 94°C 30 s, 58°C 30 s, 72°C 45 s. Bei der PCR wurde beim
Wildtyp ein 300 bp-Fragment, bei Insl5”-Méausen ein 220 bp-Fragment und bei Insl5*"-Méausen beide

Banden amplifiziert. Kb ist Langestandard und K steht fur Leerkontrolle.
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3.1.3.2 Genotyp-Analyse der Nachkommen in der F;- und F,-Generation

Durch Verpaarung der ménnlichen Chimére, die das mutierte Insl5-Allel durch die
Keimbahn transmittierte, mit Weibchen des Stammes C57BI/6J wurden in der Fi-
Generation heterozygote und Wildtyp-Nachkommen generiert. Es konnte nur eine
heterozygote Maus bei einer Gesamtzahl von 7 agouti-Tieren in vier Wirfen
identifiziert werden.

Nach der Verpaarung heterozygoter Eltern belief sich bei 26 Wirfen mit insgesamt 193
Nachkommen der Anteil homozygoter -/- Tiere auf 22.3% und der Anteil der Wildtyp-
Nachkommen auf 24.3%. 103 Tiere waren heterozygot (53.4%). Diese Zahlen
entsprechen den nach den Mendelschen Regeln zu erwartenden. Die durchschnittliche
WurfgroRe ergab 7.4 + 2.9 Tieren. Die homozygoten-/- Tiere unterschieden sich
auferlich nicht von ihren heterozygoten oder Wildtyp-Geschwistern.

In Tab. 3.1 ist die Verteilung der genotypisierten Nachkommen in der zweiten

Generation dargestellt.

Tab. 3.1: Quantitative Verteilung von Wildtyp-, heterozygoten und homozygoten M&usen in der F,-

Generation (+/- x +/-) (Insl5)

Generation Anzahl der Gesamtzahl Homozygot Heterozygot Wildtyp |\WurfgrofRe

Wiirfe (ménnlich) -/- +/- +/+
(ménnlich)
F, 26 193(90) 43(20) 103 47 74429

Die transmittierende Chimdre wurde auch mit Weibchen des Stammes 129/SvJ verpaart.
Nach einer Verpaarung von insgesamt 8 Tieren konnten keine heterozygoten (+/-)
Nachkommen erhalten werden.

Die durchschnittliche Wurfgré3e nach Verpaarung homozygoter -/- Méuse lag mit 5.5 =
2.1 Tieren bei einer Gesamtzahl von 71 in 13 Wirfen niedriger als bei den

heterozygoten Verpaarungen.
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3.1.3.3 Kontrolle der Inaktivierung des Insl5-Gens durch Northern-Blot-
Analyse

Um die Inaktivierung des Insl5-Gens in den Insl5”-Mausen nachzuweisen, wurde die
Gesamt-RNA aus Rektum von Wildtyp-, heterozygoten und homozygoten Mausen auf
dem Hybridhintergrund C57BI/6J x 129/SvJ isoliert und jeweils 20 pug davon gel-
elektrophoretisch aufgetrennt. Die RNA wurde auf eine Membran transferiert und
hybridisiert. Als Sonde fir die Hybridisierung wurde das 650 bp lange Insl5-cDNA-
Fragment benutzt (Abb. 3.1). Mit dieser Northern-Blot-Analyse sollte Gberpruft werden,
ob in homozygoten -/- Mausen ein Transkript auftritt. Die Integritat und die Menge der
RNA wurde durch Nachhybridisierung mit der g-Aktin-Sonde tberpriift.

Aus Abb. 3.9 geht hervor, dass im Rektum von Wildtyp-Mdusen ein starkes Signal fiir
das Insl5-Transkript nachweisbar ist. Bei heterozygoten Tieren ist die Transkriptmenge

eindeutig herabgesetzt, wahrend bei InsI5”-Mausen kein Transkript nachweisbar ist.

Abb. 3.9: Northern-Blot-Analyse mit Gesamt-RNA vom Rektum. Gesamt-RNA (je 20 pg) aus Rektum
von InsI5*"*-, InsI5™- und InsI5"-Mausen wurde mit der Insl5-cDNA-Sonde hybridisiert. Die Integritat

und Menge der aufgetragenen RNA wurde mit der g-Aktin-Sonde Uberprift.
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3.1.34 Histologische Darstellung und Alcian-Blau-Farbung von Kolon,
Rektum und Thymus der InsI5-defizienten Mause

Zur Analyse moglicher morphologischer Abweichungen von der Norm im Rektum
(distales Kolon) und im Thymus der InsI5-defizienten M&use wurden von Prof. Dr.
Klonisch (Department for Anatomy and Cell Science, Universitdt Manitoba, Kanada)
Schnitte vom Rektum (distales Kolon) und Thymus von Insl5"-Mausen sowie zur
Kontrolle Schnitte einer Wildtyp-Maus angefertigt. HE-gefarbte Schnitte ergaben
histomorphologische Veranderungen in den InsI5"-Mausen im Vergleich zu den
Kontrollen. InsI5"-Mause zeigen Veranderungen im Kolonepithel; es erscheint weniger
hoch und die beiden Hauptzelltypen, Kolonozyten und Becherzellen, scheinen in ihrer
Anfarbbarkeit und in der Form der Zellkerne veréndert. Auflerdem ergab die
histologische Schichtanalyse eine verminderte Vaskularisation im Bereich der
Darmkrypten. (Abb. 3.10). Die unterschiedlichen Weiten der Drisenschlauche und die
unterschiedliche Hoéhe der Epithelien sind auf unterschiedliche Funktionszustande
zuriickzufuhren. Im Thymus von InsI5"-Mausen findet sich eine ,,vermehrte* Rinde
(Cortex: enthalt die Thymocyten) und ein kleineres Mark (Daten nicht gezeigt). Im
Mark findet man vermehrt eosinophil-angefarbte (vermutlich) Thymus-Epithelzellen,
welche Vorlaufer der Hassall-Korper und typisch fur den Thymus sind. Dies spréche fiir
eine vermehrte Anhdufung und Differenzierung von Thymusepithelzellen und konnte
Folge einer erhdhten Thymopoiese sein.
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Abb. 3.10: Alcian-Blau-Farbung von Kolon und Rektum einer Insl5-defizienten Maus und einer
Wildtyp-Maus (Prof. Dr. Klonisch). Die Abbildungen zeigen Schnitte durch das distale Kolon und
Rektum einer Insl5"-Maus und zum Vergleich Schnitte durch das distale Kolon und Rektum einer
Wildtyp-Maus.
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3.1.35 Analyse der Spermien der InsI5"-Mause

Die beobachtete Reduktion der WurfgroRe bei den Verpaarungen von Insl5”-Mausen
fuhrten zu der Vermutung, dass InsI5 eine Rolle bei der Fertilitat hat. Aus diesem Grund

wurden verschiedene Spermienparameter analysiert.

3.135.1 Analyse der Spermienanzahl

+/+

Die Spermien zehn Wochen alter InsI5”- und Insl5**-Mause wurden aus dem
Nebenhoden in 2 ml IVF-Medium resuspendiert und fir 15 min bei 37°C inkubiert. Mit
Hilfe der Neubauer-Zahlkammer wurde die Zahl der Spermien bestimmt. Es wurden
drei Mause pro Genotyp analysiert. Die Zahl der Spermien im Nebenhoden der InsI5™-
Mause war niedriger als die Spermienanzahl im Wildtyp (Tab. 3.2). Dieses Ergebnis
konnte ein Hinweis auf eine leicht reduzierte Spermienanzahl bei Insl5-defizienten
Mausen sein.

+/+

Tab. 3.2: Spermienanalyse der InsI5"*- und InsI5"-Méause

InsI5™*-und InsI5”"-Méause auf dem genetischen Hintergrund C57BI x 129/SvJ

Parameter: Genotyp

++ -/-

Spermienanzahl im:

Nebenhoden 1.32x 10"+ 3.9 x 10° 1.01x 10"+ 2 x 10°

Akrosomenreaktion (%) 84.5 71.7

3.1.35.2 Akrosomenreaktion

Bevor ein Spermium eine Eizelle befruchten kann, muss es mehrere physikalische
Barrieren durchdringen. Die aus Glykoproteinen bestehende Zona pellucida kann das
Spermium durch Auslésen der Akrosomenreaktion durchdringen. Bei der Akrosomen-
reaktion wird der Inhalt des Akrosoms freigesetzt. Das dabei freigesetzte Akrosin baut
die Zona pellucida lokal ab. Andere Proteine, die durch die Akrosomenreaktion
freigesetzt werden, werden fur die Bindung an die Eimembran und fur die Fusion der
Eizell- und Spermien-Membranen bendtigt. Ohne die Akrosomenreaktion ist das

Spermium nicht in der Lage, die Zona pellucida zu durchdringen. Um eine mogliche
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Funktion von Insl5 auf die Féhigkeit zur Akrosomenreaktion zu untersuchen, wurden

++

Spermien von InsI5”- und Insl5 **-Mausen aus der Cauda epididymis prapariert. Die
Akrosomenreaktion wurde durch Inkubation der Spermien in modifiziertem Tyrode-
Medium mit lonophor induziert, und dann mit Hilfe einer Coomassiefarbung
untersucht. Spermien, die die Akrosomenreaktion durchgefuhrt haben, zeigen keine
Farbung. Bei akrosomintakten Spermien wird eine spezifische Blaufarbung des
Spermienkopfes nachgewiesen. Die quantitative Auswertung von 200 Spermien ergab
keine signifikanten Unterschiede zwischen den Spermien aus den Wildtyp- und den

InsI5"-Mausen (Abb. 3.11 und Tab. 3.2).
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Abb. 3.11: Akrosomenreaktion an Insl5 "-Spermien. Reagierende Spermien lassen sich nicht anfarben,
wahrend sich das Akrosom intakter Spermien blau anfarben lasst. In der Abbildung ist ein Spermium mit
einer blauen Akrosomenkappe zu erkennen (Pfeil), das die Akrosomenreaktion nicht ausgefiihrt hat. Die

Spermien ohne Blaufarbung sind akrosomreagiert.
3.1.3.5.3 Analyse der Motilitat von Spermien der Insl5-defizienten Mause

Um eine mogliche Bedeutung des Insl5-Gens fir die Motilitdt der Spermien zu
analysieren, wurden aus dem Nebenhoden von zun&chst drei ménnlichen Insl5-
defizienten und zwei Wildtypmdusen Spermien isoliert und mit einem
computerunterstitzten Spermienanalyseprogramm (CEROS) von Hamilton Thorne
untersucht. Es wurde die Spermienmotilitat nach 1.5, 3.5 und 5.5 h gemessen. Nach 1.5

+/+

h waren zwischen 40 bis 60% der Spermien der Insl5"*- und InsI5”-Mause beweglich
und 25 bis 40% zeigten dabei progressive Bewegungen (Tab. 3.3). Die Messungen nach

3.5 h ergaben, dass sich der Anteil der motilen Spermien um ca. 10% reduziert, die
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Progressivitat dieser (motilen) Spermien aber nur geringfligig abnahmen. Einige
Parameter wurden genauer untersucht, darunter die Geschwindigkeit, die
Schlagfrequenz des Schwanzes und die Linearitdt des Schwimmens. Spermien zeigen
ein spezifisches Bewegungsmuster, das in der Untersuchung durch die Messung der
Weggeschwindigkeit (VAP), der progressiven Geschwindigkeit (VSL) und der
Bahngeschwindigkeit  (VCL)  beriicksichtigt  wird (Tab. 3.4). Mit der
Bahngeschwindigkeit wird die totale Distanz, die der Spermienkopf in einer Zeiteinheit
zurlickgelegt hat, gemessen. Die Weggeschwindigkeit zeigt den durchschnittlichen
Weg, den das Spermium in einer Zeiteinheit zuriickgelegt hat. Die progressive
Geschwindigkeit wird als die gerade Distanz zwischen dem Anfang und dem Ende des
Weges, geteilt durch die verstrichene Zeit, gewertet. Fir Schlagfrequenz (BCF) und
Gradlinigkeit (STR) waren die Unterschiede klein aber signifikant. Fir VAP-, VCL-
und ALH-Parameter (Abb.3.12) konnte eine signifikante Reduktion bei Insl5"-
Spermien in Vergleich zu Wildtypspermien gefunden werden (P < 0.001).

+/+

Tab. 3.3 : Analyse der Motilitat der Spermien der InsI5"*- und InsI5"-Mause (jeweils 3 Tiere)

In Klammern sind die prozentualen Werte angegeben.

Genotyp der Maus ‘ +/+ | -/-
Inkubationszeit (h) 15 35 55 15 35 55
Gesamtzahl der gemessenen 1271 1376 1414 1187 1201 1040
Spermien (%) (100) (100) (100) (100) (100) (100)

Anzahl der motilen
) (52.5+£11.5) | (52+11) | (45.5+8.5) | (48+4.9) |(39.31£12.6)| (27.6+13)
Spermien (%)

Anzahl der Spermien mit
) 34.5£9.5 |34.5+9.5 316 31.3+2.3| 25.648.9 | 15.3%8.5
progressive Bewegungen (%)

+/+

Tab. 3.4: Ergebnis der Spermienanalysen der InsI5"*- und Insl5"-Mause (jeweils drei Tiere)

Genotyp ‘ +/+ ‘ /-
Inkubationszeit (h) 15 35 5.5 15 3.5 5.5
Weggeschwindigkeit (um/s) | 119.9 119.2 115.75 111.4 109.13 97.6
Prog. Geschwindigkeit

() 95.55 93.15 91.45 93.9 88.13 78.5
Bahngeschwindigkeit (um/s)| 187.75 181.65 177.2 169.6 165.36 145.1
Seitliche Amplitude (%) 8.1 8.1 8.05 7.7 75 6.7
Schlagfrequenz (%) 17.65 15.1 14.05 17.26 16.1 13.13
Gradlinigkeit (%) 78.5 77.5 78.5 83.3 79.6 80.3
Linearitat (%) 52.5 53.5 54 57.3 54.6 57
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Exemplarisch werden hier Schemata flir die Spermienparameter fur die Zeit nach 1.5 h
dargestellt (Abb. 3.12).
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Abb. 3.12: Schematische Darstellung der Spermiengeschwindigkeitsparameter, aufgeschliisselt nach

Mausen. Es wurden je 3 Mause hinsichtlich der Spermienmotilitat untersucht. Die Geschwindigkeiten

sind zur besseren statistischen Vergleichbarkeit als Logarithmus naturalis (Ln) dargestellt. VAP=

Weggeschwindigkeit, VSL= progressive Geschwindigkeit, VCL= Bahngeschwindigkeit, ALH= seitliche

Amplitude. Zusammenfassend kann festgestellt werden, dass sich die Spermienmotilitéat der Insl5-

defizienten M&use von der der Wildtyp-M&use unterscheidet.
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3.2 Insl6-Gen

3.2.1 Expression des Insl6-Gens bei der Maus

Das Insl6-Gen wird bei der adulten Maus ausschlieBlich im Testis exprimiert (Lok et
al., 2000). Im Rahmen dieser Arbeit wurden weitere Experimente zur Analyse der

Expression des Insl6-Gens durchgefihrt.

3211 Herstellung der Insl6-cDNA der Maus mittels RT-PCR

Die Expression des Insl6-Gens in verschiedenen Geweben wurde mittels Northern-Blot
und RT-PCR untersucht.

Fur die Expressionsexperimente mussten zundchst die entsprechenden Sonden fur die
Hybridisierungen hergestellt werden. Die Insl6-cDNA wurde durch RT-PCR mit Insl6
spezifischen Primern amplifiziert. Fir die cDNA-Synthese wurde 1 pg Gesamt-RNA
aus Testis einer adulten Maus mit dem One-Step RT-PCR-Kit umgeschrieben. Nach der
Klonierung in den Vektor pGEM-T® Easy wurde das PCR-Produkte sequenziert. Durch
Vergleich der Nukleotidsequenz des cDNA-Klons mit Insl6-cDNA in der Datenbank
konnte eine Homologie von 100% innerhalb der entsprechenden Bereiche der cDNA
festgestellt werden (Abb. 3.13).

ATG TAA

—
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Insl6-F2 Insl6-R1

< [
< »

Genomisch: >3.8 kb
cDNA: 580 bp

Abb. 3.13: Schema und Primerpositionen fir die durchgefiihrte RT-PCR. . Die PCR wurde so geplant,
dass das PCR-Produkt eine Lange von 580 bp hat und die Sequenz beider Exons von Insl6 beinhaltet.
PCR-Bedingungen: 35 Zyklen: 94°C 30 s; 60°C 30's; 72°C 45s.
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3.21.2 Analyse der Expression von Insl6 an RNA aus verschiedenen

Geweben der Maus

Fur die Northern-Blot-Analyse wurde Gesamt-RNA aus verschiedenen Organen der
adulten Maus prapariert und 20 pg der jeweiligen RNA in einem denaturierenden
Agarosegel aufgetrennt. Das Gel wurde geblottet und mit der radioaktiv markierten
Insl6-cDNA-Sonde (Abb. 3.13) hybridisiert.

Die Expression des Insl6-Gens konnte durch Hybridisierungssignale in einigen adulten
Geweben nachgewiesen werden (Abb. 3.14.A). Das starkste Signal konnte im Testis
detektiert werden. In Niere, Ovar, Kolon und Milz konnten schwache Signale
nachgewiesen werden. Eine anschlieende Rehybridisierung des Northern-Blots mit
einer cDNA-Sonde fiir g-Aktin diente zur Uberpriifung der Integritat der RNA sowie zur
Prifung, ob gleiche Mengen an RNA eingesetzt wurden.

Zur Untersuchung des Insl6-Gens in verschiedenen Geweben wurde auch eine RT-PCR
Analyse wie unter 3.2.1.1 durchgefihrt. Wie aus der Abbildung 3.14.B entnommen
werden kann, ist die Intensitat der amplifizierten RT-PCR-Produkte im Testis hoher als
in anderen Geweben. Wie beim Northern-Blot konnte auch bei der RT-PCR Analyse
keine Insl6-Expression in Gehirn, Herz, Lunge, Magen und Leber nachgewiesen

werden.
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Abb. 3.14: Analyse der Expression des Insl6-Gens der Maus in verschiedenen Geweben. (A) Gesamt-
RNA aus verschiedenen Geweben wurde mit der Insl6-cDNA-Sonde hybridisiert. Die Integritat und
Menge der aufgetragenen RNA wurde durch eine Nachhybridisierung der Membran mit B-Aktin
Uberpriift. (B) Gelelektrophoretische Auftrennung der PCR-Produkte zur Analyse der Expression in den
verschiedenen Organen der Maus. Die Gesamt-RNA aus verschiedenen Organen wurde einer RT-PCR
mit Insl6-spezifischen Primern unterworfen. Die Integritat der RNA wurde durch eine zweite PCR mit

Gapdh spezifischen Primern Uberprift.

3.2.1.3 Expressionsanalyse von Inslé durch RT-PCR an Gesamt-RNA der
embryonalen Maus

Um Aufschluss Uber den Zeitpunkt der Expression des Insl6-Gens wahrend der
pranatalen Entwicklung zu erhalten, wurde eine RT-PCR an embryonaler Gesamt-RNA
durchgefiihrt. Mit Insl6-spezifischen Primern wurde ein RT-PCR-Ansatz mit RNA aus
9.5 bis 15.5 Tage alten Embryonen durchgefiihrt. Die PCR-Produkte wurden
anschlielend auf ein Agarosegel gegeben und elektrophoretisch aufgetrennt (Abb.
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3.15). Das erwartete PCR-Produkt von 650 bp konnte in jedem Ansatz nachgewiesen
werden. Daraus kann geschlossen werden, dass die Transkription des Insl6-Gens bereits
sehr friih in der Embryonalentwicklung beginnt. Die Integritat der eingesetzten RNA
wurde durch eine Kontroll-PCR mit Gapdh-spezifischen Primern tberpruft.

Abb. 3.15: Expression von Inslé wahrend der Embryonalentwicklung der Maus. Fir die Reverse-
Transkriptase-Reaktion wurden RNA-Proben aus Embryonen der Entwicklungstage 9.5 bis 15.5 dpc
(nach Befruchtung) verwendet. Die PCR-Produkte konnten durch die genspezifischen Primer Insl6-F2
und Insl6-R1 nach der Reversen-Transkriptase-Reaktion amplifiziert werden und wurden anschliefend in
einem 1.5%igen Agarosegel aufgetrennt. Das 650 bp groBe Fragment konnte in allen Ansatzen

nachgewiesen werden. Eine Gapdh-Kontrolle diente zur Uberpriifung der Integritét der RNA.

3214 Untersuchungen zur Expression des Insl6-Gens wahrend der

Testisentwicklung

Zur Untersuchung der Expression des Insl6-Gens wahrend der postnatalen Testisent-
wicklung wurde Gesamt-RNA aus Testes von 5, 10, 15, 20, 25 und 30 Tage alten
Méusen und auch aus adulten M&usen prépariert. Die RNA wurde anschlieRend
denaturierend gelelektrophoretisch aufgetrennt und auf eine Nitrocellulosemembran
transferiert (Northern-Blot). Die Northern-Blot-Membran wurde anschlieRend mit dem
radioaktiv markierten 0.65 kb langen Insl6-cDNA-Fragment (N bei 65°C hybridisiert.
Wie Abb. 3.16 zeigt, ist das 0.8 kb lange Insl6-Transkript erst ab Tag 15 der postnatalen
Entwicklung detektierbar. An diesem Tag hat die Spermatogenese das Stadium der
Pachytédn-Spermatozyten erreicht. Zur Prufung der Integritat der verwendeten RNA
wurde die Membran mit der B-Aktin Sonde nachhybridisiert.
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Abb. 3.16: Northern-Blot-Analyse zur Expression des Insl6-Gens der Maus in der postnatalen
Testisentwicklung. Gesamt-RNA (je 20 pg) aus Testes 5, 10, 15, 20 und 25 Tage alter und adulter Mause
wurde nach denaturierender Gelelektrophorese auf eine Nitrocellulosemembran transferiert und mit der
Insl6-cDNA-Sonde hybridisiert. Die Integritdt und Menge der aufgetragenen RNA wurde durch eine
Nachhybridisierung der Membran mit g-Aktin Gberpruft.

3.2.15 Analyse der Expression des Insl6-Gens in Testes verschiedener

Mausmutanten mit Keimzelldefekten

Fur die Untersuchung der Expression von Insl6 im Testis verschiedener Mutanten der
Maus wurden jeweils 20 pg Gesamt-RNA aus Testes der Mutanten W/W', Tfm/Y (Lyon
und Hawkes, 1970), InsI3” (Zimmermann et al., 1997), olt/olt (Moutier, 1976) und
gk/gk (Bennett et al., 1971) gelelektrophoretisch aufgetrennt, auf eine
Nitrocellulosemembran transferiert und mit der radioaktiv markierten 600 bp langen
Insl6-cDNA hybridisiert (Abb. 3.17).
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Abb. 3.17: Analyse der Expression des Insl6-Gens in Testes verschiedener Mausmutanten mit
Keimzelldefekten. Gesamt-RNA (je 20 ug) aus Testes adulter Mause der Linien W/W', Tfm/Y, InsI3",
olt/olt und gk/gk wurde nach denaturierender Gelelektrophorese auf eine Nitrocellulosemembran
transferiert und mit der Insl6-cDNA-Sonde hybridisiert. Die Integritdt und Menge der aufgetragenen
RNA wurde durch eine Nachhybridisierung der Membran mit hEF-cDNA (berpriift. Die starke
Expression bei den Mutanten olt/olt sowie gk/gk, sowie die deutlich schwachere Expression in der

Mauslinie InsI3" ist gut zu erkennen.

Nach etwa einwdchiger Exposition konnten positive Hybridisierungssignale bei den
Mausen der Linien olt/olt und gk/gk nachgewiesen werden, bei der InsI3”-Mutante
wurden geringe Insl6-Transkriptmengen detektiert. Bei der W/W'- und Tfm/Y-Mutante
konnte kein Insl6-Transkript gefunden werden (Abb. 3.17). Diese Ergebnisse haben
gezeigt, dass Insl6 erst in Pachytdn-Spermatozyten exprimiert wird.

Im Testis der W/W'-Mutante fehlen die Keimzellen. Bei der Tfm/Y-Maus differenzieren
sich die Spermatogonien bis zu den Primarspermatozyten, wahrend bei olt/olt- und
gk/gk-Mutanten die Spermatogenese bis zu den haploiden Spermatiden erfolgt. Im
Testis der kryptorchiden Mausmutante InsI3” entwickeln sich die Spermatogonien
aufgrund der abdominalen Temperatur um 37°C nur bis zu den diploiden Pachytén-
Spermatozyten, jedoch kdnnen sich einige wenige Spermatogonien auch weiter

ausdifferenzieren und die haploide Phase erreichen.
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3.2.2 Zur Funktion des Insl6-Gens

Bislang liegen weder Erkenntnisse Uber die Funktion des murinen Insl6-Gens noch des
humanen INSL6-Gens vor. Daher sollten Insl6-knock out Méuse erzeugt werden, durch

deren Analyse Erkenntnisse Uber die Funktion des Gens gewonnen werden sollen.

3221 Isolierung eines genomischen Klons fur das Insl6-Gen der Maus

3.2211 Screen einer Cosmid-Maus-Bibliothek

Zur lIsolierung genomischer Klone wurde eine Cosmid-Bibliothek der Maus des RZPD
(Berlin) eingesetzt. Als Sonde fur das Screenen der genomischen Bank diente das
radioaktiv markierte cDNA-Fragment (Abb.3.13) des Insl6-Gens. Mit dieser radioaktiv
markierten Sonde konnte kein positiver Klon detektiert werden.

32212 Screenen einer PAC-Bibliothek

Zur Isolierung genomischer Klone fiir das Insl6-Gen der Maus wurde eine genomische
PAC-Bibliothek (RZPD, Berlin) gescreent, die aus dem Mausstamm 129/SvJ etabliert
wurde. Es wurden zwei PAC-Klone identifiziert. Diese Klone wurden bei RZPD
(Berlin) bestellt.

Die Plasmid-DNA der zwei positiven PAC-Klone (Klon RPCIP711109135Q2 und
RPCIP71110987Q2) wurde prépariert. Die DNA dieser Klone wurde mit den
Restriktionsenzymen BamHI und Sstl gespalten, auf einem Agarosegel aufgetrennt und
auf Nitrozellulosefilter transferiert. Der Southern-Blot wurde mit der radioaktiv
markierten Insl6-cDNA-Sonde hybridisiert. Durch den Vergleich mit dem
Bandenmuster auf dem Agarosegel und dem Hybridisierungsmuster zeigte sich der
Klon RPCIP711109135Q2 als positiv und wurde deshalb fur eine weitergehende

Untersuchung berticksichtigt.
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3.2.2.2 Die Strategie zur Inaktivierung des Insl6-Gens

Zum Zwecke der Konstruktion des Targeting Vektors und der Subklonierung geeigneter
5- und 3"-flankierender Fragmente wurde im Vorfeld eine detaillierte Restriktionskarte
der entsprechenden genomischen Insl6-Phagenklone hergestellt.

Die DNA-Fragmente wurden so gewahlt, dass die PGK-Neomycin-Kassette das Exon 1
des Insl6-Gens, in dem das Startkodon (ATG) enthalten ist, ersetzt (Abb. 3.18). Die
hypothetische Strategie zur Inaktivierung des Insl6-Gens ist in Abb. 3.18 dargestelit.

14 kb
< >
Wildtyp-Allel wo oo w oo w & & o &
5 I I II I L I I I [ 11 3
Ext. Probe
k K Exon 1 Exon 2
S1 ()
W ‘o X w 73
Targeting 0 i’
............. TK 1 NEO |1 I L e,
Vektor I
Exon 2 z
) w®  m X & & »n
Rekombinantes [ ] | NEO 1 I ]
Allel
Exon 2
<< >
12 kb
—
1kb

Abb. 3.18: Zur Inaktivierung des Insl6-Gens der Maus. Die Darstellung zeigt schematisch den Vorgang
der homologen Rekombination zur Deletion von Exon 1 des Insl6-Gens. Im oberen Teil findet sich das
Wildtyp-Allel mit seinen 2 Exons. In der Mitte ist der Targeting Vektor dargestellt. Im unteren Teil ist das
rekombinante Allel mit dem deletierten Bereich zwischen der BamHI- und der EcoRI-Schnittstelle
abgebildet. Die Lokalisation von Neomycin (Neo), der externen Probe (Ext.), der Sonde 1 (S1) und Sonde
2 (S2) ist angegeben. Die GroRRbuchstaben stehen fiir die Schnittstellen der Enzyme BamHI (B) EcoRlI (E),
Notl (N), Spel (Sp), Sstl (S), Xhol (X).
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Der PAC-Klon RPCIP711109135Q2 wurde mit EcoRI geschnitten und in die EcoRI-
Schnittstelle des pZErO-2.1 Vektors subkloniert. Das in pZErO subklonierte EcoRl
genomische Fragment wurde dann mit zwei Sonden (Sonde 1 und 2 in Abb. 3.18)
hybridisiert. Die Sonde 1 liegt in der 5 -flankierenden Region des Ins6-Gens, wahrend
die Sonde 2 in der 3"-flankierenden Region des Insl6-Gens liegt.

Die Sonde 1 identifizierte einen Klon (E6), der das 6 kb EcoRI-Fragment enthélt.
Dieses 6 kb EcoRI Fragment beinhaltet die 5" flankierende Region und Exon 1 des
Insl6-Gens. Die Sonde 2 identifizierte einen Klon (E18), der das 18 kb EcoRI Fragment
enthalt. Das 18 kb EcoRI Fragment beinhaltet das Intron 1, Exon 2 und die 3'-
flankierende Region (Abb. 3.19).

Abb. 3.19: Isolierung der 5"- und 3"-flankierenden Bereiche des Insl6-Gens. DNA der positiven Klone,
die die 5'Region (A) und die 3"Region (B) des Insl6-Gens enthalten, wurden mit EcoRI verdaut und auf
dem Gel aufgetrennt. Die Southern-Blots fiir die Agarosegele A bzw. B wurden mit Sonde 1 (C) bzw.
Sonde 2 (D) hybridisiert. Ein aufgetragener Langenstandard (kb) diente der Bestimmung der

Fragmentgrofie.

Mit Hilfe der genomischen Sequenz konnte bestimmt werden, wie die Anordnung der
Fragmente im isolierten Klon ist. Es wurden Restriktionskarten flr die Klone E6, E18
und das gesamte Insl6-Gen erstellt (Abb. 3.20).
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Abb. 3.20: Restriktionsanalyse fiir die positiven Klone. Die positiven Klone wurden fir die
verschiedenen Schnittstellen und die Lénge der Fragmente Uberprift und mit der Insl6-cDNA
hybridisiert. Die GroRbuchstaben stehen fiir die Schnittstellen der Enzyme BamHI (B), EcoRI (E) und
Spel (S).

3.2.2.3 Isolierung und Klonierung der 5"-flankierenden Region

Fur die Klonierung des 5 -flankierenden Bereichs des Targeting Vektors wurde das 6 kb
EcoRI genomische Fragment des Klons E6 mit den Restriktionsenzymen EcoRI und
BamHI verdaut. Das 1.8 kb grolRe EcoRI/BamHI-Fragment wurde aus dem Klon E6
isoliert und als 5°-flankierendes Fragment in den Targeting Vektor pPNT subkloniert.

Dieser Klon wurde als Klon 1/4 bezeichnet und fur die weitere Klonierung benutzt.

3.224 Isolierung und Klonierung der 3’-flankierenden Region sowie der
externen 3"-Sonde

Der genomische Klon E18 (Abb. 3.19), der ein insgesamt 18 kb groRes Fragment der
3’ -flankierenden Region des Insl6-Gens enthélt, wurde nacheinander mit den
Restriktionsenzymen EcoRI und Spel verdaut. Aus dem 18 kb genomischen Fragment
wurde ein 6.5 kb EcoRI/Spel groRes Fragment herausgeschnitten (Abb. 3.20) und mit
dem EcoRI/Spel-verdauten pBluescript-Vektor ligiert (Abb. 3.21). Die positiven Klone
wiesen zwei Fragmente der GrofRen 6.5 kb und 3 kb auf. Dieser Klon wurde als Klon
11/3 bezeichnet und sequenziert.
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Abb. 3.21: Isolierung des 6.5 kb Fragments fur die 3’- flankierende Region des Insl6-Gens.

Der Klon 11/3 (Abb. 3.21), der ein insgesamt 6.5 kb grofRes Fragment der 3'-
flankierenden Region des Insl6-Gens enthélt, wurde nacheinander mit den
Restriktionsenzymen Xhol und Notl verdaut und ein 6.5 kb groRes Fragment
herausgeschnitten. Das Notl/Xhol-Fragment wurde aus dem Gel extrahiert und mit dem
Notl/Xhol-verdauten pPNT5 -Klon (Klon 1/4) ligiert. Nach der Transformation des
Ligationsansatzes wurden 8 Kolonien gepickt, Plasmid-DNA isoliert und mit den
Enzymen Xhol/Notl verdaut. Zwei der acht gepickten Klone enthielten das erwartete 6.5
kb groRe 3"-Fragment (Abb. 3.22).

/4 /5

Abb. 3.22: Insl6-Konstrukt. Pfeile zeigen die positiven Klone, die das vollstdndige Konstrukt fir Insl6
enhalten. Nach dem Verdau der DNA des Targeting-Konstrukts (111/5) mit Notl und Xhol konnten die

erwarteten 9 und 6.5 kb groBen Fragmente detektiert werden.

Fur die Analyse korrekter Rekombinationsereignisse in den ES-Zellen war die
Isolierung einer auBerhalb des Konstrukts gelegenen Sonde notwendig. Wie in Abb.
3.18 erkennbar, wurde in 3"-Richtung des Insl6 Gens zwischen der Spel- und BamHI-
Schnittstelle mit den Primern Mins6/F40, Mins6/R30 ein 650 bp groRes Fragment
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generiert, subkloniert und sequenziert. Diese 3"-Sonde zeigte nach Hybridisierung mit
genomischer DNA der Maus keine repetitiven Sequenzen (Daten nicht gezeigt) und

wurde fir die Southern-Blot Analyse transfizierter ES-Zellen eingesetzt.

3.2.25 Linearisierung des Targeting-Vektors

Nach Insertion der 5"- und 3"-flankierenden Regionen des Ins6-Gens der Maus in den
Transfer-Vektor pPNT musste tUberprift werden, ob sich der Targeting Vektor (Klon
[11/5) mit dem Enzym Notl linearisieren lasst. Die Notl-Schnittstelle stammt dabei nicht
aus der nativen Sequenz des Insl6-Gens, sondern wurde aus der Klonierungsstelle des

Klons 11/3 nach Isolierung des 6.5 kb groRen 3"-Fragments in das Konstrukt eingefiigt.

3.2.2.6 Elektroporation der ES-Zellen mit dem Targeting Vektor 111/5 und

Selektion homolog rekombinanter Insl6"-ES-Zellen

Die R1-ES-Zellen (Nagy et al., 1993) wurden wie in 3.1.2.4 beschrieben kultiviert und
elektroporiert. Nach der Selektion wurden resistente Klone identifiziert und isoliert. Die
isolierte DNA der ES-Zellklone wurde mit dem Restriktionsenzym Sstl geschnitten,
nach der gelelektrophoretischen Auftrennung auf eine Nitrocellulosemembran
transferiert und mit der externen 3"-Sonde hybridisiert. Das Wildtyp-Allel des Insl6-
Gens sollte durch eine 14 kb-Bande charakterisiert werden, wéhrend das mutierte Allel
durch ein 12 kb langes Fragment angezeigt wird. Durch die Hybridisierung mit der
externen 3°-Sonde wurde von ca. 600 ES-Zellklonen 1 positiver ES-Zellklon
identifiziert (Abb. 3.23).
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Abb. 3.23: Southern-Blot-Analyse von DNA aus ES-Zellkolonien nach Elektroporation mit dem
Targeting Vektor fir Insl6. Genomische DNA aus ES-Zellkolonien wurde mit Sstl verdaut,
gelelektrophoretisch aufgetrennt, auf eine Nitrocellulosemembran transferiert und mit der externen 3’-
Sonde hybridisiert. Das 14 kb groRe Fragment reprasentiert das Wildtypallel des Insl6-Locus, wahrend
die 12 kb Bande durch die Langendifferenz der Neomycinkassette im Vergleich zum deletierten Insl6-
Genabschnitt ca. 2 kb kirzer ist und das rekombinante Allel anzeigt. Der +/- ES-Zell Klon ist heterozygot

fir die Mutation. Hier wurde zweimal aufgetragen.

3.2.2.7 Herstellung von Chimaren durch Injektion der Blastocysten mit den
Insl6™-ES-Zellen

Die Chimdren wurden wie unter 3.1.2.5 beschrieben durch eine Injektion der homolog
rekombinanten ES-Zellen in Blastocysten hergestellt. Drei ménnliche Mause mit 5-30%
Chimarismus wurden im hauseigenen Tierstall mit Weibchen der Mauslinien C57BL
und 129/SvJ verpaart. Die Genotypisierung der Nachkommen konnte im Rahmen der
vorliegenden Arbeit nicht mehr durchgefthrt werden.
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3.3 Untersuchung zur Funktion des testikuldren

Insulins in I,1;-transgenen Mauslinien

3.3.1 Generierung der transgenen Konstrukte 1,13

Um die Expression des humanen Insulin-Gens (INS) in den Leydigzellen zu induzieren,
wurden im Rahmen dieses Projekts drei transgene Konstrukte hergestellt, in denen das
humane INS-Gen unter die Kontrolle der 5'-flankierenden 700 bp Promotorregion des
murinen Insl3-Gens gestellt wurde, welches insbesondere in den Leydigzellen
exprimiert wird.

Das humane Insulin-Gen besitzt drei Exons. Das Exon 1 umspannt die 170 bp lange 5'-
nicht translatierte Region (5-UTR), wahrend die Exons 2 und 3 die translatierten
Sequenzen beinhalten. Exon 3 schlieft mit dem 96 bp langen 3'-nicht translatierten
Bereich (3-UTR) ab. Die drei transgenen Vektoren unterscheiden sich bezlglich ihrer
3'- und 5'-nichttranslatierten Regionen voneinander (Abb. 3.24). In dem ersten mit I,I5-0
benannten Konstrukt wurde das gesamte humane Insulin-Gen mit der 3-UTR unter die
Kontrolle des murinen Insl3-Promotors gestellt. Da die Stabilitat der transkribierten
mRNA von der Bindung der an die 3-UTR bindenden gewebespezifischen RNA-
Bindungsproteine abhangig ist (Bernstein et al., 1989), wurde dieser Bereich bei den
beiden weiteren als Il3-1 und I,13-2 bezeichneten Konstrukten durch die 3'-
nichttanslatierte Region des murinen InsI3-Gens substituiert. Da in einigen
Publikationen gezeigt wurde, dass die Distanz von Transkriptionsstartpunkt und
Translationsstartcodon fiir die Effizienz der Translation bedeutsam ist (Hecht, 1988;
Nayernia et al., 1992) und diese Distanz bei dem murinen Insl3-Gen 3 bp, bei dem
humanen Insulin-Gen aber 170 bp betragt, wurde fur das dritte Fusions-Konstrukt 1,13-2
der 5'-nicht translatierte Bereich durch die Deletion des nicht translatierten Exon 1

angeglichen. Die drei Fusionskonstrukte sind in Abbildung 3.24 dargestellt.
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Abb. 3.24: Schematische Darstellung des humanen Insulin-Gens und des murinen Insl3-Gens sowie
der Fusionskonstrukte I,15-0, I,15-1 und I,15-2. Die Konstrukte I,15-0 und I,15-1 beinhalten die Exons 1, 2
und 3 und das Konstrukt I,15-2 die Exons 2 und 3 des humanen INS-Gens (blaue Boxen) Die Konstrukte
I,15-1 und I,15-2 enthalten die 3"-nichttranslatierte Region des InsI3-Gens. Dargestellt sind auerdem die
Positionen der Translationsstartpunkte und der Stopkodons.

3311 Generierung des transgenen Konstrukts I,13-0

Zur Generierung des I.13-0 Fusionskonstrukts wurde zunéchst ein 0.7 kb langes
Hindlll/Xbal-Fragment, welches die 5'-flankierende Region des murinen Insl3-Gens
umspannt, aus einem InslI3-CAT-Vektor (Zimmermann et al., 1998) isoliert und in ein
mit Hindll1/Xbal verdauten pBluescript 1l SK +/- Vektor subkloniert. Der resultierende
Vektor wurde sequenziert und als Klon 1 bezeichnet (Abb. 3.25).

Mittels der Primer Hins2F und Hins2R wurde an humaner genomischer DNA ein 1.3 kb
langes Fragment amplifiziert und in den pGEM®-T easy Vector subkloniert. Der
resultierende Vektor wurde Klon 2/0 genannt (Abb. 3.25). Der Primer Hins2F besitzt

die komplementére Sequenz der ersten 21 bp des Exons 1 des humanen Insulin-Gens.

95



3 Ergebnisse

Der Primer Hins2R ist in der 5 -nichttranslatierten Region des humanen Insulin-Gens
lokalisiert und beinhaltet 55 bp nach dem Stop-Kodon des humanen Insulin-Gens. Das
amplifizierte Fragment besitzt innerhalb der Primersequenzen an seinem 5'-Ende eine
Xbal- und an seinem 3'-Ende eine Notl-Schnittstelle. Das aus Klon 2/0 isolierte 1.3 kb
groRe Xbal/Notl-Fragment wurde in den mit Xbal/Notl-verdauten Klon 1 subkloniert
(Abb. 3.25). Das resultierende Konstrukt wurde als Klon 3/0 bezeichnet und

sequenziert.

Human-Insulin

Xbal

Insulin-
3’-UTR,

Klon2/0 ... . pGEM®-T easyVector

——

v

Hind1ll Xbal /— Notl
InsI3-Promotor Sstll BlueScript 1
Klon 1 e # [ pbluescrip

Xbal Notl

HindlIll
Insulin-
InsI3-Promotor 3’-UTR
Klon3/0 ... ueeeeeail—EE— S —.........
/— pBlueScript 11
Lyk2 _\

HinsR3

I,15-0 Konstrukt

Abb. 3.25: Schematische Darstellung der fur die Generierung des I,15-0 Konstrukts benétigten Klone
1, 2/0 und 5/1. Die Klone 1 und 3/0 enthalten den gesamten 0.7 kb InsI3-Promotor (rote Box). Die Klone
2/0 und 3/0 besitzen alle drei Exons des humanen Insulin-Gens (blaue Boxen), sowie die 3'-UTR des
humanen Insulin-Gens (gelbe Boxen). Die fir die Klonierungsstrategie erforderlichen
Restriktionsschnittstellen und die verwendeten Vektor-Systeme sind ebenfalls dargestellt. Die Position der

Primer (Lyk2 und HinsR3) flir die Genotypisierung sind abgebildet.
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3.3.1.2 Generierung des transgenen Konstrukts I,13-1

Mittels der Primer Hins2F und Hins11R wurde an humaner genomischer DNA ein 1.3
kb langes Fragment amplifiziert und in den pGEM®-T easy Vector subkloniert. Der
resultierende Vektor wurde Klon 2/1 genannt (Abb. 3.26). Der Primer Hins2F besitzt
die komplementédre Sequenz der ersten 21 bp des Exons 1 des humanen Insulin-Gens,
wohingegen der Primer Hins11R die letzten 6 translatierten Kodons sowie das Stop-
Kodon des humanen Insulin-Gens beinhaltet. Das amplifizierte Fragment besitzt
innerhalb der Primersequenzen an seinem 5'-Ende eine Xbal- und an seinem 3'-Ende
eine Notl-Schnittstelle. Das aus Klon 2/1 isolierte 1.3 kb grof’e Xbal/Notl-Fragment
wurde in den mit Xbal/Notl-verdauten Klon 1 subkloniert (Abb. 3.26). Das
resultierende Konstrukt wurde als Klon 3/1 bezeichnet und sequenziert.

Die 250 bp lange 3'-nicht translatierte Region des murinen Insl3-Gens wurde mit Hilfe
der Primer Minsl1F und Minsl1R amplifiziert und in einen als Klon 4 bezeichneten
pGEM®-T easy Vektor subkloniert und sequenziert. Der Klon 4 enthalt an seinem 5'-
Ende eine Notl- und an seinem 3'-Ende eine Sstll-Schnittstelle (Abb. 3.26).

Aus Klon 4 wurde nun das 300 bp Notl/Sstll-Fragment isoliert und fur die Generierung
des mit Klon 5/1 bezeichneten Vektors in den mit Notl/Sstll verdauten Klon 3/1
subkloniert (Abb. 3.26) und anschliefend sequenziert. In Klon 5/1 ist zwischen den
Restriktionsschnittstellen Hindl11 und Sstll das I,13-1 Fusionskonstrukt enthalten.
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Abb. 3.26: Schematische Darstellung der fiir die Generierung des I,15-1 Konstrukts bendétigten Klone
1, 2/1, 3/1, 4 und 5/1. Die Klone 1, 3/1 und 5/1 enthalten den gesamten 0.7 kb Insl3-Promotor (rote Box).
Die Klone 2/1, 3/1 und 5/1 besitzen alle drei Exons des humanen Insulin-Gens (blaue Boxen). Der Klon
5/1 enthalt zusatzlich die aus Klon 4 stammende 250 bp 3'-UTR des Insl3-Gens (grine Box). Die fiir die

Klonierungsstrategie erforderlichen Restriktionsschnittstellen und die verwendeten Vektor-Systeme sind
ebenfalls dargestelit.
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3.3.1.3 Generierung des transgenen Konstrukts I,13-2

Die Herstellung des Konstruktes I,13-2 erfolgte entsprechend der Generierung des I,13-1
Fusionskonstrukts. Mittels der Primer HinsllF und Hins11R wurde an humaner
genomischer DNA ein 1.1 kb langes Fragment, welches die Exons 2 und 3 des humanen
Insulin-Gens umfasst, amplifiziert und in den pGEM®-T easy Vector subkloniert. Der
als Klon 2/2 bezeichnete resultierende Vektor wurde sequenziert und besitzt wie Klon
2/1 an seinem 5'-Ende eine Xbal- und am 3'-Ende eine Notl-Schnittstelle (Abb. 3.27).

Das aus dem Klon 2/1 isolierte 1.1 kb Xbal/Notl-Fragment wurde in den mit Xbal/Notl
verdauten Klon 1 subkloniert. Der resultierende Vektor wurde als Klon 3/2 bezeichnet.
Fur die Generierung des Klons 5/1 wurde dann aus Klon 4 das 250 bp Notl/Sstll-
Fragment isoliert und in den Notl/Sstll verdauten Klon 3/2 subkloniert und anschlieRend
sequenziert (Abb. 3.27). Der so entstandene Klon 5/2 enthdlt die Sequenz des I;l3-2

Fusionskonstrukts.
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Abb. 3.27: Schematische Darstellung der fur die Generierung des I,15-2 Konstrukts benétigten Klone
1, 2/2, 3/2, 4 und 5/2. Die Klone 1, 3/2 und 5/2 enthalten den gesamten 0.7 kb Insl3-Promotor (rote Box).
Die Klone 2/2, 3/2 und 5/2 besitzen die Exons 2 und 3 des humanen Insulin-Gens (blaue Boxen). Der
Klon 5/2 enthélt zusatzlich die aus Klon 4 stammende 250 bp 3'-UTR des InsI3-Gens (griine Box). Die fur
die die Klonierungsstrategie erforderlichen Restriktionsschnittstellen und die verwendeten Vektor-
Systeme sind ebenfalls dargestellt.
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3.3.2 Herstellung und Genotypisierung I,ls-transgener Mause

Aus den Klonen 3/0, 5/1 und 5/2 wurde jeweils das Hindlll/Notl I,13-Fragment aus den
entsprechenden Vektoren herausgeschnitten, durch Agarosegelelektrophorese gereinigt
und anschlieend isoliert. Die so gewonnenen I,l; Fusiongene wurden danach fur die
Mikroinjektion in die zur Verfligung stehenden Oozyten herangezogen.

Die Generierung transgener Founder-Tiere erfolgte im Max-Planck-Institut fir
experimentelle Medizin in Gottingen. Fir die Erzeugung der I,l3 transgenen Méuse
wurde die Methode der Mikroinjektion, d.h. die Einfihrung der DNA mit Hilfe einer
feinen Glaskapillare in den ménnlichen VVorkern verwendet. Nach der Superovulation
wurden die befruchteten Eizellen isoliert und die DNA in den mannlichen Vorkern
mikroinjiziert. Die Uberlebenden mikroinjizierten Oozyten wurden anschlieRend in die
Eileiter eines scheintrachtigen Empfangertieres retransferiert. Um die Integration der
Fremd-DNA nachzuweisen, wurden die geborenen Mduse per PCR genotypisiert. Flr
den Nachweis der transgenen Allele I15-0 und I2l5-1 wurde das Primerpaar Lyk2 und
HinsR3 gewahlt, so dass ein Fragment von der 5'-flankierenden Region des murinen
InsI3-Gens bis zum Exon 2 des humanen Insulin-Gens entsteht (Abb. 3.25 und 3.26).
Bei beiden Konstrukten wurde ein 400 bp grofRes DNA-Fragment amplifiziert
(Abb.3.28A), weil die Sequenzen der beiden Konstrukte in diesem Bereich identisch
sind. Flr die Genotypisierung der I,I3-2 transgenen Mause wurden die Lyk2 und
HinsR5 Primer gewdhlt, dabei entsteht ein 520 bp groRes Fragment (Abb.3.28B),
welches von der 5'-flankierenden Region des murinen Insl3-Gens bis zum Intron 2 des
humanen Insulin-Gens reicht (Abb. 3.27).

A B

Abb. 3.28: Genotypisierung der I,1; transgenen M&use. Die Abbildung zeigt die gelelektrophoretische
Auftrennung der PCR-Produkte zur Genotypisierung; (A) Genotypisierung der I,15-0 und Iyls-1
transgenen Mause. (B) Genotypisierung der I,l5-2 transgenen Mause. (T) steht fir transgenes Allel und
(-) ist fur Wildtyp-Allel.
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3.3.21 Analyse der Expression und Fertilitat der I,15-0 transgenen Mause

Es konnten insgesamt vier I,15-0 transgene Founder identifiziert werden. Mithilfe diese
Tiere konnten anschlielend vier transgene Mauslinien etabliert werden, welche mit
1.12, 35, 1.39 und 2.7 bezeichnet wurden. Dafiir wurden die 4 Founder Tiere mit
Wildtyp-Méusen verpaart und die Nachkommen genotypisiert. Alle 4 Founder
transmitierten das transgene Allel 1;15-0. Um die Expression des I,l3-0 Transgens im
Testis zu prifen, wurde eine Northern-Blot Analyse mit RNA aus Testes heterozygoter
Nachkommen der Founder durchgefiihrt. Die Analyse zeigte, dass das 1,13-0 Allel nur
im Testis der Linie 1.12 exprimiert wird (Abb. 3.29). Deshalb wurde nur mit der Linie
1.12 weitergearbeitet. Mit der in (2.2.7) beschriebenen PCR-Genotypisierung war es
nicht moglich, zwischen Homozygotie und Hemizygotie fur das transgene Allel 1,13-0
zu unterscheiden. Um homozygote Tiere des F,-Generation (Nachkommen aus den
Verpaarungen definitiv hemizygot transgener F;-Tiere) identifizieren und somit
charakterisieren zu kénnen, wurde wie folgt vorgegangen:

Es wurden einige transgene F,-Tiere (von denen geméal? den Mendelschen Regeln 1/3
homozygot sein sollten) mit Wildtypen riickgekreuzt und die Nachkommen
anschlieBend genotypisiert. Waren 100% dieser Nachkommen (hemizygot) transgen,
bedeutet dies, dass das fir diese Verpaarung herangezogene F,-Tier homozygot
beziglich des Allels I,15-0 gewesen sein muss.

Die homozygoten I,13-0 Tiere zeigten keine phanotypischen Auffélligkeiten. Und die

durchschnittliche Wurfgrélie der Fo-Verpaarungen war mit 7.6 normal.

3.3.2.2 Analyse der Expression des transgenen Allels I,15-1 und der Fertilitat

der I,I3-1 transgenen Mause

Es konnten insgesammt funf I,l5-1 transgene Founder-Tiere identifiziert werden. Mit
Hilfe von Northern-Blot Analysen wurde die Expression des Allels I,13-1 im Testis der
transgenen Fi;-Nachkommen untersucht. Wie die Abb. 3.29 zu sehen, wird das I,13-1
Allel im Testis der Linien 2, 5, 9 und 12 exprimiert. Im Testis der I,l3-1 hemizygoten

transgenen Tiere der Linie 10 konnten keine Insulin-Transkripte detektiert werden.
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Abb. 3.29: Northern-Hybridisierung an testikularer RNA von Wildtyp-(WT) und I,ls-transgenen
Mausen. Die aus den Testes isolierte Gesamt-RNA von adulten F;-Mausen der |,15-1 transgenen Linien
2, 5,9, 10 und 12 sowie der I,I3-0 transgenen Linien 1.12, 35, 1.39 und 2.7 wurde mit einer 0.8 kb
Insulin-cDNA Sonde hybridisiert. Um die Integritat und Quantitét der RNA zu belegen, wurde mit einer
S-Aktin-cDNA-Sonde rehybridisiert.

Um die Zahl der Integrationsstellen und die Kopienzahlen des I,13-1 Allels im Genom
der Tiere der Linien 2, 5, 9 und 12 zu bestimmen, wurden guantitative Real-Time-PCR-
Analysen durchgefihrt. Diese Analyse hat gezeigt, dass das transgene Allel bei den
Linien 2 und 12 an einer Stelle des Genoms des jeweiligen Founder-Tieres inseriert
worden sein muss, wohingegen bei den Foundern der Linien 5 und 9 das transgene I,ls-
1 Allele an mehreren Stellen des Genoms integriert war. Diese Ergebnisse wurden
durch FISH-Analysen an Metaphasechromosomen bestatigt (Prof. Schmidt, Wirzburg).
In Abb. 3.30 werden exemplarisch die Ergebnisse von Linie 2 und Linie 9 dargestellt.
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Abb. 3.30: FISH an Metaphasechromosomen der I,13-1 transgenen Mause. (A) FISH mit Hilfe der
fluoreszenzmarkierten Sonde I,15-1 an Metaphasechromosomen der transgenen Mauslinie 2. Wie aus der
Abb. hervorgeht, konnte eine Integrationsstelle des transgenen Konstrukts in dieser Mauslinie
nachgewiesen werden (s. Pfeil). (B) Im Gegensatz dazu konnte mittels FISH-Analysen gezeigt werden,
dass das transgene Konstrukt Integrationsstellen auf verschiedenen Chromosomen der Mauslinie 9 zeigt
(s. Pfeile).

Mit Linien, bei denen das transgene Konstrukt an mehreren Stellen in das Genom des
Foundertieres inseriert war, wurde nicht weitergearbeitet. Die Kopienzahl des in das
Genom der untersuchten Fi-Tiere der Linie 2 bzw. 12 integrierten transgenen I,ls-1
Allels wurde mit 16 fiir die Linie 2 bzw. 3 fur Linie 12 berechnet. Da nur diese Linien
eine Expression zeigten, wurden auch nur diese Linien fur weiteren Untersuchungen
herangezogen.

Die Fi-Tiere der beiden Linien wurden jeweils untereinander verpaart und die Tiere in
der F,-Generation mittels Real-Time-PCR genotypisiert. Die durchschnittliche
WurfgroRe bei der Linie 12 war 9 £ 0.5. Das Verhaltnis von nicht transgenen zu
transgenen Tieren in der F,-Generation wich nicht signifikant von den nach den
Mendelschen Regeln zu erwartenden Zahlenverhéltnissen ab. In Gegensatz dazu war die
WurfgroRe bei den Verpaarungen der Linie 2 (2.7 + 0.87) deutlich reduziert. Bei den
mittels quantitativer Real-Time-PCR genotypisierten Tieren der F,-Generation konnten

keine homozygoten Mduse fur die Linie 2 identifiziert werden (Tab. 3.5).
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Tab. 3.5: Verhéltnisse von Wildtyp (-/-) und I,l5 transgenen hemizygoten (T/-) und homozygoten (T/T)

Nachkommen der F,-Generation, sowie die durchschnittlichen WurfgroRen der Verpaarungen

hemizygoter F;-Tiere.

Trans- Linie Anzahl der Durch- T/T T/- -/-
genes Wiirfe schnittliche Anzahl Anzahl Anzahl
Allel Wurfgrofie (%) (%) (%)

13 40
I515-0 1.12 7 7.6 £2.26 0
(24.5) (75.5)
48 11
Io15-1 2 22 2.7 £0.87 0
(81) (29)
10 29 14
I215-1 12 7 9+05
(19) (55) (26)

Fur die Reduktion der WurfgroRe in der F,-Generation der Linie 2 gibt es mehrere
mdogliche Erklarungen:
1- Die Uberexpression von Insulin in den I,ls-1 transgenen Weibchen fiihrt zu einer
Reduktion der ovulierten Eizellen.
2- Die Uberexpression von Insulin in mannlichen Tieren fiihrt zur Stérung der
Spermatogenese.
3- Das transgene Il3-1 Allel wurde innerhalb eines Gens inseriert (und dieses
somit ausgeschaltet), dessen Proteinprodukt fir die embryonale Entwicklung

essentiell ist.

Um die verschiedenen Ursachen fur die Reduktion der WurfgroRe zu analysieren,
wurden weibliche Wildtyp-Mé&use mit hemizygot-transgenen Mannchen und hemizygot-
transgene Weibchen mit Wildtyp-Mé&nnchen verpaart.

Diese Analysen haben gezeigt, dass die Wurfgrofie bei diesen beiden reziproken
Verpaarungen deutlich reduziert ist und somit keine signifikanten Abweichungen von
den Verpaarungen hemizygot-transgener Tiere untereinander aufzeigten (Tab. 3.6). Die

Ergebnisse sind daher nicht sehr aussagekraftig.
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Tab. 3.6: Ergebnisse der Verpaarung von Wildtyp (-/-) und I,l13-1 transgenen hemizygoten (T/-)
Nachkommen der F,-Generation, sowie die durchschnittlichen WurfgroRen der Verpaarungen
hemizygoter F;-Tiere mit Wildtyp.

Trans- Nach- Durch- -/-
Ver- o T/-Anzahl
genes kommen  schnittliche Anzahl
paarungen ) (%)
Allel insgesamt  WurfgroRle (%)
I515-1 2 T/-x T/- 59 2.7+0.87
(81) (19)
31 43
I515-1 2 3TI-x -I- 74 3+151
(42) (58)
53 56
I215-1 2 QT/- X -I- 109 3.4+£1.69
(49) (51)

Um zu bestimmen wann die Embryonen bei den Verpaarungen der hemizygoten
Méannchen mit Wildtyp-Weibchen sterben, wurde die Zahl der Embryonen am
Embryonaltag 15.5, 11.5 und 7.5 bestimmt. Am E15 und E11.5 war die Zahl der
implantierten Embryonen deutlich reduziert. Im Gegensatz dazu war die Zahl der
implantierten E7.5 Embryonen normal. Die Ergebnisse deuten daraufhin, dass die
embryonale Entwicklung der trangenen Mause nach der Implantation gestort sein muss.
Um den Effekt der Uberexpression von Insulin auf die Spermatogenese bei Ils-1
transgenen Mausen zu kldren, wurden verschiedene Spermparameter untersucht. Bei
dieser Untersuchung wurden 3, 6 und 9 Monate alte mannliche transgene hemizygote
Mause herangezogen. Bei 3 Monate alten I,13-1 transgenen Mausen zeigten sich nur
signifikante Unterschiede beziiglich der Spermienzahl im Vergleich zu den Werten der
Wildtyp-Mé&use. Im Gegensatz dazu waren Spermienzahl, Spermienmotilitdt und
Progressivitat bei den alteren transgenen Mausen der Linie 2 deutlich reduziert (Tab. 3.7
und Abb. 3.31.A-C). Diese Ergebnisse lassen die Vermutung gerechtfertigt erscheinen,
dass die Uberexpression des Insulins zu einer Stérung der Spermatogenese fiihrt, und
dabei auch die Spermienmotilitat bei dlteren I,15-1 transgenen Méannchen betroffen ist.
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Tab. 3.7: Ergebnisse der Spermienanalysen der I,l5-1 transgenen Mannchen der Linien 2 und 12

sowie der Wildtypkontrollm&use

Spermienzahl Spermienmotilitat (%) Progressivitat (%)
Linie 2 . 5
5.16x10° £ 4.5x10 48 £8.1 29.6 £ 6.6
(3 Monate)
Wt (3 Monate) 1.3x10’ 61 42
Linie 2 6 5
4.5x10° = 3.1x10 30.3+7.9 19.3+5.8
(6 Monate)
Wt (6 Monate) 8.6x10° 45 27
Linie 2 5 5
4.4x10° = 2.5x10 13.6x7.7 74+£58
(9-12 Monate)
Linie 12
1.3x10° + 1.5x10° 2 0
(8 Monate)
Wt (8 Monate) 1.6x10° + 0.6x10° 33 21
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A Abb. 3.31: Darstellung der Analyse der Spermienparameter bei Tieren der I,13-1 transgene Linie 2.
Es wurden Spermienanalysen bei unterschiedlich alten Mausen: 3, 6 und 9-12 Monate durchgefiihrt. (A)

Spermienzahl, (B) Motilitat der Spermien, (C). Progressivitat der Spermien.

Es wurden auch weitere Parameter untersucht. Exemplarisch werden hier Ergebnisse flr
(VAP), (VSL),
Bahngeschwindigkeit (VCL), die seitliche Amplitude (ALH), Schlagfrequenz (BCF)
und Gradlinigkeit (STR) fur die Zeit 1.5 h nach Préparation dargestellt (Abb. 3.32).
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Abb. 3.32: Schematische Darstellung der Spermiengeschwindigkeitsparameter bei der I,15-1
transgenen Linie 2 nach 1.5 h. Es wurden Spermienanalysen bei unterschiedlich alten Mause
durchgefihrt: 3, 6 und 9 Monate. Exemplarisch dargestellt sind die Werte nach 1.5 h; VSL= progressive
Geschwindigkeit, VCL=Bahngeschwindigkeit, VAP= Weggeschwindigkeit, ALH= Seitliche Amplitude
BCF= Schlagfrequenz, STR= Gradlinigkeit.

Die Spermienparameter Bahngeschwindigkeit (VCL), progressive Geschwindigkeit
(VSL), Weggeschwindigkeit (VAP) und die seitliche Amplitude (ALH) sind bei den
transgenen Mausen deutlich reduziert. Allerdings fir Schlagfrequenz (BCF) und
Gradlinigkeit (STR) waren die Differenzen geringer.
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Diese Ergebnisse zeigen, dass sich bei den transgenen Méausen die Spermienparameter

mit dem Alter stark verdndern und sich von Wildtyp Mausen unterscheiden.

Die Wurfgrol3e bei den Verpaarungen der hemizygoten Tiere der Linie 12 zeigten keine
Auffalligkeiten. Um die Linie 12 in einen homozygoten Zustand zu bringen, wurden die
mittels quantitativer Real-Time-PCR-Analyse determinierten homozygoten F, Tiere
untereinander verpaart. Allerdings traten bei diesen Verpaarungen keine Nachkommen
auf. Durch die Verpaarungen der homozygoten transgenen Weibchen mit Wildtyp-
Mannchen und der homozygoten transgenen Mé&nnchen mit Wildtyp-Weibchen wurde
nachgewiesen, dass die homozygoten ménnlichen Tiere der Linie 12 infertil sind,
wohingegen die homozygoten Weibchen fertil waren.

Um die Ursache der Infertilitdt der homozygoten Mé&nnchen herauszufinden, wurden
verschiedene Spermienparameter bei 3 mannlichen Tieren sowie die Histologie der
Testes diese Tiere untersucht. Es zeigte sich, dass die Spermienzahl und die

Spermienmotilitat bei diesen Tieren eindeutig reduziert sind. (Abb. 3.33).
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Abb. 3.33: Analyse der Spermienparameter bei der I,l;-1 transgenen Linie 12. Es wurden
Spermienanalysen bei homozygot transgenen Tieren im Alter von 8 Monaten durchgefiihrt. (A)
Spermienzahl (B) Motilitat der Spermien. Aufgrund der Nullwerte bei der Progessivitat konnten diese

Daten nicht dargestellt werden.
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33221 Analyse der Spermatogenese bei I;I;-1 transgenen Mausen der
Linien 2 und 12

Aufgrund der Infertilitdt und auffalligen Spermienparameter bei den Linien 2 und 12
wurden Testes dieser Mduse von Prof. Dr. Meinhardt (GieRen) histologisch untersucht.
Die Spermatogenese der Linie 12 wurde in Testisschnitten von zwei Tieren untersucht.
Die Analyse zeigt, dass bei der Maus 12/C (7.5 Monate) in etwa 70-80% der Tubuli die
Keimzellen zurilickgebildet sind und das Tubuluslumen vakuolisiert ist, wéhrend in
einer anderen Maus 12/B (7.5 Monate) die Keimzellen in nur 10% der Tubuli betroffen
sind. Bei der Linie 2 wurden Testisschnitte von vier Tieren untersucht: bei der Maus
2/68A (15 Monate) waren die Keimzellen in 100% der Tubuli, bei der Maus 2/93B (13
Monate) in 20-30% der Tubuli zuriickgebildet. Die Spermatogenese der zwei anderen
Mause 2/80A und 2/82A (4 Monate) war hingegen normal (Abb. 3.34).

I215-1 2/68A I.15-1 12/B Io15-1 2/82A

Abb. 3.34: Testishistologie von I,15-1 transgenen Mausen Es wurden Testes von (A) Linie 2 Nr.68A mit
15 Monaten, (B) Linie 12 Nr.B mit 8 Monaten und (C) Line 2 Nr. 82A mit 4 Monaten untersucht.

3.3.2.2.2 Untersuchung des Expressionsmusters des transgenen Allels I,15-1 in

verschiedenen Geweben mittels Northern-Blot-Analyse

Um zu analysieren, in welchem Gewebe das I,l; Transgen transkribiert wird, wurde eine
Northern-Blot-Analyse mit jeweils 10 ug Gesamt-RNA aus verschiedenen Geweben
von einer adulten méannlichen homozygoten I,l5-1 transgenen Maus der Linie 12 mit

einer humanen Insulin-cDNA-Sonde hybridisiert.
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Abb. 3.35: Northern-Hybridisierung an aus verschiedenen Geweben stammender RNA von adulten
I,15-1 transgenen Mausen. Es wurde Gesamt-RNA aus Gehirn, Dinndarm, Herz, Lunge, Niere, Milz,
Magen, Testis und Leber isoliert und mit einer Insulin-cDNA-Sonde hybridisiert. Zum Nachweis der
Integritat der RNA wurde der Northern-Blot mit einer cONA-Sonde fiir das ubiquitar-exprimierte S-Aktin

rehybridisiert.

Eine Expression des transgenen Allels konnte lediglich im Testis, nicht aber in den
ubrigen Geweben der I;13-1 Maus nachgewiesen werden. Wie an der B-Aktin-
Rehybridisierung zu erkennen, wurde bis auf Dinndarm und Leber genligend Gesamt-
RNA pro Spur aufgetragen (Abb. 3.35).

3.3.2.2.3 Expression des transgenen Allels I,15-1 in pra- und postnatalen

Entwicklungsstadien des Testis

Die Expression des Insl3-Gens ist bereits ab Tag E13.5 in den testikularen Leydigzellen
von Maus-Embryonen nachzuweisen (Adham et al., 2000). Wéhrend der postnatalen
Entwicklung bleibt die InsI3-Expression zunachst auf einem niedrigen Level. Nach 15
bis 20 Tagen ist dann eine deutliche Erhohung des Expressionslevels zu verzeichnen
(Zimmermann et al., 1999). Um zu untersuchen, welchem temporéaren
Expressionsmuster das den Insl3-Promoter beinhaltende transgene Allel I13-1 folgt,
wurde testikuldare RNA aus 1, 3, 5, 6, 8, 10, 15, 20 und 25 Tage alten homozygoten
postnatalen und adulten I,l3-1 transgenen Mdusen der Linie 12 und von Wildtypmausen
isoliert. Diese RNA wurde dann flr eine Northern-Blot-Analyse herangezogen, wobei
mit einer Insulin-cDNA-Sonde hybridisiert wurde. Da das Transkript des transgenen

Allels und das InsI3-Transkript anndhernd gleiche GroRen besitzen, wurde der Filter
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gestrippt und mit einer Insl3-cDNA-Sonde rehybridisiert. Damit war es mdglich die
InsI3-Expression mit der des transgenen Allels vergleichen zu kénnen. AuBerdem
wurde zum Nachweis der Qualitat und Integritdt der RNA mit einer cONA-Sonde fur
das "housekeeping”- Gen B-Aktin rehybridisiert. Die Ergebnisse dieser
Expressionsanalysen sind in den Abbildungen 3.36, 3.37 und 3.38 dargestellt.

Abb. 3.36: Northern-Hybridisierung mit testikularer RNA von postnatalen und adulten I,13-1
transgenen Mausen der Linie 12. Es wurde aus den Testes gewonnene Gesamt-RNA von 1, 3, 5, 6, 8, 10,
15, 20 und 25 Tage alten und adulten transgenen sowie Wildtyp (WT)-Mausen isoliert. In jeder Spur
wurden 10 ug Gesamt-RNA aufgetragen. Dargestellt sind die Hybridisierungen fur das Transkript des
transgenen Allels (Insulin) und flr das Insl3-Transkript. Um die Qualitat und Integritdt der RNA zu

belegen, enthélt die Abbildung ebenfalls das Ergebnis der 3-Aktin-Rehybridisierung.

Wie Abbildung 3.36 zeigt, konnte eine Expression des transgenen Allels I2ls-1 in
testikularem Gewebe transgener Méuse wahrend der gesamten postnatalen Entwicklung
nachgewiesen werden. Bei aus Testes von einer Wildtyp-Maus gewonnener Kontroll-
RNA blieb die Hybridisierung fir Insulin aus. Die Expression des InsI3-Transkripts
konnte ebenfalls wahrend der ganzen neonatalen Entwicklungsperiode transgener
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Mause belegt werden, wobei ein Anstieg der Expression in spatjuvenilen (25 Tage)
sowie in adulten Tieren zu erkennen ist. Auch in RNA aus Testes der Kontroll-Wildtyp-
Maus wurde das InsI3-Transkript detektiert.

Wie die B-Aktin-Kontrollhybridisierung belegt, differieren die applizierten RNA-
Quantitdten  dieser  Northern-Blot-Analyse  etwas. Deshalb  wurden die
Expressionsstarken fur das Insl3-Gen sowie fiir das transgene Transkript der jeweiligen
Proben mit den zugehdrigen B-Aktin-Expressionen densidometrisch ausgewrtet. Hierfir
wurde nach der jeweiligen Hybridisierung die fur 4-18 h exponierte Phosphor-Membran
mit einem Phosphor-Imager eingelesen (Personal Molecular Imager FC, BIO-RAD) und
mittels der Software Quantity One®, Version 4.4 bearbeitet. Die Ergebnisse fiir die
einzelnen Entwicklungsstadien der transgenen und der Wildtyp-Maus sind bezogen auf
die Expression des transgenen Allels in Abbildung 3.37 und fir die InsI3-Expression in
Abbildung 3.38 dargestellt.

Wie aus Abbildung 3.37 hervorgeht, wird das transgene Allel bis zum zwanzigsten Tag
nach der Geburt auf einem gleichmaRigen Level exprimiert. Danach steigt der
Expressionslevel an (Tag 25) und erreicht in den Testes transgener adulter M&use ein
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Abb. 3.37: Expressionsmuster des I,l1;-1 Allels in Testes verschieden alter neonataler und adulter
transgener Mause. Dargestellt sind die auf der in Abb. 3.36 dargestellten Northern-Blot-Analyse
basierenden, densidometrierten und mit der p-Aktin-Kontrollhybridisierung normalisierten
Expressionsstarken des Allels 1,1s-1 in Testes von 1, 3, 5, 6, 8, 10, 15, 20 und 25 Tage alten postnatalen
und adulten homozygot transgenen Mausen sowie die der WT-Kontrolle. Da es sich bei den dargestellten
Werten um die Quotienten aus Insulin-Expression (counts/mm?) durch die zugehérige S-Aktin-Expression
(counts/mm?) handelt, besitzt die Ordinate keine Einheit.
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Abb. 3.38: Expressionsmuster des InsI3-Gens in Testes verschieden alter postnataler und adulter
transgener Méause. Dargestellt sind die auf der in Abb. 3.36 dargestellten Northern-Blot-Analyse
basierenden, densidometrierten und mit der p-Aktin-Kontrollhybridisierung  normalisierten
Expressionsstarken des InsI3-Gens in Testes von 1, 3, 5, 6, 8, 10, 15, 20 und 25 Tage alten postnatalen
und adulten homozygot transgenen Mause sowie die der WT-Kontrolle. Da es sich bei den dargestellten
Werten um die Quotienten aus der Insulin-Expression (counts/mm?) durch die zugehérige A-Aktin-

Expression (counts/mm?) handelt, besitzt die Ordinate keine Einheit.

Wie in Abbildung 3.38 zu sehen ist, wird auch das Insl3-Gen wéhrend der friihen
postnatalen Entwicklungsstadien auf einem konstant niedrigen Level exprimiert, wobei
dieser ab dem 25. Tag nach der Geburt ansteigt und in adulten transgenen Mausen
seinen maximalen Wert erreicht. Es ist klar zu erkennen, dass das Expressionsmuster
des transgenen Allels I,l3-1 dem des Insl3 folgt (Abb. 3.37 und 3.38), womit die
entscheidende Rolle des InslI3-Promotors im transgenen Konstukt fiir dessen
Expressionsmuster nachgewiesen worden ist. Auch in der Wildtyp-Maus wird das Insl3-
Gen transkribiert (Abb. 3.38).

Wie die Northern-Blot-Analysen belegen, konnte das Transkript des I.ls-1 Allels
wéhrend der gesamten postnatalen Entwicklung detektiert werden. So stellte sich die
Frage, ob sich eine Expression des I,ls-Allels bereits wéhrend der pranatalen
Entwicklung in den Testes transgener Mauseembryonen nachweisen lasst. Da die
Northern-Blot-Methode ein weniger sensitives Verfahren darstellt und die Quantitat der
fur dieses Experiment aus den Testes gewonnenen RNA einer embryonalen (E17.5)
homozygot I,l5-1 transgenen Fs;-Maus sehr gering war, wurde eine RT-PCR

durchgefihrt. Hierfr wurde jeweils 1 pl der embryonalen Testis-RNA sowie testikulére
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RNA von einer adulten I,13-2 transgenen F,-Maus der Linie 15 als Kontrolle
verwendet. Amplifiziert wurde mittels eines Primerpaares (Hins21F/Hins21R) ein von
Exon 3 des humanen Insulin-Gens bis zur 3'-UTR des murinen InsI3-Gens reichendes
Fragment. Somit konnte gewahrleistet werden, dass die Amplifikation der I,ls
Konstrukte, welche sich in der durch die Primer begrenzten Region nicht unterscheiden,
nicht durch Amplifikationen des murinen Insulin- oder Insl3-Gens beintrachtigt wird.
Um die Qualitéat der verwendeten RNA zu kontrollieren, wurde aulRerdem ein B-Aktin-
Primerpaar verwendet. Sowohl der Transkriptionsschritt, fir den die reversen Primer
herangezogen wurden, als auch der Amplifikationsschritt wurden in getrennten
ReaktionsgefélRen durchgefiihrt, die Ansatze aber ansonsten gleich behandelt.

Abb. 3.39: RT-PCR-Analyse fur die I,1;—Allele mit testikularer RNA einer adulten transgenen Maus
sowie eines 17,5 Tage alten Embryos (E17.5). Dargestellt sind die mit den Primern Hins21F/Hins21R
amplifizierten 155 bp langen Fragmente fiir die transgenen Allele I,15-1 und 1,13-2 (A), sowie die mit den
Primern B-AktinF/B-AktinR amplifizierten 150 bp Fragmente der Kontrollamplifikation (B), die die

Integritat der verwendeten RNA belegen sollen.

Wie aus Abbildung 3.39 hervorgeht, wird das transgene Allel bereits in den Testes des
17.5 Tage alten Embryos transkribiert.
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3.3.2.3 Analyse der Expression und Fertilitat der transgenen Allele 1,13-2
3.3.23.1 Expressionsanalyse der Allele 1,13-2 in Testes der transgenen
Mauslinien

Fur die Determination, in welchen transgenen Linien die Allele I,I3-2 exprimiert
werden, wurde eine Northern-Blot-Analyse durchgefuhrt. Daflir wurden jeweils 10 ug
testikulare RNA von adulten hemizygoten F1-Tieren mit einer humanen Insulin-cDNA-

Sonde hybridisiert.

Abb. 3.40: Northern-Hybridisierung mit testikularer RNA von Wildtyp-(WT) sowie I,15-2 transgenen
Mausen. Die aus den Testes isolierte Gesamt-RNA von adulten 1,15-2 transgenen Mausen der Linien 3, 5,
9, 10, 11 und 15 wurde mit einer 0.8 kb Insulin-cDNA Sonde hybridisiert. Um die Integritat und
Quantitat der RNA zu belegen, wurde mit einer s-Aktin-cDNA-Sonde rehybridisiert.

Die Mause der I,13-2 Linien 5, 11 und 15 exprimierten das transgene Allel in den
Testes, wahrend bei den Linien 3, 9 und 10 keine testikulare Expression des transgenen
Allels nachgewiesen werden konnte (Abb.3.40), weshalb von einer weiteren

Charakterisierung dieser Linien abgesehen wurde.
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3.3.2.3.2 Analyse der Motilitdit von Spermien von Wildtyp- und I;l3-2

transgenen Mausen der Linie 15

Um einen moglichen Einfluss des I,13-2 Transgens auf die Motilitat der Spermien zu
analysieren, wurden von jeweils 3 transgenen mannlichen Mdause und Wildtypmausen

Spermien isoliert. Es wurde die Spermienmotilitat nach 1.5 h gemessen.

Tab. 3.8: Analyse der Motilitat der Spermien in I,15-2 transgenen Mausen der Linie 15 und in Wildtyp-

Mausen. In Klammern sind die prozentualen Werte angegeben.

Genotyp Zeitnach  Gesamtzahl der ge- Anzahl der Anzahl der Spermien

Isolation  messenen Spermien motilen mit progressiven

(%) Spermien (%) Bewegungen (%0)
FVBIN 1 1570 (100) 1032 (66) 691 (44)
FVB/N 2 1478 (100) 560 (38) 353 (24)
FVB/N 45 1578 (100) 456 (29) 266 (17)
Iol5-2 1 1824 (100) 1151 (63) 718 (39)
I513-2 2 2340 (100) 1094 (47) 590 (25)
Iol5-2 45 2297 (100) 1065 (46) 577 (25)

Die Ergebnisse dieser Messungen sind in Tabelle 3.8 dargestellt. Nach einer Stunde lag
der Anteil der motilen Spermien bei den Wildtyp-(FVB/N) als auch bei den transgenen
Mausen zwischen 60-70% und der Anteil der progressiv motilen Spermien jeweils
zwischen 35-45%. Die in Tabelle 3.7 zusammengefassten Daten lassen auch erkennen,
dass sich nach 2 und 4.5 h der Anteil der motilen und progressiv motilen Spermien der
transgenen und der Wildtyp-Maus in dhnlicher Weise reduzierte.

Einige Parameter wurden genauer untersucht. Die Ergebnisse zeigen, dass sich die
Motilitat der Spermien von transgenen M&usen nicht wesentlich von der Motilitat der

Spermien des Wildtyps unterscheidet (Daten nicht gezeigt).
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3.3.3 Analysen der Translation, Prozessierung und der

Sekretion fur das transgene Allel 1,13

Da Northern-Blot- und RT-PCR-Analysen gezeigt haben, dass die transgenen Allele
I213-1 und I213-2 in testikuld&rem Gewebe exprimiert werden, sollte auch der Nachweis
auf Protein-Ebene erfolgen. AuRerdem sollte untersucht werden, ob das transgene

Proinsulin im Testis korrekt prozessiert und sezerniert wird.

3.3.3.1 Immunhistochemische Analysen fur das transgene Allel 1,13

Gewebeschnitte von Pankreas und Testis von transgenen und Wildtyp-Mé&usen wurden
mit einem monoklonalen Maus-Anti-Insulin-IgG Antikorper inkubiert, welcher sowohl
an murines als auch an humanes Insulin und Proinsulin bindet. Dieser wurde dann mit
einem 2. Fluoreszenz-Antikorper (Anti-Maus-1gG-F(ab”),Fragment-Cy3) sichtbar
gemacht. Die Zellkerne wurden mit DAPI gefarbt. Die Praparate wurden mit einem
Fluoreszenz-Mikroskop mit einer digitalen Kamera fotografiert und mittels der

AnalySISr-Software ausgewertet.

A

Abb. 3.41: Immunhistochemische Detektion von Insulin in pankreatischem Gewebe. Dargestellt sind
Uberlagerungsbilder von der mit 200 ms belichteten DAPI-Farbung (blau) der Kerne und der mit 600 ms
belichteten Cy3-Farbung (rot) gegen Insulin. Die Gewebe stammen von einer Wildtyp (A) und einer I,l;

transgenen Maus(B).
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Wie in Abbildung 3.41 zu erkennen, sind jeweils die gesamten Langerhans'schen Inseln
mit dem Cy3-Fluoreszenz-Antikorper gefarbt. Unabhangig vom genetischen

Hintergrund konnte Insulin in den Langerhans'schen Inseln detektiert werden.

Abb. 3.42: Immunhistochemische Detektion von Insulin in testikuldarem Gewebe 1,13 transgener
Méuse. Dargestellt sind Uberlagerungsbilder von der mit 200 ms belichteten DAPI-Farbung (blau) der
Kerne und der mit 600 ms belichteten Insulin-Cy3-Farbung (rot). Die Gewebe stammen von einer Wildtyp

(A) und einer I,l5 transgenen Maus (B).

In Abbildung 3.42 kann man anhand der durch DAPI gefarbten Zellkern-Formation die
Strukturen der Tubuli seminiferi deutlich erkennen. In den Testis-Praparaten der Il3
transgenen Méuse (B) ist die Insulin-Férbung der Regionen des interstitiellen Gewebes,
welches unter anderem die Leydigzellen enthalt, deutlich zu erkennen. Die interstitielle
Region des Wildtyp-Testis (A) verbleibt weitestgehend ungefarbt. Es st
wahrscheinlich, dass die sehr kleinen gefarbten Areale auf nicht abgewaschene
ungebundene Antikorper zuriickzufiihren sind. Im Vergleich hierzu sind die mit gleich
langer Belichtungszeit aufgenommenen Fluoreszenz-Farbungen der Testes transgener
Mause flachig. Eine Kreuz-Hybridisierung mit dem Insl3-Protein ist ebenfalls
vorstellbar. Demnach muss davon ausgegangen werden, dass die wesentlich starkeren
Farbungen der Préparate der transgenen Tiere auf transgenes Human-Insulin hinweisen.
Das bedeutet, dass das transgene Allel in den Leydigzellen exprimiert wird und die

MRNA translatiert wird.
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3.3.3.2 Untersuchung tber die Translation des transgenen Allels I,l5-1

mittels Fluoroimmunoassay

Fur einen weiteren Nachweis des transgenen Allels I,13-1 auf Proteinebene wurden
Proteinextrakte aus Testis und Pankreas von Wildtyp- und I,ls-1 transgenen Mausen der
Linie 2 mittels eines Fluoroimmunoassays analysiert. Hierbei kamen fir humanes und
murines Insulin und Proinsulin spezifische Antikérper zum Einsatz (2.2.13). Dieser
Assay enthalt zwei verschiedene monoklonale Antikdrper, welche an 2 unterschiedliche
antigene Bereiche des Insulinmolekdls binden. Es wurden jeweils die Proteinextrakte

aus Testis und Pankreas von 6 Wildtypen und 6 transgenen Mé&usen untersucht.

Insulin
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Abb. 3.43: Insulinkonzentrationen in den Proteinextrakten von Wildtypen (Wt) und I,l5-1 transgenen
(tg) Mausen der Linie 2. Es wurden Proteinextrakte aus Testes und Pankreas der Wildtyp- bzw.

transgenen Mause isoliert und jeweils die Insulinkonzentration bestimmt.

Wie aus Abbildung 3.43 zu entnehmen ist, ist die Insulinkonzentration des aus den
Wildtyptestes stammenden Proteinextrakte sehr gering (6.33 = 0.35 pU/ml) und
vergleichbar mit der Standard (5.94 £ 2.24 pU/ml). Im Gegensatz dazu war der Insulin-
Level in den Testesproteinextrakten der transgenen Tiere mit 10.75 £ 0.99 pU/ml
erheblich hoher und entspricht weitestgehend den Werten der Pankreasextrakte von
Wildtyp-(11.6 £.1.34) bzw. transgenen Méusen (12.23 + 1.08 pU/ml).
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Diese Befunde belegen, dass das transgene Allel 1,13-1 im Testis der transgenen Tiere
transkribiert und translatiert wird. Zum Prozessierungsgrad des testikuldren Insulins

bzw. Proinsulins kdnnen hier aber keine Angaben gemacht werden.

3.3.3.3 Analyse der Sekretion prozessierten Insulins mittels Radio-Immuno-
Assay

Northern-Blot-Analysen und immunhistochemische Analysen haben gezeigt, dass das
transgene Allel I,13 in den Leydigzellen transaktiviert und Proinsulin produziert wird.
Die Unfahigkeit (fehlende Wirkung) des transgenen Insulins zur Rettung der
diabetischen Pax4™ Mause (s. 3.3.4.1) fiilhrte zu der Uberpriifung der Frage, ob das
transgene Proinsulin zu Insulin prozessiert und in die Blutbahn ausgeschdittet wird.

Nach der Prozessierung von Proinsulin in aktives Insulin durch die enzymatische
Entfernung des die A- und B-Peptidkette verbindenden C-Peptids, wird in den
pankreatischen B-Zellen Insulin und freies C-Peptid ins Blut ausgeschiittet. LieRe sich
humanes C-Peptid im Serum von I,13 transgenen Tieren nachweisen, wirde dies fir eine
korrekte Prozessierung innerhalb der das transgene Allel transkribierenden und
tanslatierenden Leydigzellen sowie anschlielender Sekretion sprechen. Um dies zu
uberprufen, wurde ein Radio-Immunoassay fiir humanes C-Peptid durchgefihrt
(LINCO Research, Inc.). Hierfur wurden Loésungen aufgereinigten humanen C-Peptids

1251 _markiertem

determinierter unterschiedlicher Konzentrationen zusammen mit
humanen C-Peptid (Tracer) und Meerschwein-Anti-humanen C-Peptid-Antikérpern
inkubiert. Mittels Zugabe eines zweiten Antikorpers (Ziege-Anti-Maus-1gG) und
anschlieBender Zentrifugation wurden die Agglomerate aus humanem C-Peptid und der
beiden Antikdrper prazipitiert, wobei ungebundene Tracer in L&sung verblieben.
Danach wurde der Anteil der Tracer innerhalb der gebundenen Fraktion humanen C-
Peptids per Gamma-Counter bestimmt. Da das Tracer-Antigen mit unmarkiertem
humanem C-Peptid um die Antigen-Bindungsstellen konkurriert, verringert sich bei
Applikation von unmarkiertem C-Peptid der Anteil der an die Antikdrper gebundenen
Tracer-Antigene. Mittels einer mit bekannten Konzentrationen von unmarkierten
Antigenen erstellten Standardkurve kann dann die Konzentration von humanem C-
Peptid der einzelnen Proben bestimmt werden. Es wurden die Konzentrationen von

humanem C-Peptid in Serum von 9 méannlichen und 2 weiblichen I;13-1 Mausen der
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Linie 2, 6 I,15-1 mannlichen Méausen der Linie 12 und 4 méannlichen und 5 weiblichen

I,13-2 Mause der Linie 15 gemessen. Als Kontrolle wurden 9 méannliche Wildtyp Tiere

verwendet.
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Abb. 3.44: Darstellung der Konzentration von humanem C-Peptid im Serum I,l; transgener Mause
sowie von Wildtyp-Kontrollen. Es wurde die Konzentration von humanem C-Peptid im Serum weiblicher
und mannlicher M&use der Linie 2, von mannlichen Tieren der Linie 12 und von mé&nnlichen und
weiblichen Méausen der Linie 15 gemessen. Als Kontrollen wurden ménnliche Wildtyp FVB Mause
analysiert.

In Abbildung 3.44 sind die Konzentrationen des humanen C-Peptids im Serum der
mannlichen und weiblichen I,13-1 Tiere der Linien 2 und 12 und I,l5-2 der Linie 15
dargestellt. Die Konzentration des C-Peptids im Serum der mé&nnlichen transgenen Tiere
der Linien 2 und 12 bzw. 15 ist 0.51 + 0.45 ng/ml und 0.43 £ 0.41 ng/ml und lag damit
uber der vom Hersteller angegebenen Sensitivitatgrenze (0.1 ng/ml), wahrend die
Konzentration des humanen C-Peptids im Serum der mannlichen Wildtyp Mause bzw.
der weiblichen I;15-2 Tiere bei 0.1 £ 0.02 bzw. 0.00 ng/ml unter der Sensitivitatgrenze
0.1 ng/ml lag.

Die Ergebnisse deuten daraufhin, dass das testikulare (Pro)Insulin zu Insulin prozessiert
und aus den Leydigzellen in Blut ausgeschttet wird.
Da Insl3 in geringem Ausmal auch in den Ovarien transkribiert wird (Zimmermann et

al., 1997; Balvers et al., 1998) und das transgene Allel soweit untersucht dem
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Expressionsmuster des Insl3-Gens folgt, ist es nicht unwahrscheinlich, dass auf
niedrigem Level humanes (Pro)Insulin aus den Theka-Zellen ins Blut ausgeschittet

wird.

3.3.34 Expressionsanalyse der Proinsulin-prozessierenden Enzyme PCSK1
und PCSK2

An der Prozessierung von Proinsulin in aktives Insulin sind die Prohormon
prozessierenden Enzyme des Substilisin/Kexin-Typs 1 und 2 (PCSK1 und PCSK2)
beteiligt (Steiner et al., 1998; Steiner et al., 2000). AulRerdem ist bekannt, dass
zumindest im Pankreas die besagten Prohormon Konvertasen transkribiert werden und
in den B-Zellen des Pankreas Proinsulin korrekt prozessiert wird. Um zu berpriifen, ob
die genannten Enzyme im Testis von Mé&usen exprimiert werden, wurde eine "one-step"
RT-PCR durchgefuhrt. Dafir wurde jeweils 1 pl von aus Testis und Pankreas adulter
Wildtyp-Méuse (FVB/N) gewonnene Gesamt-RNA verwendet. Jeder Ansatz wurde in
einem separaten ReaktionsgefalR synchron transkribiert bzw. amplifiziert. Es wurden
spezifische Primer fur PCSK1, PCSK2 (2.1.11) verwendet.

Abb. 3.45: RT-PCR-Analyse fur die Proinsulin-prozessierenden Enzyme PCSK1 und PCSK2 mit
testikularer und pankreatischer RNA von Wildtyp-Mausen. Dargestellt sind die mit den PCSK1 und
PCSK2 spezifischen Primern amplifizierten PCSK1-und PCSK2-Fragmente an aus Leydigzellen (L) und
Pankreas (P) gewonnener Gesamt-RNA von FVB/N-Wildtyp-Mausen. K ist fir Leerkontrolle.

Wie Abbildung 3.45 zeigt, konnte die Expression der Gene PCSK1 und PCSK2 in den
Testes von Mausen gezeigt werden. Dieses Ergebnis legt nahe, dass die Proinsulin-
prozessierenden Enzyme PCSK1 und PCSK2 auch in den das transgene Allel

translatierenden Leydigzellen transkribiert werden.
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3.34 Rettungsexperimente und Glukose-Toleranz-Test

diabetisierter mannlicher transgener Mause

3.34.1 Untersuchung zur Funktion des testikularen Insulins in vivo

Da gezeigt werden konnte, dass das I.l3 transgene Allel in den Leydigzellen sowohl
transkribiert als auch translatiert wird, stellte sich nun die Frage, ob das testikulére
Insulin in der Lage ist, die Funktion des normalerweise von den B-Zellen produzierten
Insulins in einem B-Zell-Defizienz Tiermodell zu Gbernehmen. Um dies zu tberprufen,
wurde zum einen das I;l3-1-und in einem anderen Experiment I,13-2 transgene Allel in
das Genom von Pax4-defizienten M&usen eingebracht. Der Transkriptionsfaktor Pax4
gehort zu der ,,Paired box-Gen“-Familie und wird in fetalen B- und &-Zellen der
Pankreas exprimiert. Die Analyse von Pax4-defizienten Mduse hat gezeigt, dass die
Proliferation von B- und 6-Zellen wéhrend der embryonalen Entwicklung stark
beeintrachtigt ist. Pax4” Mause besitzen keine ausgereiften B- und 8-Inseln. Aufgrund
der fehlenden B-Zellen kann kein Insulin in den Pax4-defizienten Embryonen gebildet
werden und die neugeborenen Mause sterben ca. 1-4 Tage nach der Geburt an einem
Diabetes mellitus (Sosa-Pineda et al., 1997).

Um Pax4”/1,1; Mause zu generieren, wurden die I,ls-1 transgenen Tiere der Linie 12
und die I,15-2 transgenen Tiere der Linie 15 mit Pax4*™ Mausen verpaart.

Mit Hilfe von PCR-Analysen wurden die Pax4*/I,l5 trangenen Mause in der Fi-
Generation identifiziert. Die selektierten Tiere der F;-Generation wurden dann
untereinander verpaart. Die Verhéltnisse der verschiedenen Genotypen in der zweiten
Generation wurden wiederum mittels PCR-Analyse untersucht. AuRer Pax4™- und
Pax4”/1,1; transgenen Mausen konnten alle weiteren méglichen Genotypen in 3
Wochen alten Mdusen identifiziert werden.

Die Genotypen fast aller Neugeborener, welche innerhalb der ersten 3 Tage nach Geburt
gestorben sind, waren entweder Pax4” oder Pax4™/1,15-1. Ahnliche Ergebnisse waren
auch bei der Analyse der F,-Generation aus den Verpaarungen der Pax4"" mit Tieren
+/-Mause der I.l3-2 transgenen Linie 15 zu beobachten. Diese Ergebnisse lassen
vermuten, dass das testikuldre Insulin nicht (ausreichend) die Funktion des
pankreatischen Insulins ibernehmen kann.

Die Unfahigkeit des testikuldr produzierten Insulins, einen ausgepragten Diabetes

mellitus bei Pax4™ Mausen zu verhindern, kénnte auf eine zu niedrige Expression des
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transgenen Allels wéhrend der ersten drei Wochen zuriickzufiihren sein. Um dies zu
uberprifen, wurden die F,-Tiere von Geburt an taglich mit Insulin (durch intraperitonale
Injektion: 0.02 U/g Korpergewicht) supplementiert. Diese Behandlung hat die
Lebensdauer der Pax4™ und Pax4”7lyl-1 und Ipls-2-Tiere um etwa 8-12 Tage
verlangert. Allerdings tiberlebte keines dieser so behandelten Pax4™7/1,15 Tiere den 12.

Tag.

3.34.2 Generierung transgener diabetischer Mause

Es sollte in vivo untersucht werden, ob die Produktion von transgenem Insulin in
diabetischen Mé&usen den Blutzuckerspiegel nachhaltig bzw. kurzfristig nach einer
Glukose-Injektion senken kann. Diabetes mellitus wurde bei den zu untersuchenden 2
Monate alten Mausen durch intraperitoneale Injektion von Streptozotocin (STZ) (33.3
mg/kg Korpergewicht; geldst in 50 mM Citrat-Puffer; pH 4.5) an fiinf aufeinander
folgenden Tagen zur gleichen Uhrzeit induziert. Streptozotocin ist ein aus Streptomyces
achromogenes isoliertes Breitband-Antibiotikum und zerstért u.a. die fir die
Insulinproduktion verantwortlichen B-Zellen in Pankreas und induziert somit Diabetes.
Es wurden 5 Wildtyp-Tiere, 5 I,l3-1 transgene Tiere der Linie2, 7 Tiere der Linie 12, 4
Wildtyp-Tiere, 7 I513-2 transgene Tiere der Linie 11 und 8 Tiere der Linie 15 mit
Streptozotocin behandelt.

33421 Analyse der Blutglukosekonzentration in mit Streptozotocin

behandelten I,13-Mausen

Beginnend am Tag der ersten Streptozotocin-Injektion wurde von den behandelten
transgenen und Kontroll-Wildtyp-Mausen und unbehandelten Vergleichstieren im
Abstand von 2-3 Tagen das Gewicht und der Glukosespiegel im Blut gemessen. Die
obere Grenze des Messbereichs des den Blut-Glukosespiegel bestimmenden Messgeréts
(Haemogluco-Test, Boehringer) lag bei 600 mg/dl, so dass hohere Glukose-Werte auf

600 mg/dl gesetzt werden mussten.
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3 Ergebnisse

Wie die Abbildungen 3.46 und 3.47 zeigen, steigt der Blut-Glukose Spiegel 5 Tage
nach der Behandlung an. Sowohl bei den transgenen I,l3-1 Tieren der Linien 2 und 12

als auch bei den Wildtyp-Mdausen erreicht der Glukosewert nach 15 Tagen der
Behandlung etwa 500 mg/dl.
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Abb. 3.46: Darstellung der Blutglukosewerte und der Gewichte von Streptozotocin-behandelten I,15-1
transgenen Mausen der Linie 2 und von Wildtyp-Kontroll-M&usen. Die Blutglukosewerte steigen
sowohl bei den transgenen als auch bei Wildtyp-Mausen.
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Abb. 3.47: Darstellung der Blutglukosewerte und der Gewichte von Streptozotocin-behandelten I,15-1
transgenen Mausen der Linie 12 und von Wildtyp-Kontroll-Mausen. Auch hier steigen die

Blutglukosewerte sowohl bei den transgenen als auch bei den Wildtyp-Mausen.

Diese Experimente zeigen, dass die Wildtyp Tiere als auch die transgenen Tiere einen
Diabetes entwickelten. Es ist davon auszugehen, dass das aus dem Testis der
transgenen Tiere ausgeschiittete Insulin nicht ausreicht, um die Funktion des fehlenden
pankreatischen Insulins zu bernehmen.

Interessanterweise lag das Korpergewicht bei den I,13-1 transgenen Tieren der Linien 2
und 12 héher als bei den Wildtyp Tieren. (Abb. 3.46, 3.47)

3.34.2.2 Glukosetoleranz

Um zu uberprifen, ob die mit Streptozotocin behandelten transgenen Mé&use in der Lage
sind, den durch intraperitoneal injizierte Glukoselosung erhohten Blutglukosewert
innerhalb kurzer Zeit wieder zu senken, wurde ein Glukosetoleranztest durchgefihrt. So
sollte untersucht werden, ob in transgenen Mausen der induzierte erhohte

Glukosespiegel im Serum eine Antwort in Form der Sekretion aktiven humanen Insulins
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aus den Leydigzellen in das Blut hervorrufen kann. Den Mausen wurde Glukose
gespritzt (2 mg/g Korpergewicht) und in 20 Minuten Abstanden dreimal der
Blutglukosewert bestimmt. Die Ergebnisse sind in Abbildung 3.48 grafisch dargestellt.

300

Glukose[mg/dlI]

200

100 g—~-----"-"""""""""""""""-"-- —e— Wt unbehandelt -
—=— Tg behandelt
T

0 20 40 60 80

Minuten nach Injektion

Abb. 3.48: Darstellung der zeitabhéngigen Blutglukosewerte von Streptozotocin (STZ)-behandelten
I,1; transgenen Mausen und unbehandelten Wildtyp-Kontroll-Mausen (Wt). 13 Trangene Mause

werden hier mit Tg bezeichnet.

Die in Abbildung 3.48 dargestellten Blutglukosekurven der unbehandelten Wildtyp
Tiere zeigen einen normalen Verlauf. Streptozotocin-behandelte transgene Tiere zeigten
bereits zu Beginn des Experiments erhohte Blutzuckerwerte, die wahrend der
untersuchten Zeitspanne auch nicht zurtickgingen. Aus diesen Ergebnisse kann man
entnehmen, dass ein erhohter Glukosespiegel die Sekretion von testikuldarem Insulin in
transgenen diabetisierten Tieren nicht stimuliert, was flr die fehlende Présenz eines

glukoseabhdngigen Sekretionsmechanismus in den Leydigzellen spricht.
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4 DISKUSSION

Nach dem Abschluss des Humanen Genomprojekts und der Sequenzierung der ESTs
(Expressed Sequence Tags) sind mittlerweile die Nukleotidsequenzen von (ber der
Hélfte aller humanen Gene zugénglich. So ist die EST Genbank zu einer wertvollen
Quelle bzw. einem hilfreichen Werkzeug avanciert, um bisher unbekannte paraloge
Formen bekannter Gene derselben Spezies oder orthologe Gene anderer Arten zu
identifizieren.

Aufgrund der Sequenz-Ahnlichkeiten der B- und A-Kette aller Mitglieder der
Insulindhnliche Familie wurde in der Datenbank mittels eines Blast-Programms nach
EST-Sequenzen gesucht, die fur weitere Mitglieder diese Familie codieren. Dabei
konnte Hsu (1999) zwei neue Mitglieder der Insulin/Relaxin homologen Familie
identifizieren. Die urspriinglich als Relaxin-Insulin-Faktor (RIF) 1 und 2 benannten

Proteine wurden spater mit breitem Konsens als INSL5 und INSL6 bezeichnet.

4.1 Das Insl5-Gen

Die Gesamtlange der InsI5-cDNA der Maus betragt 713 bp und die des Menschen 726
bp. Die 5°- bzw. 3 -untranslatierte Region besteht bei der humanen cDNA aus 48 bzw.
373 bp. Das aus der codierenden Sequenz abgeleitete Prépropeptid beider Spezies hat
eine Lange von 135 Aminosauren und ein Molekulargewicht von 15.5 kDa. Die primére
Struktur der abgeleiteten Préproproteine setzt sich wie bei den anderen Mitgliedern der
Insulindhnliche Familie ebenfalls aus Signalpeptid, B- und A-Kette und einem C-Peptid
zusammen.

Die Aminosauresequenz der B- und A-Kette vom humanen INSL5 hat eine Homologie
von 71% zur entsprechenden Sequenz der Maus. Bei dem Vergleich der Sequenzen von
B- und A-Kette findet man beim Menschen eine Homologie von 40% zu Relaxin, von
34% zu INSL3, von 30% zu Insulin, von 29% zu INSL6 und IGF2, von 28% zu IGF1
und von 22% zu INSL4 (Abb. 4.1). Die Homologie des humanen INSL5 C-Peptids ist

mit 48% zur entsprechenden Sequenz von murinen Insl5 relativ hoch. Es konnten
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jedoch keine Sequenzéhnlichkeiten der C-Kette zu entsprechenden Sequenzen von

anderen Mitgliedern der Insulinfamilie gefunden werden (Conklin et al., 1999).

hINSL5
minsi5
hINSL6
rinsl6
1GF1
1GF2
Insulin
Relaxin2
Relaxin3
INSL3
INSL4

Motiv

B-Kette

------- KESVRLCGLEY IRTVIY ICASSRWRR
——————— RQTVKLCGLDYVRTVI1Y ICASSRWRR
-RELSD1SSARKLCGRYLVKE IEKLCGHANWSQFR
-—-QEEVTSPTKLCGRDLLVEVIKLCGQNDWSR
———————— GPETLCGAELVDALQFVCGDRGFYFN
----- AYRPSETLCGGELVDTLQFVCGDRGFYFSRPA
——————— FVNQHLCGSHLVEALYLVCGERGFFYTPKTRR
-——-SWMEEVIKLCGRELVRAQIAICGMSTWSKR
--—-RAAPYGVRLCGREFIRAVIFTCGGSRW
LGPAPTPEMREKLCGHHFVRALVRVCGGPRWSTEARR
-------- AELRGCGPRFGKHLLSYCPMPEKTFTTTPGG

hCG hh hC

66

67

118

110

15

33

106

64

48

58

A-Kette
-——-QDLQTLCCTDGCSMTDLSALC
-—--DLQALCCREGCSMKELSTLC
—--GYSEKCCLTGCTKEELSIACLPYIDF
—-GFADKCCAIGCSKEELAVACLPFVDF
—---GIVDECCFRSCDLRRLEMYCA
—-——-GIVEECCFRSCDLALLETYCA
-——-GIVEQCCTSICSLYQLENYCN
QLYSALANKCCHVGCTKRSLARFC
DVLAGLSSSCCKWGCSKSEISSLC
AAATNPARYCCLSGCTQQDLLTLCPY
SGRHRFDPFCCEVICDDGTSVKLCT

cc C h hC

Abb. 4.1: Vergleich der abgeleiteten Aminosauresequenzen von B- und A-Kette der Mitglieder der

Insulinfamilie. Flr INSL5 ist sowohl die humane (h) als auch die murine (m) AS-Sequenz dargstellt. Flr

INSL6 wurden die Aminosduresequenzen des Menschen (h) und der Ratte (r) dargestellt. Darunter sind

die konservierten Sequenzen als ,,h* angedeutet.

Die fir die biologische Aktivitat notwendigen Aminoséuren der insulingdhnlichen
Hormone sind nach Blundell und Humbel (1980) innerhalb der B- und A-Kette zu

finden. Von besonderer Wichtigkeit sind dabei die sechs Cysteinreste, die fir die

Ausbildung der drei Disulfidbriicken innerhalb des reifen Hormons essentiell sind (Abb.

4.2).

A-Kette
B-Kette

DLOALCCREGCSMKELSTLC

SROTVEKLCGLDYVRTVIYICASSRW

Abb. 4.2: Aminosduresequenz des humanen INSL5-Peptids (Insulin-like Peptide 5) Die Abbildung

zeigt das reife Hormon nach der Abspaltung der C-Kette. Die Disulfidbriicken wurden durch Linien

innerhalb der A-Kette und zwischen der A- und B-Kette gekennzeichnet.
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Der Vergleich der Aminosduresequenzen der B-Ketten von verschiedenen Mitgliedern
der Insulin/Relaxin Familie zeigte auf, dass zwei positiv geladene Aminoséuren, die bei
INSL5 an den Positionen B® und B*® der B-Kette liegen, auch in Relaxin-2 (RLN2),
INSL3, INSL4 und INSL6 konserviert sind. Es konnte gezeigt werden, dass bei Relaxin
und Insl3 diese beiden Aminosduren eine Schlisselrolle bei der Bindung an ihre
jeweiligen Rezeptoren LGR7 und LGRS spielen (Bullesbach & Schwabe, 2000; Claasz
et al., 2002; Tan et al., 2003). Im Gegensatz dazu besitzen Insulin und die insulinartigen
Wachstumsfaktoren an den entsprechenden Positionen keine der beiden erwéhnten
positiv geladenen Aminosauren. Die Signalubertragung von Insulin und IGF1 wird
durch die Bindung an einen anderen Typ von Rezeptoren vermittelt. Der Insulinrezeptor
und der IGF-Rezeptor gehdren zu den Tyrosinkinaserezeptoren (Ulrich et al., 1985;
Ulrich et al., 1986).

Aufgrund der Konservierung der beide positiven Aminosauren wurde angenommen,
dass Relaxin, Insl3, Insl4, Insl5 und Insl6 Liganden fir LGR7, LGR8 oder eng
verwandte G-Protein gekoppelte Hormonrezeptoren (GPCRS) sein mussten (Hsu, 2003).
Es wurde in vitro und in vivo gezeigt, dass Relaxin bzw. INSL3 an LGR7 bzw. LGR8-
Rezeptoren binden und diese aktivieren (Liu et al., 2005). Weiterhin stellte sich bei in
vitro Experimenten heraus, dass Relaxin-3 der Ligand fur 2 typische peptidartige
GPCRs (GPCR135 und GPCR142) ist (Liu et al., 2005). Obwohl GPCR135 und
GPCR142 nicht in dieselbe Subfamilie wie LGR7 und LGRS gestellt werden, gehdren
aber alle genannten Rezeptoren der Typ 1 GPCR Familie an. Die Identifikation von
INSL5 als weiteren Liganden fur GPCR142 unterstitzt ebenfalls die von Hsu
aufgestellte Hypothese. Obwohl die Rezeptoren fur INSL4 und INSL6 bisher noch nicht
identifiziert werden konnten, wird angenommen (Liu et al., 2004), dass sie ebenfalls der
GPCR Familie angehdren.

Da Relaxin-3 als Ligand fur GPCR135, GPCR142 und LGR7 fungiert, scheint die
Annahme gerechtfertigt, dies wirde auch fir das innerhalb der Insulin/Relaxin Familie
am engsten mit Relaxin-3 verwandte Insl5 gelten. Es stellte sich aber heraus, dass Insl5
zwar GPCR142, nicht aber GPCR135, LGR7 oder LGRS aktiviert. Es wurde aber
ebenfalls demonstriert, dass INSL5 unter bestimmten Vorraussetzungen auch an
GPCR135 binden kann. Da aber GPCR135 zusammen mit Relaxin-3 vorzugsweise im

Gehirn, GPCR142 aber genauso wie INSL5 im Gehirn und in peripheren Geweben
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(insbesondere im Dickdarm) exprimiert wird, ist anzunehmen, dass Relaxin-3 (RLN3)
der endogene Ligand fur GPCR135 und INSLS5 der endogene Ligand fir GPCR142 ist.

Im Genom der Ratte konnte GPCR142 als Pseudogen identifiziert werden (Liu et al.,
2003; Hosaka et al., 1991). Bei der Fahndung nach Insl5 im Rattengenom konnte eine
genomische Sequenz identifiziert werden, die homolog zum murinen Insl5 ist. Diese
genomische Region enthélt die codierende Sequenz fur Signalpeptid und A-Kette,
wohingegen die fur die B-Kette codierende Region fehlt. Daher ist anzunehmen, dass
das InsI5-Gen der Ratte nicht fur ein funktionelles Peptid codiert und ebenfalls ein

Pseudogen ist.

41.1 Genomische Struktur des Insl5-Gens

Die Charakterisierung der genomischen Sequenz des Insl5 Gens ergab, dass das Gen
aus zwei Exons (Exon 1 = 210 bp, Exon 2 = 480 bp) besteht, welche durch ein 7.9 kb
langes Intron getrennt werden. Das Exon 1 codiert fir das Signalpeptid, die B-Kette
sowie flr die ersten neun Aminoséuren des C-Peptids, wahrend das Exon 2 fiur die
restlichen 57 Aminosduren des C-Peptids und die A-Kette codiert.

Mit Hilfe von Fluoreszenz in situ-Hybridisierung (FISH) konnte das Insl5-Gen der
Maus auf Chromosom 4C5-7 lokalisiert werden (Hsu, 1999). Der Locus des INSL5-
Gens des Menschen konnte tber Kopplungsanalyse in die Region 1p 31.1-1p.22.3

kartiert werden.

41.2 Expression von INSL5

Mittels Nothern-Blot Analyse konnte beim Menschen das INSL5-Transkript im Uterus
und in den Organen des Verdauungstraktes nachgewiesen werden (Conklin et al.,
1999). Besonders stark fiel die Expression des 0.8 - 1.2 kb Transkriptes im Rektum aus.
Mit Ausnahme des Uterus und des aszendierenden und deszendierenden Kolons konnte
in keinem anderen Gewebe eine Expression von INSL5 nachgewiesen werden (Conklin
etal., 1999).

Fur murines Insl5 konnte mithilfe von Nothern-Blot Analysen eine Expression lediglich
im Thymus gezeigt werden (Conklin et al., 1999). Fur die Bestimmung des relativen

Expressionslevels von Insl5 der Maus wurde eine quantitative Real-Time-RT-PCR-
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Analyse durchgefiihrt. Dabei wurde der relative Expressionslevel im Thymus mit 1000
Kopien/ng Gesamt-RNA berechnet. Uberraschenderweise war die Expression besonders
im distalen Kolon mit ca. 10000 Kopien/ng Gesamt-RNA sogar noch starker. Eine
Expression auf sehr niedrigem Level (50 Kopien/ng Gesamt-RNA) konnte im Testis
detektiert werden (Conklin et al., 1999).

In der vorliegenden Arbeit konnte mittels Northern-Blot Analyse mit aus verschiedenen
Geweben adulter Mduse stammender Gesamt-RNA weder im Kolon noch im Thymus
eine Insl5-Expression nachgewiesen werden. Interessanterweise war aber eine
Expression von Insl5 im Rektum (bzw. im distalen Kolon) deutlich zu verzeichnen.
Weiterhin wurde die Insl5-Expression mithilfe einer RT-PCR Analyse mit RNA aus
verschiedenen Geweben der Maus untersucht. Die stérkte Expression war im Thymus
zu verzeichnen. Etwas geringere Insl5-Expressionslevel zeigten Testis und Kolon, aber
auch in Gehirn, Lunge, Milz, Magen und Ovar konnte eine schwache Expression
nachgewiesen werden.

Um den zeitlichen Verlauf bzw. den Zeitpunkt des Einsetzens der Insl5-Expression
wahrend der pranatalen Entwicklung zu bestimmen, wurde sowohl eine Northern-Blot-
als auch eine RT-PCR-Analyse an embryonaler Gesamt-RNA durchgefiihrt. Bei der
Northern-Blot-Analyse konnten wéhrend der gesamten Embryonalentwicklung keine
InsI5-Transkripte nachgewiesen werden. Im Gegensatz dazu konnte bei der RT-PCR
Analyse eine Insl5-Expression erstmals ab Embryonaltag 11.5 belegt werden.

Die Expression des Insl5 wurde auch in Testis-RNA verschiedener Stadien von
Wildtyp-Méusen sowie in testikularer RNA von adulten Tieren diverser Mutantenlinien
(W/WY, Tfm/Y, InsI3”, olt/olt und gk/gk) durchgefiihrt, es erfolgte und eine RT-PCR-
Analyse. In allen postnatalen Testis-Stadien konnte das InsI5-Transkript nachgewiesen
werden, wobei die Intensitdt der Expression nach ca. 3 Wochen ansteigt. Bei allen
verschiedenen Mausmutanten konnte ebenfalls eine InsI5-Expression dokumentiert
werden. Die Expression des InsI5 im W/W'-Testis, welcher keine Keimzellen besitzt,
deutet daraufhin, dass die Expression von InsI5 nicht nur auf die Keimzellen beschrankt
ist. Allerdings fiihrt die Zunahme des Insl5-Transkribtes nach Tag 21 zu der Annahme,
dass Insl5 in haploiden Spermatiden starker exprimiert wird.

Um die zelluldre Expression von Insl5 lokalisieren zu konnen, wurde auch eine

immunhistochemische Analyse mit Anti-Insl5 Antik6rpern, die von Prof. Schwabe
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(USA) zur Verfugung gestellt wurden, durchgefiihrt. Diese Analyse erbrachte jedoch

keine zufriedenstellenden Ergebnisse.

4.1.3 Funktionsanalyse des Insl5-Gens

Die Erzeugung von Funktionsverlustmutationen durch das ,,gene targeting* bietet die
Madglichkeit, anhand des Phéanotyps der gendefizienten Mause genauere Kenntnisse
uber Wirkungsort und -weise des entsprechenden Gens zu gewinnen (Strachan und
Read, 1996). Mittels Deletion des InsI5-Gens in einem knock-out Mausmodell sollten
Erkenntnisse (ber die Funktion des Insl5 bzw. des humanen Homologs INSL5
gewonnen werden.

Fur die Erzeugung einer Insl5-defizienten Maus wurden das gesamte Exon 2 mit Hilfe
eines knock-out Konstrukts durch homologe Rekombination in embryonalen
Stammzellen deletiert (s. Abb. 3.6). Exon 2 codiert fir das C- und A-Peptid, und es
wird davon ausgegangen, dass Insl5 ohne die A-Domane nicht funktionsfahig ist.

Die InsI5*" rekombinanten ES-Zellen wurden zur Generierung von Chimdaren in 3.5
Tage alte Mausembryonen injiziert und die erhaltenen Chiméren mit Mé&usen des
Stamms C57BL verpaart. Heterozygote Insl5”" Mause der Fi-Generation wurden
untereinander verpaart und brachten homozygote Insl5” Mause (F»-Generation) hervor.
Mittels Northern-Blot wurde die Inaktivierung des Insl5-Gens im Rektum bestatigt.
Phanotypisch waren weder die heterozygoten noch die homozygoten Tiere von den
Wildtypmausen zu unterscheiden. Der Anteil der homozygoten Nachkommen war
22.3%, der heterozygoten 53.4% und der Wildtyp-Nachkommen 24.3% und entspricht
somit den Mendelschen Regeln. Daher scheint Insl5 nicht fir die embryonale oder
postnatale Entwicklung benétigt zu werden. Die durchschnittliche Wurfgréf3e ergab bei
der heterozygoten (+/- x +/-) Verpaarung 7.6 + 2.9 und bei der homozygoten (-/- X -/-)
Verpaarung 5 + 2.1. Aufgrund der verminderten WurfgroRe bei den homozygoten
Verpaarungen wurde angenommen, dass die homozygoten Insl5”-Mause subfertil sind.
Diese Subfertilitit koénnte auf eine Stérung bei der Spermatogenese, der
Spermienfunktion oder der Follikelentwicklung zurlckzufiihren sein. Aus diesem
Grunde wurden verschiedene Parameter der Spermien untersucht. So wurde die

Spermienzahl im Nebenhoden von InsI5-defizienten M&usen bestimmt und mit der von
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Wildtyptieren verglichen. Bei Insl5"-Mausen konnte eine leichte Reduktion der
Spermienzahl belegt werden. Ein signifikanter Unterschied zum Wildtyp konnte aber
nicht festgestellt werden (s. Tab. 3.2). Auferdem wurden Spermien aus dem
Nebenhoden der InsI5"-, InsI5""- und Wildtyp-Mause isoliert und ihre Motilitat nach
1.5h, 3.5 h und nach 5.5 h gemessen. Nach 1.5 h waren 52.5% der Wildtyp-Spermien
motil, davon zeigten 34.5% progressive Bewegung. Die untersuchten Parameter der
Spermien der homozygoten Tiere unterschieden sich nicht signifikant von denen des
Wildtyps. Von den Spermien der Insl5"-Mausen waren 48% beweglich und 31.3%
zeigten eine progressive Bewegung. Die Messungen nach 3.5 h ergaben, dass sich der
Anteil der motilen Spermien um ca. 10% reduzierte, die Progressivitéat dieser (motilen)
Spermien aber nur geringfugig abnahm. Um die Spermienmotilitat detaillierter zu
untersuchen, wurden die Bahn- und Weggeschwindigkeiten der Spermien, die
Schlagfrequenz des Spermienschwanzes und andere Parameter analysiert. Alle
untersuchten Parameter der Insl5+"-Spermien waren signifikant geringer als die der
Wildtypen (P < 0.001) (s. Tab. 3.3, 3.4 und Abb. 3.12).

Es ware moglich, dass die Reduktion in Geschwindigkeit und Schlagfrequenz der
Spermien dazu flhrt, dass weniger Spermien den Ovidukt erreichen kénnen. Um diese
Annahme zu Uberprifen, sollte die Spermienzahl im Ovidukt von Wildtyp-Weibchen
nach der Verpaarung mit InsI5”-Mannchen bestimmt werden.

Aufgrund der Insl5-Expression im Rektum der Wildtypmaus (s. Abb. 3.2) und der von
Conklin et al. (1999). beschriebenen InsI5-Expression in Thymus wurden Gewebe von
méannlichen und weiblichen Insl5-defizienten und Wildtypkontroll-Mé&usen von Prof.
Klonisch (Kanada) histologisch untersucht. Es sollten mdégliche morphologische
Veranderungen identifiziert werden.

In Thymus erkennt man eine scheinbar in Lappchen gegliederte Bauweise. Jedes
»Lappchen* besteht aus der lymphozytenreichen Rinde (Cortex) und dem zelldrmeren
Mark (Medulla). Zwischen den Lappchen breitet sich gefalfiihrendes Bindegewebe aus,
das auch in Form von Septen bis zur Rinden-Mark-Grenze vordringt. Unter den Zellen
der Rinde dominieren kleine Lymphozyten (T-Lymphozyten), im Mark herrschen
Lymphoblasten, Lymphozyten und epitheliale Retikulumzellen vor. Im Mark sind auch
Hassall-Kdrperchen zu finden. Verschiedene epitheliale Zellen des Thymus produzieren
Stoffe, die vermutlich Hormoncharakter besitzen. Bekannte und gut definierte Stoffe

sind u.a. Thymosin, Thymopoetin und Thymulin.

137



4 Diskussion

Der Thymus von InsI5”-Mausen besitzt eine vermehrte dickere Rinde und ein kleineres
Mark. Im Mark wurden vermehrt eosinophil-angefarbte Thymus-Epithelzellen
beobachtet. Diese Zellen sind die Vorlaufer der Hassall-Kdrper, welche fir den Thymus
typisch sind. Die vermehrte Anhdaufung und Differenzierung von Thymusepithelzellen
der InsI5”-Mausen kénnte durch eine erhohte Thymopoiese hervorgerufen worden sein.
Bei den Untersuchungen des Kolons haben sich im Epithel der InslI5"-Mause
Veranderungen gezeigt. Die Epithelzellen sind weniger hoch und die beiden
Hauptzelltypen, Kolonozyten und Becherzellen, zeigen Verénderungen in ihrer
Anférbbarkeit und in der Form der Zellkerne. AulRerdem ergab die histologische
Schichtanalyse eine verminderte Vaskularisation im Bereich der Darmkrypten. Diese
Veranderungen im distalen Kolon und Rektum der Insl5-defizienten Mause weisen
daraufhin, dass das Insl5-Hormon in den Kolonepithelzellen und in den Becherzellen
produziert wird. Aufgrund der Veranderungen im distalen Kolon und im Rektum der
InsI5-defizienten Mause ware es denkbar, dass das InsI5-Hormon in den

Kolonepithelzellen (Becherzellen) produziert wird.

Bisher ist die Funktion des Insl5- Gens noch unklar. Es gibt zwei Erklarungen dafir:
1. Unsere bisherigen Experimente konnten nicht das betroffene Gewebe oder die
gestorte Wechselwirkung bei InsI5-defizienten Méausen nachweisen.
2. Das Insl5 hat keine Funktion bei der Maus. Diese Aussage kann durch die
Beobachtung bei der Ratte unterstutzt werden. Im Genom der Ratte fehlt die
codierende Region fur die B-Kette, so dass das InsI5-Gen kein funktionsféhiges

Peptid codieren kann.

4.2 Das Insl6-Gen

Die primére Struktur des Insl6-Proteins besteht wie bei anderen Mitgliedern diese
Familie aus einem Signalpeptid, einer B- und einer A-Cystein Doméne sowie der
dazwischen liegenden C-Domaéne (Lok et al., 2000). Die Gesamtlange der Ins6-cDNA
der Maus betragt 700 bp, von denen 15 bp die 5’ nicht codierenden Sequenz und 112 bp

die 3’ nicht codierende Region ausmachen.

138



4 Diskussion

Die Gesamtlange der cDNA der Ratte betragt 790 bp und die des Menschen 717 bp
(Lok et al., 2000). Das aus der codierenden Sequenz abgeleitete Prapropeptid der Maus
hat eine Lange von 191 Aminosduren mit einem Molekulargewicht von 22 kDa (Kasik
et al.,, 2000). Das menschliche INSL6-Gen codiert fur ein Polypeptid mit 213
Aminosauren mit einem Molekulargewicht von 24.9 kDa. Das Insl6 der Ratte codiert
fir ein Peptid mit 188 Aminoséuren.

So wie alle anderen Mitglieder der Insulinfamilie besitzt auch Insl6-Peptid die 6
konservierten Cysteine. Die B- und A-Kette des INSL6-Peptids des Menschen ist mit
55% denen des Ratten Insl6 und mit 43% mit der A- und B-Kette des humanen Relaxin
H2 homolog. Schwéchere Homologien zeigen sich mit 38% zum humanen INSL3, mit
36% zum humanen Insulin, mit 36% zu IGF2, mit 33% zu IGF1 und mit 24% zu INSL5
und INSL4 (s. Abb. 4.1).

Die Homologie des 78 Aminoséduren langen humanen INSL6 C-Peptids ist mit 43% zur
110 AS langen Ratten Insl6-C-Kette verhadltnismaRig hoch. Es konnten jedoch keine
signifikanten Sequenzéhnlichkeiten der C-Kette zu den anderen Mitgliedern der
Insulinfamilie gefunden werden (Lok et al., 2000), wobei alle untersuchten Rodentiern

eine hochkonservierte Sequenz innerhalb der C-Kette besitzen (Kasik et al., 2000).

4.2.1 Genomische Struktur des Insl6-Gens

Die Charakterisierung der genomischen Sequenz von Insl6 der Maus ergab, dass das
Gen aus zwei Exons (Exon 1 = 286 bp, Exon 2 = 389 bp) besteht, welche durch ein 3.3
kb langes Intron getrennt werden. Das Exon 1 codiert flr das Signalpeptid, die B-Kette
sowie fur die ersten 27 Aminosauren des C-Peptids, wahrend das Exon 2 fur die
restlichen 63 Aminosauren des C-Peptids und die A-Kette codiert.

Mit Hilfe von Fluoreszenz in situ-Hybridisierung (FISH) konnte das Insl6-Gen der
Maus auf Chromosom 19C3 lokalisiert werden (Hsu, 1999). Das INSL6-Gen des
Menschen konnte zusammen mit den anderen Mitgliedern der Insulin/Relaxin Familie
(INSL4, Relaxin 1 und Relaxin 2) und dem JAK2-Gen auf Chromosom 9 lokalisiert
werden und der Lokus in die Region 9p24 eingegrenzt werden (Lok et al., 2000; Ivell
und Bathgate, 2002).
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422 Expression von INSL6

Mittels Nothern-Blot Analyse konnte beim Menschen ein starkes 1.2 kb grol3es Insl6-
Transkript nur im Testis nachgewiesen werden (Lok et al., 2000; Hsu 1999). In der
Ratte konnte die Insl6-Expression mithilfe von Nothern-Blot-Analysen im Testis und in
der Prostata gezeigt werden (Lok et al., 2000). Fur murines Insl6 konnte durch Nothern-
Blot Analysen das Transkript in der Niere und besonders stark im Testis dokumentiert
werden (Kasik et al., 2000).

In der vorliegenden Arbeit konnte mittels Northern-Blot Analyse mit aus verschiedenen
Geweben adulter Mause stammender Gesamt-RNA eine Insl6-Expression besonders
stark im Testis und relativ schwach auch in Ovar, Niere und Milz nachgewiesen
werden. Weiterhin wurde die Insl6-Expression mithilfe einer RT-PCR Analyse mit
RNA aus verschiedenen Geweben der Maus untersucht. Die starkste Expression war im
Testis zu verzeichnen. Etwas geringere Insl6-Expressionslevel zeigten Ovar und Niere,
aber auch in Thymus und Kolon konnte eine schwache Expression nachgewiesen
werden (s. Abb.3.14).

Um den zeitlichen Verlauf bzw. den Zeitpunkt des Einsetzens der Insl6-Expression
wahrend der prénatalen Entwicklung zu bestimmen, wurde eine RT-PCR-Analyse an
embryonaler Gesamt-RNA durchgefuhrt. Es konnte eine Insl6-Expression ab
Embryonaltag 9.5 gezeigt werden. Um zu Kkléren, zu welchem Zeitpunkt der
postanatalen Testisentwicklung die Insl6-Expression einsetzt, wurde die Gesamt-RNA
aus Testes von 5 bis 25 Tage alten und adulten Mdusen mittels Northern-Blot Analyse
untersucht (s. Abb. 3.16). Das Insl6-Transkript konnte erstmals in der Testis-RNA 15
Tage alter Mé&use detektiert werden. Zu diesem Zeitpunkt befindet sich die
Spermatogenese im Stadium der Pachytdn-Spermatozyten. Weiterhin wurde ein
Northern-Blot mit Testes-RNA von W/W', Tfm/Y, InsI3”, olt/olt und qk/qk-
Mausmutanten, bei denen die Spermatogenese in unterschiedlichen Stadien arretiert ist,
mit Insl6-cDNA hybridisiert (s. Abb. 3.17). Bei der W/W"- und Tfm/Y-Mausmutanten
wurden kein Insl6-Transkripte gefunden. Im Testis der W/W'-Mutante fehlen die
Keimzellen und bei der Tfm/Y-Mutante erreicht die Spermatogenese nur das Stadium
der primaren Spermatozyten. Nur in der InsI3”-Mutante lieR sich ein Signal fiir Insl6

nachweisen.
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Bei Insl3-defizienten und somit kryptorchiden Mdusen ist die Spermatogenese aufgrund
der abdominal héheren Temperaturen (37°C) bereits in der diploiden Phase arretiert und
die Spermatogenese erreicht daher nur das Stadium der Pachytidn-Spermatozyten.
Einige der Spermatozyten erreichen jedoch auch haploide Stadien. Eine mit der
Wildtypmaus vergleichbare Expression zeigen die Testes der Mutanten olt/olt und
gk/gk, deren Spermatogenese bis zu den Spermatiden reicht.

Diese Ergebnisse haben eindeutig gezeigt, dass Insl6 erst in Pachytdn-Spermatozyten
exprimiert wird. Eine Ubersicht tiber den jeweiligen Arrest in der Spermatogenese bei

den verschiedenen Mausmutanten liefert Abb. 4.3.
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Abb. 4.3: Ubersicht Uber den jeweiligen Arrest in der Spermatogenese der verschiedenen
Mausmutanten

prim.Sp'zyte: primare Spermatozyte, sek.Sp'zyte: sekunddre Spermatozyte, rd: runde Spermatiden, el.:
elongierte Spermatiden.

Bei der W/W'-Mutante fehlen die Keimzellen, bei Tfm/Y-Mausen (Testikulare Feminisierung) endet die
Spermatogenese sofort nach Einsetzen des Spermatozytenstadiums (Lyon und Hawkes, 1970), wéahrend
die knock-out-Mutanten fiir das Insl3-Gen (Insulin-like Gene 3) einen Arrest in priméren Spermatozyten
(Pachytan-Spermatozyten) zeigen (Zimmermann et al., 1997). olt/olt-Mutanten (oligotriche) haben eine
normale Spermatogenese bis zum Stadium der runden Spermatiden. Die Reifung zu elongierten
Spermatiden ist nicht méglich (Moutier, 1976). gk/gk-Mutanten (quaking) weisen einen Defekt in der
Spermatidendifferenzierung auf, so dass keine vollstandige Spermatidenreifung erfolgen kann. Es kommt

zu einem Arrest auf der Ebene der elongierten Spermatiden (Bennett et al., 1971).

Die Lokalisierung der zellularen Expression von Insl6é sollte durch eine
immunhistochemische Analyse mit von Prof. Schwabe (USA) zur Verfugung gestellten
Anti-Insl6 Antikdérpern durchgefiihrt werden, welche jedoch keine zufriedenstellenden

Ergebnisse lieferte.
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4.2.3 Funktionsanalyse des Insl6-Gens

Zur Erzeugung Insl6-defizienter Méuse wurde das Exon 1 mit Hilfe eines knock-out-
Konstrukts durch homologe Rekombination in embryonalen Stammzellen deletiert (s.
Abb. 3.18). Das Exon 1 beinhaltet das ATG Start-Codon und dadurch sollte
gewadhrleistet werden, dass das erwartete Transkript des Insl6-Gens ausgeschaltet und
somit eine Nullmutante erzeugt wird. Es wurden ca. 600 ES-Zell-Klone mit der 3’-
externen Probe hybridisiert, aber es konnte nur ein positiver Klon gefunden werden. Die
homolog rekombinanten ES-Zellen wurden zur Generierung von Chiméren in
Blastocysten injiziert. Es konnten tber 25 weibliche und ménnliche Chiméren mit
einem Chimérismus zwischen 2 -15%, aber nur ein ménnliche Chimdre mit 35%
Chimarismus erzeugt werden. Keine der Chimdren mit 2-15% Chiméarismus konnte das
mutierte Allele in ihre Nachkommen transmittieren.

Die ménnliche Chimaére, in welcher 35% der Zellen des Kérpers das rekombinante Allel
enthalten, wurde mit einem Weibchen des Stamms C57BL verpaart. Nach einer
viermonatigen Verpaarungszeit stellte sich heraus, dass die méannliche Chimére infertil
ist. Fir den Nachweis der Infertilitdt wurde die Zahl der Spermien im Uterus einer
Wildtypmaus nach der Verpaarung mit dieser Chimére bestimmt. Es konnten keine
Spermien gefunden werden.

Fur den niedrigen Chimérismus gibt es mehrere mogliche Erklarungen:

Erstens konnte ,,Haploinsuffizienz* bei Fehlen eines der beiden uberlebenswichtigen
Allele die Ursache des Todes aller Tiere mit hoherem Chimarismus wéhrend der
embryonalen Entwicklung sein. Als Beispiel hierfiir konnte das Spata6-Gen (Oh et al.,
2003) angefuhrt werden. Waren bei Spata6 Chimaren mit niedrigem Chiméarismus die
heterozygoten Spata6™-Zellen in wichtigen Organen konzentriert, so starben die
betroffenen Embryonen ab. Nachkommen mit einem insgesamt sehr hohen
Chimarismus wurden nie geboren. (Oh et al., 2003). Daraus und aus der Expression von
Spata6 wahrend der friilhen Embryonalentwicklung wurde geschlossen, dass eine hoher
Anteil von Spata6™-Zellen in den chimaren Embryonen die Letalitat hervorruft (Oh et
al., 2003). Ein &hnliches Ph&nomen konnte auch bei der Deaktivierung des Ncam-Gens
(neuronal cell adhesion molecule) beobachtet werden. Alle von Ncam™ stammenden
Chimaren zeigten eine geringe Beteiligung von ES-Zellen, wahrend bei allen Chimaren

mit hohem ES-Zellanteil zwischen den Embryonaltagen 8.5 und 10.5 eine schwere
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Wachstumsretardierung sowie Defekte der Somiten und des Neuralrohrs auftraten
(Rabinowitz et al., 1996). In einem anderen Fall zeigte sich, dass Protamin 1 (Prm1)-
und 2 (Prm2)-Chimaren ebenfalls durch ,,Haploinsuffizienz* nachkommenlos blieben.

Als Ursache fiir den niedrigen Chimérismus kdme aber auch in Frage, dass eine
Vielzahl von homolog rekombinanten Zellen im Testis der Chimdren enthalten sind,
sich die Spermatozyten aber nicht weiter entwickeln kénnen. Dies wurde beispielsweise

fir das Afamin-Gen im Institut fur Humangenetik in Gottingen nachgewiesen.

4.3 I,1; transgene Mause

Insulin wird in den B-Zellen des Pankreas (Langerhans Zellen) produziert. Wenn diese
Zellen aufgrund eines Autoimmunprozesses zugrundegehen, entsteht der Diabetes
mellitus Typ I, der nur durch Injektion von Insulin korrigiert werden kann. Es ist daher
attraktiv zu Uberlegen, ob mithilfe gentechnologischer Verfahren Insulin in anderen
Kaorperzellen produziert und sezerniert werden kann. Die Suche nach Zellen, die daftr
geeignet sind, ist schon lange im Gange, war aber bislang nicht eindeutig erfolgreich
(z.B. Faradji et al., 2001; Halban et al., 2001).

Adham et al. (2002) haben gezeigt, dass das Leydigzell-spezifische Insulin-&hnliche
Hormon Insl3 in B-Zellen des Pankreas produziert und sezerniert werden kann und auch
funktionell ist. Der Phéanotyp bei der mannlichen Insl3 knock-out Maus, namlich der
abdominale Kryptorchismus, konnte geheilt werden. Bei den mannlichen transgenen
Mausen, die InsI3” und transgen fur Insl3 waren, kam es zu einem vollstandigen
Descensus testis. Von daher lag der Gedanke nahe zu priifen, ob die Leydigzellen des
Testis von Tieren, die transgen sind fir das Insulingen mit vorgeschaltetem Insl3
Promotor, Insulin produzieren und sezernieren kénnen und ein experimentell erzeugter

diabetischer Zustand solcher Tiere geheilt werden kann.

43.1 Erzeugung der Fusionskonstrukte 1,13-0, I515-1 und I13-2

In der Arbeitsgruppe wurde bereits friiher gezeigt, dass eine 150 bp 5 -flankierende
Region des Insl3-Gens ausreicht, um eine spezifische Expression des Reportergens

(Chloramphenicolacetyltransferase; CAT) in kultivierten Leydigzellen (MA10-Zellen)
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sicherstellen (Zimmermann et al., 1997; Zimmermann et al., 1999). Spater wurde
allerdings gezeigt, dass diese 150 bp in vivo nicht fur die Expression in Leydigzellen
ausreichen. Fur die Expression des CAT-Reportergens in den Leydigzellen des Testis
waren. 700 bp der 5'-flankierenden Region des InsI3-Gens notwendig (Thamm, 2002).

Im Rahmen der hier durchzufiihrenden Experimente sollte ja nicht nur die Frage gepruft
werden, ob ein Fusionskonstrukt mit dem Insulingen in den Leydigzellen exprimiert
wird, sondern es sollte auch festgestellt werden , ob ein entsprechendes Protein
produziert und ins Blut sezerniert wird. Um transgenes testikuldres Insulin von dem im
Pankreas der Maus produzierten endogenen Maus-Insulin unterscheiden zu kdnnen,
wurde in das Fusionskonstrukt das menschliche Insulingen eingebaut. Wenn die
Leydigzelle in der Lage ist, das Insulingen zu exprimieren, das Praprohormon zu
produzieren und Insulin ins Blut zu sezernieren, sollte dort humanes C-Peptid

nachweisbar sein. Daflr stehen spezifische Messverfahren zur Verfugung.

Es wurden zundchst vier I,13-0 transgene Mauslinien erzeugt. In das verwendete
Fusionskonstrukt ist das menschliche Insulingen mit den 700 bp der 5'-flankierenden
Region des InsI3-Gen ligiert. Bei den erzeugten transgenen Mause waren die Ergebnisse
enttduschend, denn nur bei einer Linie konnte eine Insulinexpression in Testis gefunden
werden, die zudem gering war. Es ist bekannt, dass die Stabilitdit von mMRNA ganz
entscheidend von der Interaktion von Einzelstrangbindungsproteinen mit der 3'-
flankierenden, nicht translatierten Region abhéngt (Bernstein et al., 1989). Wir haben
daher vermutet, dass eine mangelnde Stabilisierung der Insulin-mRNA in der Leydig-
Zelle auf die Verwendung der 3'-flankierenden Region des Insulin-Gens in unserem

transgenen Konstrukt zuriickzufihren ist.

Es wurden daher zwei weitere Fusionskonstrukte generiert, in denen jedoch die 3'-
flankierende Region des Insulingens durch die 3'-flankierende Region des InsI3-Gens
ersetzt wurde. Die transgenen Tiere, die mit diesen Konstrukten (l2ls-1 und I;13-2)
erzeugt wurden, zeigten tatsdachlich eine verstarkte Expression des menschlichen
Insulingens im Testis. Es ist noch nachzutragen, dass auch zwischen diesen beiden
Konstrukten Unterschiede bestehen, und zwar bezlglich der 5'-nicht translatierten
Region. Das I,13-1 Konstrukt beinhaltet alle drei Exons des humanen Insulingens,

wahrend bei dem I,13-2 Konstrukt das nicht translatierte Exon 1 des Insulingens fehlt.
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Damit sollte bezlglich des I,13-2-Konstrukts der Beobachtung Rechnung getragen
werden, dass die Distanz des Promotors zum Translations-Startcodon fir die Expression

von Bedeutung sein kann (Hecht, 1988; Nayernia et al., 1992).

4.3.2 Erzeugung transgener Linien fur die Konstrukte I,15-0, I213-1 und
I515-2

Wie bereits oben dargestellt, wurden fur das Konstrukt 1,13-0 nur vier transgene Linie
generiert, diese waren aber wegen der fehlenden bzw. sehr geringen Expression des
Transgens fur die Arbeit nicht nutzbar. Flr die beiden anderen Konstrukte konnten
jeweils 6 Founder erstellt werden. Bei den Fi-Nachkommen dieser Founder stellte sich
heraus, dass lediglich Nachkommen von vier Founder fur das Konstrukt I,I5-1 und die
Nachkommen von drei Founder fir das Konstrukt I,13-2 eine relevante Expression des
menschlichen Insulingens im Testis zeigten. Wie immer, wenn transgene Linien erzeugt
werden, musste jetzt gepruft werden, welche der erzeugten und exprimierenden Linien
tatsdchlich aufgrund der Zahl der Integrationen des Transgens und der Zahl der
integrierten Kopien des Transgens fiir die Bearbeitung der Fragestellungen geeignet
sind.

Mittels Real-Time PCR Analysen konnten die Linien entsprechend charakterisiert
werden. Es blieben fur das Konstrukt I,13-1 zwei Linien (Linie 2 und 12) und fir das
Konstrukt 1,15-2 zwei Linien (Linie 10 und 11) dbrig. Fir diese Linien ergaben sich
jeweils eine Integration. Die Zahl der Kopien betrug: Linie 2 mit 16+1, Linie 12 mit
341; Linie 10 mit 5+1 und Linie 11 mit 4+1. Bei den sich daran anschliefenden

Experimenten wurde allerdings nicht mit allen Linien weitergearbeitet.

4.3.3 Vergleich der Transkribtion der Fusionskonstrukte fiir menschliches
Insulin mit der Transkribtion des endogenen Insl3-Gens im Testis

der transgenen Tiere

Es ist durch die Arbeiten der Arbeitsgruppe und anderer Autoren hinreichend bekannt,
dass das InsI3-Gen ausschlief3lich in den pra- und postnatalen Leydigzellen des Testis

exprimiert wird, auch in geringem MaRe in den Thecazellen des postnatalen Ovars
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(Adham et al., 1993; Zimmermann et al., 1997; Balvers et al., 1998). Auch im Corpus
luteum und im Trophoblast des Menschen wurde eine geringe Expression des Insl3-
Gens beschrieben (Tashima et al., 1995; Roche et al., 1996; Bathgate et al., 1996). Im
Rahmen dieser Arbeit wurde lediglich das rdumliche und zeitliche Expressionsmuster
der Fusionskonstrukte und damit des menschlichen Insulingens mit dem flr das Insl3-
Gen verglichen. Es wurde eine eindeutige Ubereinstimmung der Expressionsmuster
gefunden, sowohl was die Beschrdnkung der Expression auf Testis und die
Leydigzellen betrifft, als auch den Verlauf der Expression wahrend der
Testisentwicklung.

Damit ist gezeigt, dass einerseits 700 bp der 5 -flankierenden Region des Insl3-Gens fiir
die Leydigzellspezifische Expression und fur die Expression wéhrend der
Testisentwicklung ausreichen. Das menschliche Insulingen kann also spezifisch in
Leydigzellen exprimiert werden. Damit war eine wichtige Forderung, die sich aus

unserer Hypothese ergab, erfillt.

434 Zur Frage der Translation der Insulinfusionstranskripte im Testis

der transgenen Mause

Es wurden histologische Schnitte von Testis von I;l; transgenen mannlichen M&usen
hergestellt und mit Antikdrper gegen Insulin behandelt. Es konnte eindeutig gezeigt
werden (Abb. 3.42), dass in den Leydigzellen Insulin produziert wird. In den B-Zellen
des Pankreas der Mause ist - wie auch bei Wildtyptieren - ganz normal Insulin
nachweisbar (Abb. 3.41). Der Nachweis der Translation der Insulin mRNA in den
Leydigzellen der transgenen Tiere wurde durch die Ergebnisse eines weiteren
experimentellen Ansatzes bestatigt.

Proteinextrakte aus Testis und Pankreas von Wildtyp und I,ls-1 transgenen Mé&usen
wurden mittels Fluoroimmunoassay mit einem fur humanes und murines Insulin und
Proinsulin spezifischen Antikorper analysiert. Wahrend die Testisproteinextrakte der
Wildtyp-Tiere niedrige Werte zeigten, konnte Insulin in den Extrakten der transgenen

Tiere in hoheren Konzentrationen nachgewiesen werden (Abb. 3.43).
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4.35 Zur Prozessierung von Proinsulin in den pB-Zellen des Pankreas und

in den Leydigzellen der transgenen Tiere

Die Biosynthese von Insulin in pankreatischen B-Zellen verlauft tber die Précursor-
Formen Préproinsulin und Proinsulin (Steiner et al., 1998; Steiner et al., 2000; Goodge
et al., 2000; Steiner et al., 2001). Die effiziente Umwandlung von Proinsulin in aktives
Insulin wird durch Splicing-Prozesse an den beiden Enden des die A- und B-Ketten
verbindenden C-Peptids bewirkt. Bei der Exocytose werden dann aktives Insulin und
freies C-Peptid entlassen. Zuvor sind diese Produkte in den ausgereiften sekretorischen
"dense core"-Granula gespeichert. Durch einen geeigneten Stimulus wird die
Ausschittung eingeleitet. Der initiale Spaltungsprozess findet zwischen den
Aminosauren der Positionen 32 und 33 (RYE) und an den Positionen 65 und 66 (RYG)
des Proinsulins jeweils an der Verbindung von C-Peptid zur A- bzw. B-Kette statt. Das
Erkennen jeder dieser Spaltstellen erfolgt durch Prohormon-Konvertasen PCSK1 und
PCSK2 (Seidah et al., 1994; Siezen et al., 1994; Lipkind et al., 1995; Zhou et al., 1999;
Steiner et al., 2000; Zhu et al., 2002a). Die beiden Prohormon-Konvertasen wirken
hauptsachlich innerhalb der ausgereiften bzw. ausreifenden "dense core"-Granula des
regulativen Sekretionswegs (Guest et al., 1995; Daniel et al., 1999).

Um zu uberprifen, ob das translatierte transgene Humaninsulin in den Leydigzellen
prozessiert und anschliefend sezerniert wird, wurde ein Radio-Immuno-Assay mit
Serum von transgenen und Wildtypkontrolimausen durchgefiihrt. Dafiir wurden sowohl
mannliche als auch weibliche I,13-1 und I,13-2 transgene Tiere verwendet. Da nach der
Prozessierung von Proinsulin innerhalb der Insulingranula (Daniel et al., 1999) Insulin
zusammen mit freiem C-Peptid sezerniert wird und der im Radio-Immuno-Assay
verwendete 1. Antikorper spezifisch an humanes C-Peptid bindet, kann im Fall einer
Detektion indirekt auf die Sekretion von transgenem testikularem Insulin geschlossen
werden. Wie Abb. 3.44 belegt, konnte humanes C-Peptid im Serum I,l3-1 transgener
Mause nachgewiesen werden. Damit wurde gezeigt, dass humanes C-Peptid und somit
transgenes Insulin aus den Leydigzellen ins Blut sezerniert werden kann.

Nach Erhalt dieser Ergebnisse war es sinnvoll zu Gberprifen, ob die oben genannten
Prohormon-Konvertasen im Testis tatséchlich nachweisbar sind. Wie in Abb. 3.45
dargestellt, konnten zumindest auf RT-PCR Ebene und nach Sequenzierung der RT-
PCR Produkte eindeutig PCSK1 und PCSK2 im Testis nachgewiesen werden.

147



4 Diskussion

Die Prozessierung von Proinsulin in der B-Zelle vollzieht sich innerhalb von Granula
des Transgolginetzwerks (Daniel et al., 1999). Anders als weitere Prohormon-
konvertierende Enzyme der Substilisinfamilie wie Furin, PACE4, PC6B und PC7 lieRen
sich PCSK1, PCSK2 sowie das nur in den Gonaden exprimierte PC4 (Tadros et al.,
2001) und PC5/6A besonders in den "dense-core"-Granula des regulativen
Sekretionswegs nachweisen (Zhou et al., 1999; Seidah et al., 1999). Bislang gibt es in
der Literatur keine Hinweise, dass auch die Leydigzelle Uber einen solchen

Sekretionsweg verfugt.

4.3.6 Hat das in den Leydigzellen produzierte Insulin auch einen
biologischen Effekt?

Es wurde gezeigt, dass in den Leydigzellen des Testis Insulin produziert, prozessiert
und dann auch ins Blut ausgeschuttet werden kann. Damit sollte es auch moglich sein,
Méause, bei denen die B-Zellen fehlen oder durch exogene Agentien zerstort worden sind
und die dessentwegen eine Diabetes mellitus entwickeln, zu therapieren. Um diese
Frage zu prifen, haben wir einerseits transgene Tiere mit Pax4*"-Mausen verpaart und
Nachkommen erzeugt, die hemizygot fiir das Transgen und Pax4-defizient waren (I,13-1
T/-, Pax4” bzw. l,l3-2 T/-, Pax4™). Da Pax4 die Differenzierung der p-Zellen
kontrolliert und in Pax4”" -Mause keine B-Zellen vorhanden sind (Trucco, 2005) kénnen
diese Tiere kein pankreatisches Insulin produzieren, und demsprechend versterben
Pax4” Tiere 1-4 Tage nach der Geburt an den Folge des Diabetes mellitus.

Als exogenes Agens, um B-Zellen des Pankreas zu zerstoren, wird Streptozotocin
verwendet. Streptozotocin (STZ) ist ein aus Streptomyces achromogenes isoliertes
Antibiotikum. Behandelte Tiere erreichen in der Regel wenige Tage nach Beginn der
Behandlung hoch hyperglykédmische Zustande, die haufig letal sind.

Bei beiden Versuchsansdtzen konnten keine relevanten Effekte erreicht werden. Die
Tiere, die fir 1,13 hemizygot und fiir Pax4 defizient waren, iberlebten kaum langer als
die Tiere, die Pax4 defizient, aber nicht transgen waren. Generell stiegen die
Blutzuckerwerte der getesteten transgenen Tiere sowohl bei den transgenen Tieren mit
hoherer Kopienzahl (Line 2 und 15) als auch bei denen mit niedriger Kopienzahl des

transgenen Allels an. Im Mittel wichen die transgenen Tiere bezuglich ihres zeitlichen
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Glukosespiegelverlaufs nicht signifikant von den Wildtypkontrollen ab (s. Abb. 3.46
und 3.47).

Warum bei den Experimenten — bei nachgewiesener Ausschittung von Insulin ins Blut
— kein relevanter Erfolg bezlglich der Diabetestherapie erzielt werden konnte, ist
unklar. Sehr wahrscheinlicher ist die Menge des sezernierten Insulins nicht ausreichend
bzw. die Antwort auf die erhdhten Glukosespiegel nicht in geeigneter Weise reguliert.
Auf  diese letztere  Erklarungsmdglichkeit — weisen die  Ergebnisse  der
Glukosetoleranztests der mit STZ behandelten transgenen Tiere hin.

Normalerweise kommt es nach intraperitonealer Injektion von Glukoselésung binnen
weniger Minuten zu einer Antwort der B-Zellen in Form einer raschen, quantitativ auf
die Zuckerspiegelerhéhung abgestimmten Insulinsekretion. Dies fihrt zu einer
Normalisierung des Blutglukosespiegels innerhalb einer Stunde. Sinkt der
Blutzuckerspiegel, so setzt auch die Insulinsekretion aus, so dass hypoglykamische
Zustande vermieden werden. Eine normal verlaufende Blutzuckerkurve nach einer
Glukoseinjektion in Abbhangigkeit von der Zeit ist in Abb. 3.48 dargestellt. Alle STZ-
behandelten Versuchstiere bewegten sich wahrend der Versuchszeit im stark
hyperglykamischen Bereich. Daraus ergibt sich, dass bei den diabetisierten transgenen
Mausen durch einen Glukosestimulus nicht ausreichend aktives transgenes Insulin von
den Leydigzellen sezerniert werden kann, um den Blutglukosespiegel kurzfristig zu
senken, wie dies bei der normalen B-zellvermittelten Insulinantwort der Fall ist. Aus
diesen Ergebnissen ergibt sich auch der Ansatz fir weiterfihrende Experimente. Die
Sekretion des Insl3-Hormons aus den Leydigzellen muss anders funktionieren als die
des mit dem InsI3-Hormon strukturell eng verwandten Insulins in den B-Zellen. Die
Sekretion des Insl3-Hormons aus den B-Zellen der transgenen Insl3-Mause (diese
produzieren Insl3 auch in den B-Zellen; Adham et al., 2002) ist zwar moglich, aber
vermutlich nicht reguliert. Die Insulinsekretion muss reguliert werden, und das ist in
den Leydigzellen nicht moglich. In den weiterfihrenden Experimente geht es darum zu
prifen, ob Uberhaupt und wenn ja welche molekularen Mechanismen der

Insulinsekretion in den B-Zellen in der Leydigzelle vorhanden sind.
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4.3.7 Analyse der Fertilitat 1,13-1 transgener Mause

Bei den I;l5-1 transgenen Mé&usen wurde beobachtet, dass die hemizygoten Mannchen
der Linie 2 und die homozygoten Mannchen der Linie 12 mit zunehmenden Alter keine
Nachkommen erzeugen konnten. Deshalb wurden die Spermienparameter der
mannlichen transgenen Tiere unterschiedlicher Altersgruppen untersucht. Es konnte
eine signifikante Reduktion in Spermienzahl, Motilitat und aller weiteren untersuchten
Parameter festgestellt werden. Die histologische Analyse von Testisschnitten dieser
Tiere wies auf eine Storung der Spermatogenese hin. Die Untersuchungen haben
gezeigt, dass die Keimzellen in 10- 100% der Tubuli zuriickgebildet und die
Tubuluslumina vakuolisiert sind. Es fiel auf, dass die Tiere mit einer ausgepréagteren
Spermatogenesestérung auch hohere C-Peptidkonzentration im Serum zeigten (s. Tab.
4.1), also das zusatzliche humane Insulin im Serum der transgenen M&use zur einer

Storung der Keimzellen fihrt.

Tab. 4.1: Analyse der Spermatogenese und der C-Peptidkonzentrationen im Serum I,13-1 transgener

Mause
Linie Storung der C-Peptid | Spermien| Spermienzahl

(Alter) Spermatogenese Konzentration|-Motilitat in Nebenhoden

in Serum €]

I15-1L.2/68 schwer:
_ _ 0.6 ng/ml 0 1.0 x10°
(15 Monate) betrifft 200% der Tubuli
I»,15-1L.12/C schwer: s
) . 10.0 ng/ml 0 5.0x10
(7.5 Monate) betrifft 70 -80% Tubuli
I215-1L.2/93B ering:
o e _ 0.9 ng/ml 16 8.8 x10°
(13 Monate) betrifft 20 -30% der Tubuli
I,15-1L.12/B ering:
2 | oerng _ 1.1 ng/ml 4 3.3 x10°
(7.5 Monate) betrifft 10% der Tubuli
l,15-1L.2/80° _
Keine 0.13 ng/ml 17 4.7 x10°
(4 Monate)
I,15-1 2/82° ) 6
Keine 0.0 ng/ml 46 5.6 x10
(4 Monate)
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Hyperinsulindmia und die Stérung der Spermatogenese wurden auch bei konditionellen
knock-out Madusen (NIRKO), bei denen der Insulin-Rezeptor im Gehirn ausgeschaltet
ist, beobachtet (Briining et al., 2000). Bei diesen Tieren wurde wie auch bei I,l3-1
Méausen (s. Abb. 3.46 und 3.47) eine Zunahme des Korpergewichts (ca. 20%)

nachgewiesen.

4.3.8 Letalitat der homozygoten Mause fur I,13-1 der Linie 2

In der F,-Generation der I,l3-1 transgenen Linie 2 war die durchschnittliche WurfgroRe
im Gegensatz zu den anderen Linien mit 2.7£0.87 bedeutend herabgesetzt. Um die
hemizygoten und homozygoten F, transgenen Mause unterscheiden zu kdnnen, wurden
die Tiere mittels Real-Time-PCR genotypisiert. Es konnten keine homozygoten M&use
identifiziert werden. Fir die Reduktion der WurfgrofRe gibt es mehrere mdgliche

Erklarungen:

1. Die Uberexpression von Insulin in den I,I3-1 transgenen Weibchen fiihrt zu einer
Storung der Follikelentwicklung bzw. zu einer Reduktion der ovulierten Eizellen.

2. Die Uberexpression von Insulin in mannlichen Tieren fiihrt zur Stérung der
Spermatogenese.

3. Das transgene I2l5-1 Allel wurde innerhalb eines Gens inseriert (und dieses somit

ausgeschaltet), dessen Proteinprodukt fiir die embryonale Entwicklung essentiell ist.

Die durchschnittliche WurfgroRe der Verpaarungen von sowohl mannlichen als auch
weiblichen transgenen Mé&usen mit Wildtyp-Tieren war ebenfalls reduziert. Deshalb
kann vermutlich die Insuliniberexpression in den Weibchen oder in den Mannchen

nicht der Grund fiir die generelle Abnahme der WurfgroRe sein.

Um zu bestimmen, wann die Embryonen bei den Verpaarungen der hemizygot
transgenen Tiere sterben, wurde die Zahl der Embryonen an den Embryonaltagen 7.5,
11.5 und 15.5 bestimmt. Die Zahl der implantierten Embryonen war am Tag E7.5
normal, an E11.5 und E15.5 aber deutlich reduziert. Diese Ergebnisse lieRen vermuten,

dass die Embryonen nach der Implantation absterben. Um dies zu tberprifen, wurden

151



4 Diskussion

18 Blastocysten isoliert und fir funf Tage in vitro kultiviert. Die tagliche Beobachtung
hat gezeigt, dass sich nicht alle Blastocysten normal entwickeln (s. Abb. 4.4). Der
Trophoblast aller Blastocysten entwickelte sich normal, aber die innere Zellmasse von
10 dieser 18 Blastocysten prolifierierte nicht weiter. Die Blastocysten wurden mittels
PCR genotypisiert. Es stellte sich heraus, dass alle anomalen Blastocysten transgen
waren. Die Blastocysten, die sich normal enwickelten, waren genotypisch transgen oder
Wildtyp.

Da die Quantitat der aus den Blastocysten extrahierten DNA zu gering war, konnte bei
Real-Time-PCR-Analysen nicht eindeutig bestimmt werden, ob die Blastocysten
homozygot oder hemizygot fiir das transgene I,13-1 Allel waren. Es kann also nicht
entschieden werden, ob alle aberanten Blastocysten homozygot fir das transgene Allel
waren.

Zum jetzigen Zeitpunkt muss offen bleiben, ob die embryonale Letalitat in der Linie 2
auf eine Insertionsmutation im homozygoten Zustand oder auf eine Uberexpression von
Insulin zurtickzufiihren ist. Es wird notwendig sein, den Integrationsort fir das
Konstrukt genau festzustellen und dabei herauszufinden, ob ein endogenes Gen
betroffen ist. Ein solches Gen sollte dann bei der Maus deletiert werden und der
Phénotyp der knock-out Mause analysiert werden. Sollte kein endogenes Gen betroffen
sein, dann kénnen weiterflihrende Analysen zur Expression des transgenen Insulins in
Blastocysten erfolgen und die Effekte von Insulinapplikationen in der

Embryonalentwicklung von Wildtyptieren studiert werden.
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Wildtyp oder Transgen Transgenes Embryo

Normale ICM Atrophierte ICM

Abb. 4.4: In vitro Kultivierung der Blastocysten von hemizygoten Verpaarungen der Linie 2. Die
inneren Zellmassen der Blastocysten (ICM), die nach 5-tagiger Kultur nicht weiter prolifierierten (B,D)
waren alle transgen, wobei aufgrund der Methoden nicht zwischen hemizygot und homozygot transgen
unterschieden werden konnte. Im Gegensatz dazu entwickelten sich die ICMs der Wildtyp-Blastocysten

normal. Pfeile zeigen die Innere Zellmasse (ICM) bzw. den Trophoblast (T).
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S ZUSAMMENFASSUNG

Im Rahmen diese Arbeit wurden die Expression und Funktion von zwei neuen
Mitgliedern der Insulinsuperfamilie, InsI5 und Insl6, untersucht.

Anhand einer Northern-Blot-Analyse mit Gesamt-RNA aus unterschiedlichen Organen
der adulten Maus konnte gezeigt werden, dass das Insl5-Gen sehr stark im Rektum der
Maus exprimiert wird. Die Expression wahrend der embryonalen Entwicklung konnte
mittels Northern-Blot nicht nachgewiesen werden und wurde Uber eine RT-PCR-
Analyse an Gesamt-RNA untersucht. Die ersten Transkripte sind in 11.5 Tage alten
Embryonen nachweisbar. Es wurde ein knock-out Konstrukt fir das Insl5-Gen
hergestellt (Deletion im Exon 2). Das Konstrukt wurde in embryonale Stammzellen
transfiziert, und durch homologe Rekombination wurden Chimdren erzeugt. Die
Verteilung der Genotypen in der F,-Generation entsprach den Mendelschen Regeln, was
darauf hindeutet, dass die InsI5"-Mause keine Storung der Embryonalentwicklung
aufweisen. Die homozygoten Insl5-defizienten Mause sind lebensfahig und zeigen keine
phanotypischen Auffélligkeiten in Bezug auf Korpergrofle, Gewicht oder Fertilitat.
Northern-Blot-Analysen konnten die Abwesenheit des InsI5-Transkripts in den -/-
Mausen bestétigen. Da die Inaktivierung von Insl5 zu keinem erkennbaren aberranten
Phanotyp fiihrte, kann auch angenommen werden, dass das Insl5-Gen bei der Maus
keine wichtige Funktion besitzt.

Mittels Northern-Blot-Analyse wurde gezeigt, dass das murine Insl6-Gen hauptséchlich
im Testis exprimiert wird. Durch RT-PCR-Analyse konnte das Insl6-Transkript ab dem
Tag 9.5 der embryonalen Entwicklung nachgewiesen werden. Es sollte der Beginn der
Insl6-Expression wéhrend der Testisentwicklung der Maus mittels Northern-Blot
untersucht werden, um Rickschlusse auf den exprimierenden Zelltyp ziehen zu kdnnen.
Ein Transkript konnte schwach ab Tag 15, deutlich ab Tag 20 der postnatalen
Entwicklung nachgewiesen werden, was fiir eine Expression in diploiden und haploiden
Keimzellen spricht. Die Expressionsanalyse des Insl6-Gens in den Testes mutanter
Méause, deren Spermatogenese in verschiedenen Stadien arretiert ist, bestétigte diese
Ergebnisse. Ein Insl6-Transkript war nur in Mauslinien detektierbar, deren
Spermatogenese das Pachyténstadien erreicht. Mit Hilfe des pPNT-Vektors wurde ein

Konstrukt zur Generierung einer Insl6-knock-out Maus hergestellt. Durch homologe
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Rekombination in embryonalen Stammzellen wurde das vollstandige Exon 1 auf einem
Allel der positiven ES-Zellen durch das Neomycin-Resistenzgen ersetzt. Es konnten nur
niedrig-gradige Chimaren (2-15% Chimarismus) erhalten werden. Bei der Verpaarung
dieser Chiméren wurde das rekombinante Allel nicht an die Nachkommen transmittiert.
Eine mannliche Chimare mit 35% Chimarismus wurde mit Wildtypweibchen verpaart,
es wurden keine Nachkommen gezeugt, es konnten auch keine Spermien im Uterus der
Weibchen gefunden werden. Daher wird vermutet, dass Haploinsuffizienz die Ursache
fir den Tod der Tiere mit hoéherem Chimérismus wéhrend der embryonalen
Entwicklung ist.

Als weiteres Ziel dieser Arbeit wurden drei verschiedene transgene Konstrukte
hergestellt, in denen das humane Insulingen unter die Kontrolle des Leydigzell-
spezifischen Insl3-Promotors gestellt wurde. Die generierten transgenen Mé&use sollten
humanes Insulin im Testes produzieren. Durch Northern-Blot-Analyse konnte die
Expression der transgenen Konstrukte in Testis gezeigt werden. Auf der Proteinebene
wurde mithilfe des Fluoroimmunoassays und der RIA-Analyse das transgene humane
Insulin nachgewiesen. Allerdings konnte das transgene Insulin weder hergestellte
diabetische Mduse (durch Streptozotocin) noch Pax4-defiziente M&use retten. Es ist
mdoglich, dass das produzierte Insulin in zu geringen Mengen und daher nicht
ausreichend von den Leydigzellen sezerniert wird. Ob die Sekretionsmechanismen in
Leydigzellen vergleichbar sind mit denen in B-Zellen, ist nicht geklart. Daher sind
weitere Analysen notig, um zu priifen, ob und inwieweit Leydigzellen als Ersatz fur p-

Zellen des Pankreas in Frage kommen kénnen.
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