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Zusammenfassung

Zusammenfassung

Zahlreiche wissenschaftliche Arbeiten der letzten Jahre haben gezeigt, dass olfaktorische und
gustatorische Proteine auch aullerhalb der primadren Sinnesorgane exprimiert werden. Diese
sogenannte ektope Expression von gustatorischen Signaltransduktionsproteinen wurde in der
letzten Dekade auch fiir das mannliche Reproduktionssystem beobachtet. Dabei haben Studien
mit verschiedenen knockout-Mausmodellen fiir Geschmacksrezeptoren und dem gustatorischen
G-Protein Gustducin gezeigt, dass eine genetische Deletion dieser Proteine tatsachlich zu
Fertilisationsdefiziten, und bei bestimmten Gen-Deletionskombinationen sogar zur Sterilitat bei
den mannlichen Tieren fiihrt. Die tatsachliche physiologische Funktion der gustatorischen
Signalproteine fir die mannliche Fertilitat ist aber noch weitestgehend ungeklart.

Die vorliegende Arbeit knlipft an diese und vorangegangen Studien innerhalb der Arbeitsgruppe
an und beschreibt den Reproduktionsphanotyp unterschiedlicher Mausmodelle: Neben einer
Gen-defizienten Mauslinie fiir den Umami-Rezeptor Taslrl und den Bitterrezeptor Tas2r131,
wurde der Fortpflanzungserfolg einer TRPM5-knockout Mauslinie bestimmt. AuRerdem wurden
Doppel-knockout Mause fir den Taslrl und den TRPM5 sowie den Tas2r131 und den TRPM5
hergestellt und auf verschiedene Reproduktionsparameter untersucht. Diese kombinierte Gen-
Deletion war beziiglich der noch unbekannten regulatorischen Rolle gustatorischer
Signalproteine sinnvoll, da der TRPMS5 fiir die Signaltransduktion des Taslrl-vermittelten
Umami-Geschmacks, aber auch fir alle bisher analysierten bitteren Geschmacksstoffe (Tas2R)
essentiell ist. Zudem fungiert der TRPM5 als finales Element dieser Kaskade, da er erst nach
einer TasR-vermittelten Gustducin-Stimulierung aktiviert wird.

Die Deletion des Tas2r131 zeigte bei den Mausen nur einen sehr milden
Reproduktionsphanotyp, was moglicherweise auf eine Kompensation durch andere Rezeptoren
der ca. 30 Mitglieder starken Bitterrezeptorfamilie zu erkldren sein kénnte. Allerdings haben die
Studien an der Ta52r13lBL"RES'hrGFP—Reportermauslinie gezeigt, dass der genetische
Stammhintergrund einer genmanipulierten Mauslinie einen groRen Einfluss auf den Phanotyp
der Tiere haben kann. Dies hat sich z. B: in der Anzahl epididymaler Spermien gezeigt, fiir die an
Mannchen aus Generationen mit unterschiedlichen C57BL/6N-Stammhintergriinden (max.
96,9 % C57BL/6N) beobachtet wurde, dass die Spermienanzahl im Vergleich zu Tas2r131-
Wildtyptieren signifikant erhoht war, wahrend dieser Phanotyp fiir Mannchen der gleichen
Mauslinie mit einem fast reinen genetischen Stammbhintergrund (98,4 % C57BL/6N) nicht mehr
feststellbar war.

Die bereits beobachtete Genotypverschiebung der Nachkommen von Tas2rl131-defizienten
Zuchtpaaren scheint allerdings ein Phdnomen zu sein, das unabhangig vom Stammbhintergrund
der Mause auftritt. Dabei zeigte sich, dass die Tas2r131-defiziente Erbanlage signifikant haufiger
an die Nachkommen vererbt wurde, als nach Mendelschen Vererbungsgesetzen zu erwarten
war. Dieses Ereignis wurde aber immer nur dann beobachtet, wenn das Zuchtmannchen mehr
Tas2r131-defiziente Alle besaR als das Zuchtweibchen. Diverse angewandte Analysen zur Klarung
der Ursache fir diese Geschlechter-gekoppelte Weitergabe der Tas2r131-defizienten Erbanlage,
wie z.B. eine verdnderte Spermienfunktionalitdit sowie morphologische Auffilligkeiten der
Reproduktionsorgane und Bestimmungen der postnatalen Mortalitatsraten der Jungtiere,
erlauben bisher jedoch keinerlei Riickschliisse auf die Griinde der beobachteten transmission
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ratio distortion, so dass nun eine Chromosomenanalyse Klarheit Uber etwaige fehlerhafte
meiotische Teilungen wahrend der Keimzellentwicklung bringen muss.

Dem relativ milden Reproduktionsphdanotyp der Tas2rl31-defizienten Mannchen stehen die
fertilitatsbezogenen pathophysiologischen Veranderungen der TRPM5-knockout Mannchen
gegenilber. Obwohl fliir TRPM5-defiziente Zuchtpaare keine Reduzierung in der Anzahl der
Nachkommen und auch keine Verlangerung des zeitlichen Intervalls zwischen zwei Wiirfen
sowie eine Anderung der Geschlechtsverteilung der Nachkommen registriert wurde, zeigten
TUNEL-Assays, dass die Apoptoserate wdhrend der Spermatogenese in TRPM5-defizienten
Mannchen signifikant erhoht ist. Zudem zeigten weitere Studien an epididymalen Spermien,
dass zwar die Anzahl an Spermien im Vergleich zu Wildtyptieren nicht signifikant reduziert ist,
was sich auch im Hodengewicht widerspiegelte, dass sich aber epididymale TRPM5-defiziente
Spermien durch ein leicht erhéhtes basales Calcium, einen gesteigerten spontanen Verlust des
akrosomalen Vesikels und einer veranderten Kopfform auszeichnen. Besonders auffallig waren
jedoch, neben der erhohten Sterberate der TRPMS5-knockout Jungtiere in den ersten drei
Wochen nach der Geburt, die drastisch reduzierten Testosteronlevel in adulten Mannchen. In
massenspektrometrischen Quantifizierungen von Testosteron im Plasma von TRPM5-defizienten
Mannchen zeigte sich, dass die Testosteronkonzentration im Vergleich zu Wildtyptieren im
Mittel um mehr als 40 % reduziert ist (17 Tiere). Da der TRPM5 im Rahmen dieser Arbeit sowohl
in Spermatozyten, Spermatiden und reifen Spermien aber auch in Leydig Zellen nachgewiesen
wurde, sind nun weiterfiihrende Analysen zur Funktionalitdat der Testosteronproduzierenden
Leydig Zellen, aber auch quantitative Bestimmungen weiterer reproduktionsrelevanter Hormone
notwendig, um so die funktionelle Rolle des TRPMS5 z. B. fiir die Regulation der Hypothalamus-
Hypophysen-Gonaden Achse aufzuklaren.

Die Verpaarungsversuche an, durch spezifische Zuchtansdtze generierte, Doppel-knockout
Mauslinien haben fiir keine der beiden Mauslinien eine Sterilitdit oder gravierende
Reproduktionseinschrankungen aufgezeigt. Es wurde jedoch, dhnlich wie fir Méannchen der
TRPMS5-knockout Mauslinie, beobachtet, dass sich Doppel-knockout Mannchen beider Linien
(Tas1rl-TRPMS5, Tas2r131-TRPMS5) ebenfalls durch eine erhéhte testikulare Apoptoserate sowie
ein vergroRertes Spermienkopfvolumen auszeichnen. Zuséatzlich fiel auf, dass Taslrl-TRPM5
Doppel-knockout-Zuchtpaare, im Vergleich zu Wildtyp-Zuchtpaaren, im Mittel ca. 10 Tage langer
brauchen, um sich fortzupflanzen und zudem eine stark reduzierte Anzahl epididymaler
Spermien aufweisen (Oligospermie). Diese pathophysiologischen Effekte wurden allerdings nicht
fir die Tas2r131-TRPM5-defizienten Mannchen beobachtet. Weiterfiihrende vaginale Plug-
Analysen, die Aufschluss lber das tatsachliche Kopulationsverhalten der Tas1r1-TRPM5 Doppel-
knockout ~ Mannchen geben konnen sowie Studien zur Quantifizierung von
reproduktionsrelevanten  Hormonen, wie  Testosteron, Luteinisierendes  Hormon,
Follikelstimulierendes Hormon und Gonadotropn-Releasing Hormon, sind nun notwendig, um so
zu klaren, welchen physiologischen Regulationsmechanismus die gustatorischen Signalproteine
(Tas1rl, Tas2r131, TRPM5) auf die mannliche Fertilitat austben.

Zusatzlich zu diesen Studien zur Bedeutung gustatorischer Signalproteine fiir die mannliche
Reproduktion wurden initiale Untersuchungen zur ektopen Expression des in olfaktorischen
Sinneszellen exprimierten Regulatorproteins Multi-PDZ Domanen Protein MUPP1 und des
olfaktorischen Markerproteins OMP im Gastrointestinaltrakt und in der Lunge durchgefiihrt.
Dabei zeigte sich, dass MUPP1 sowohl in Tas2rl31- als auch TRPM5-exprimierenden



Zusammenfassung

Geschmackszellen sowie in TRPM5-exprimierenden Zellen der gastrointestinalen , /limiting ridge*
und der Pylorusdriisen exprimiert wird. Da MUPP1 aus 13 PDZ-Proteininteraktionsdomanen
aufgebaut ist, und fiir das olfaktorische System bereits beschrieben wurde, dass MUPP1 an der
schnellen Desensitisierung in olfaktorischen Neuronen beteiligt ist, kann aufgrund der
beobachteten Colokalisation von MUPP1 mit dem gustatorischen Signalprotein TRPM5 vermutet
werden, dass MUPP1 auch in Zellen des Gastrointestinaltrakts eine Multiproteinadapterfunktion
zur Rekrutierung von Signalproteinen tGibernimmt.

Das flir Forschungsvorhaben zur eindeutigen Identifizierung von olfaktorischen Sinneszellen
eingesetzte OMP wurde im Rahmen dieser Arbeit auch in Zellen des respiratorischen
Alveolargewebes nachgewiesen, wobei eine Colokalisation mit der fiir das olfaktorische System
typischen Adenylatzyklase Ill und dem gustatorischen lonenkanal TRPM5 registriert wurde.
Weitere Analysen zur OMP-mRNA Expression ergaben, dass es sich bei diesen Zellen um AT II-
Zellen handeln kénnte, wobei zur letztendlichen ldentifizierung weitere immunhistologische
Untersuchungen mit spezifischen AT ll-Zellmarkern notwendig sind. Zusatzlich dazu wurde das
OMP in Zellen des Alveolargewebes identifiziert, deren Morphologie darauf hindeutet, dass es
sich dabei um Alveolarmakrophagen handeln kénnte. Da die Funktion des OMP in olfaktorischen
Sinneszellen noch nicht eindeutig geklart ist, jedoch eine Rolle des OMPs bei regulatorischen
Proteininteraktionen diskutiert wird, ist es vorstellbar, dass OMP im respiratorischen System
eine adhnliche Funktion Ubernimmt. Diese Hypothese kdnnte mit Hilfe noch ausstehender
immunhistologischer Colokalisationsstudien mit AT Ill- und Alveolarmakrophagen-Zellmarkern
sowie Interaktionsstudien mit chemosensorischen Signalproteinen liberpriift werden.
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Summary

In recent years, numerous scientific studies have shown that olfactory and gustatory proteins
are not only expressed by the primary sensory organs. Over the last decade ectopic expression
of gustatory signaling proteins has been observed in the male reproductive system. These
studies, which used different knockout mouse-models of taste receptors and the gustatory
G-protein gustducin, revealed deficits in fertilization that can be attributed to the deletion of the
specific taste protein. In addition, certain combinations of gene deletions can lead to male
sterility; however, the actual physiological function of the gustatory signal proteins in male
fertility is still not fully understood.

The work in this thesis is based on these preceding studies and on analyses done previously
within our working group. It describes the reproductive phenotypes of different mouse models
containing taste receptor and gustatory signaling protein knockout mutations. The lines tested
included a gene-deficient mouse line concerning the umami receptor Taslrl and the bitter
receptor Tas2r131, as well as an investigation on the reproductive success of a TRPM5 knockout
mouse line. Additionally, Taslrl-TRPM5 and Tas2r131-TRPM5 double-knockout mice were
generated and tested for various reproduction parameters. With respect to the still unknown
role of taste transduction proteins outside the oral cavity, the Tas1r1l-TRPM5 and Tas2r131-
TRPMS5 combined deletions were important because of the role that TRPM5 plays in regulating
the perception of umami and bitter taste. In addition, TRPM5 acts as the final element of the
taste signaling cascade, since it is only activated after TasR-mediated gustducin stimulation. Mice
with a deletion of Tas2r131 showed a very mild reproductive phenotype, which could be due to
compensation by any of the 30 member bitter receptor family. However, studies on the
Tas2r1315FE NS raporter mouse line have shown that the genetic background of genetically
modified mice can also have a major impact on the phenotype of the animals. For example, the
impact of the genetic background was shown to influence the number of epididymal sperm, as
the sperm count of male mice from different generations of C57BL/6N backcrossing (max 96.9 %
C57BL/6N) was significantly increased, compared to Tas2r131 wildtype animals. This phenotype
was no longer observed in male mice of further genetic backcrossing-generations (98.4%
C57BL/6N).

However, the previously noticed shift in genotype distribution among litters of Tas2r131-
deficient breeding pairs seems to be a phenomenon that occurs regardless of genetic
background. It was found that the Tas2r131-deficient allele was inherited significantly more
often, than would be expected by Mendelian inheritance laws. Yet, this anomaly was only
observed in cases where male breeding mice possessed more genetic Tas2r131-deficient alleles
than breeding females. Various analyses, such as changes in sperm functionality, morphological
abnormalities of the reproductive organs and determination of postnatal mortality rates were
applied to find an explanation for this sex-related transmission of the Tas2r131-deficient genetic
information. However, so far, no conclusions on the cause of the observed transmission ratio
distortion can be drawn. In future, chromosomal analyses should reveal any potential defective
meiotic divisions during germ cell development, in order to be able to explain the deviation from
the Mendelian laws.
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The relatively mild reproductive phenotype of the Tas2r131-deficient males contrasts with the
fertility-related pathophysiological changes of TRPM5-knockout males. Even though TUNEL
assays on TRPM5-deficient testicular tissue showed significantly more apoptotic events during
spermatogenesis, this had no impact on the number of offspring, the time interval between two
litters, or the sex ratio of offspring from TRPM5 deficient breeding pairs. Further studies on
epididymal sperm indicated that the number of sperm produced by TRPM5-deficient males was
not significantly reduced in comparison to wildtype, which was also reflected in testicular
weight. However, epididymal TRPM5-deficient sperm can be distinguished by a slightly increased
basal calcium, an increased spontaneous loss of the acrosome vesicle and an altered head shape.
Particularly striking was the increased mortality rate of TRPM5-knockout pups in the first three
weeks after birth as well as the massive reduction in adult male testosterone levels. Mass
spectrometric quantification of testosterone in plasma of TRPM5-deficient males showed that
the concentration of testosterone is reduced compared to wildtype animals by more than 40%
(17 animals). Since the TRPM5 has been demonstrated here to be expressed in spermatocytes,
spermatids and mature sperm but also in testosterone-producing Leydig cells, further analyses
on the function of the Leydig cells, as well as quantitative determinations of other reproductive-
related hormones need to be performed to investigate the functional role of TRPMS5, for
example, in the hypothalamic-pituitary-gonadal axis.

Studies on double-knockout mice, generated by specific breeding approaches, revealed no
sterility or any other serious reproductive limitations for any of the two mouse strains. Similar to
TRPMS5-deficient males, double-knockout males of both lines (Tas1r1-TRPM5, Tas2r131-TRPMD5)
showed an increased rate of apoptosis and an increased sperm-head volume. Additionally, it was
noted that Taslrl-TRPM5 double-knockout breeding pairs need around 10 days longer to
reproduce in comparison to wildtype breeding pairs, and had a greatly reduced number of
epididymal sperm (oligospermia). These pathophysiological effects, however, were not observed
in Tas2r131-TRPM5-deficient males. Further plug-analyses could give information on the actual
mating behavior of the Tas1rl-TRPMS5 double-knockout mice, while studies for the quantification
of reproductive relevant hormones, such as testosterone, luteinizing hormone, follicle-
stimulating hormone and gonadotropin-releasing hormone, are of urgent need to clarify the
function of taste proteins (Tas1rl, Tas2r131, TRPMS5) on physiological regulation mechanisms of
male fertility.

While these studies highlight the importance of gustatory signaling proteins on male
reproduction additional studies on the ectopic expression of regulatory protein multi-PDZ
domain protein MUPP1 and the olfactory marker protein OMP, which are normally expressed in
olfactory sensory cells, were performed in the gastrointestinal tract and lungs. It was found that
MUPP1 is expressed both in Tas2r131- and TRPMb5-expressing taste cells and in TRPM5-
expressing cells of the gastrointestinal "limiting ridge", as well as in the pylorus. MUPP1 contains
13 PDZ protein interaction domains and has been shown to participate in the rapid
desensitization of olfactory neurons. Based on these facts it can be postulated that MUPP1 has a
multiprotein adapter function and is involved in the recruitment of signaling proteins, in both
the olfactory, gustatory and gastric systems.

The OMP, normally used to uniquely identify olfactory sensory cells, has been demonstrated in
this work to also be expressed in respiratory alveolar tissue, where colocalization with the typical
olfactory adenylate cyclase Ill and the gustatory ion channel TRPM5 was observed. Further
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analyses of OMP-mRNA expression revealed that these cells could possibly be AT ll-cells,
however, this must be confirmed by further immunohistological investigations with specific AT
lI-cell markers. OMP was also identified in a different set of alveolar cells, whose morphology is
similar to that of alveolar macrophages. Since the function of OMP in olfactory cells is not yet
clarified and a possible role of OMP in regulatory protein-protein interactions has been
discussed, it is conceivable that OMP performs a similar function in the respiratory system. This
hypothesis could be checked with the help of immunohistological colocalization studies using AT
II- and alveolar-cell markers, as well as interaction studies with chemosensory signaling proteins.



Einleitung

1 Einleitung

1.1 Reproduktion

Der Prozess der sexuellen Reproduktion stellt die genetische Diversitat einer Spezies sicher und
beschreibt die Verschmelzung einer weiblichen und mannlichen Gamete (Eizelle und Spermium).
Hierbei vereinen sich die beiden, nur mit einem haploiden Chromosomensatz ausgestatteten
Keimzellen und bilden eine diploide Zygote, aus der ein neues Lebewesen entstehen kann.

Fir eine erfolgreiche Fertilisation muss ein testikuldr gebildetes Spermium eine Vielzahl an
aufeinanderfolgenden Reifungsschritten im mannlichen und weiblichen Genitaltrakt
durchlaufen. Die im Mannchen ablaufende Spermatogenese und ihre endokrine Regulierung
sowie die im Weibchen stattfindenden sekunddren Reifungsprozesse der Spermien
(Kapazitierung) und die fiir die Verschmelzung der Keimzellen essentielle Ausschittung
hydrolytischer Enzyme aus dem Akrosom (Akrosomreaktion) stellen wichtige Parameter der
mannlichen Fertilitat dar. Wahrend der Entwicklung eines Spermiums kann die Beeintrachtigung
eines oder mehrerer dieser sequentiellen Prozesse zur reduzierten Fertilitatsfahigkeit eines
Spermiums fihren. Im Folgenden werden daher die Einzelschritte der Spermienreifung und des
Fertilitdtsvorgangs detailliert beschrieben.

1.1.1 Hormonelle und anatomische  Organisation des  mannlichen

Reproduktionssystems

Die Spermatogenese findet in den mannlichen Keimdriisen, dem paarig angelegten Hoden, statt.
Der Prozess der Spermienbildung und Reifung steht unter der neuroendokrinen Kontrolle des
Hypothalamus, einem Teil des Zwischenhirns, der als oberstes Kontrollzentrum der
hierarchischen Hypothalamus-Hypophysen-Gonaden-Achse fiir die pulsatile Ausschiittung des
Peptidhormons Gonadotropin Releasing Hormone (GnRH) verantwortlich ist (Jin and Yang, 2014;
Vadakkadath Meethal and Atwood, 2005). GnRH gelangt nach der Freisetzung aus dem
Hypothalamus Uber die portalen Gefile des Hypophysenstiels in die Adenohypophyse
(Hypophysenvorderlappen) und bewirkt dort die endokrine Freisetzung der Gonadotropine
Luteinisierendes Hormon (LH) und Follikelstimulierendes Hormon (FSH), die dann Uber die
Blutbahnen den Hoden erreichen (Heindel and Treinen, 1989; Seeburg et al., 1987; Vale et al,,
1977) (Abbildung 1).

Anatomisch ist der Hoden aus einer Vielzahl von Samenkanalchen (Hodentubuli, Tubuli
seminiferi) aufgebaut, die jeweils durch Zellzwischenrdume (Interstitium, Interstitium testis)
voneinander getrennt sind. In den Interstitien des Hodens befinden sich Blutgefale,
Nervenfasern, vereinzelte Makrophagen und Lymphozyten sowie die haufig die Blutkapillaren
umschlieBenden Leydig Zellen, denen eine zentrale endokrine Funktion im Hoden zukommt.
Leydig Zellen exprimieren Rezeptoren fiir LH, die zur Superfamilie der G-Protein-gekoppelten
Rezeptoren (GPCRs) gehoren. Nach der Bindung eines Agonisten induzieren LH-Rezeptoren Gber
eine Erhohung der cAMP-Konzentration die Synthese des Hormons Testosteron in den Leydig
Zellen (Saez, 1994; Svechnikov et al., 2010). Das Hormon Testosteron ist ein androgenes Steroid,
das in den Hodentubuli zur Differenzierung der mannlichen Keimzellen in reife Spermien
beitragt. Hohe Konzentrationen an Testosteron oder dem Testosteron Metaboliten
Dihydrotestosteron (DHT) wirken inhibierend auf den Hypothalamus (Bagatell et al., 1994), so
dass es zu einer Reduktion der GnRH-Ausschittung kommt. Diese negative Riickkopplung
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verursacht  anschlieBend eine geringere LH- und  FSH-Sekretion durch den
Hypophysenvorderlappen (Jin and Yang, 2014) und dadurch eine Reduktion der
Testosteronsynthese (Abbildung 1).

In den Hodentubuli befinden sich, neben den Keimzellen, auch die sogenannten Sertoli-Zellen,
die als Stutzzellen der Samenkanélchen dienen (Griswold, 1998) und die Blut-Hoden-Schranke
bilden (Cheng et al., 2010). Die Blut-Hoden-Schranke fungiert in den Hodentubuli als Barriere
zwischen den basal gelegenen Spermatogonien und den weiter im Inneren der Tubuli gelegenen
Spermatozyten bzw. den luminal gelegenen Spermatiden (Cheng et al., 2010; Setchell, 2008;
Setchell and Waites, 1970). Durch die Blut-Hoden-Schranke wird ein spezifisches Milieu fiir die
Meiose und die Spermatogenese aufrechterhalten und gleichzeitig die reifen, haploiden
Spermien vom eigenen Immunsystem separiert (Johnson, 1970). Die Sertoli Zellen werden zum
einen von dem Hypophysenhormon FSH angeregt das Hormon Inhibin auszuschiitten, das eine
negative Rickkopplung auf die Adenohypophyse bewirkt und damit die Sekretion von FSH
reguliert (Griswold, 1998). Zum anderen induziert das FSH die Sezernierung des Androgen-
bindenden Proteins (engl.: androgen binding protein; ABP) aus den Sertoli Zellen, das das
Hormon Testosteron bindet und in den Hodenkanidlchen anreichert, wodurch die
Spermatogenese stimuliert wird (Happ, 1992; Heindel and Treinen, 1989; Sofikitis et al., 2008)
(Abbildung 1).

Gehirn/ Hypothalamus

(Hypothalamus

Hypothalamus

Q-] FeH o [p---3

Inhibin
/

Hypophyse Hypophysen-
hinterlappen

Hypophysen-
vorderlappen

\

Sertoli Leydig
Zelle Zelle

Androgen-binding
protein

—> Testosteron ----

Hodentubuli Sertoli Zelle

Abbildung 1: Regulation der Freisetzung mannlicher Sexualhormone. Die mannliche Hypothalamus-
Hypophysen-Gonaden Achse reguliert die endokrine Freisetzung der mannlichen Sexualhormone GnRH, FSH und LH
und den durch diese ausgeiibten Einfluss auf die Testosteronsynthese und damit die Spermatogenese im Hoden. Im
Hypothalamus wird das GnRH synthetisiert und durch dessen Freisetzung die Sekretion der Peptidhormone FSH und
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LH aus der Hypophyse stimuliert. FSH regt die Sertoli Zellen in den Hodenkanalchen zur Unterstiitzung der
Samenreifung an, wahrend LH die Synthese und Freisetzung von Testosteron aus den Leydig Zellen des Hodens
fordert. Die Bildung und Ausschittung der Hormone FSH wund LH wird durch einen negativen
Riickkopplungsmechanismus reguliert, wobei ein erhohter Testosteronspiegel zentral die Freisetzung von GnRH
hemmt. Eine direkte Beeinflussung der FSH- bzw. LH-Ausschittung ist jedoch auch durch Inhibin (FSH), das von den
Sertoli Zellen sezerniert wird, oder Testosteron (LH) moglich.

Die in den Hodentubuli stattfindende Spermatogenese der mannlichen Keimzellen spiegelt sich
durch konzentrisch verteilte Entwicklungsstadien wider und beginnt bei den im Tubulus peripher
gelegenen Keimzellen. Im weiteren Verlauf der Spermienbildung schreiten die
Entwicklungsstadien der Spermatogonien, Spermatozyten und Spermatiden bis in das Innerste
des Tubulus voran, in dessen Lumen die differenzierten, aber noch unreifen und nicht
befruchtungskompetenten Spermien entlassen werden (de Kretser et al., 1998) (Abbildung 3).

Das Spermium ist eine hochgradig spezialisierte Zelle, die sich durch den weiblichen Genitaltrakt
hindurch aktiv bewegen kann und deren Funktion es ist die weibliche Keimzelle (Eizelle) zu
befruchten. Ein Spermium ist strukturell in einen Kopf mit dem Nukleus, dem eine vesikulare,
akrosomale Struktur aufsitzt, und einen Schwanz (Flagellum) gegliedert ( Abbildung 2). Der
Nukleus ist der Trager des haploiden Chromosomensatzes, wohingegen das Flagellum die
motorische Einheit flir die Bewegung der mannlichen Keimzelle darstellt (Lefievre et al., 2009).

Abbildung 2: Morphologie eines

murinen  Spermiums.  Begeillelte

Spermien werden anatomisch in Kopf

und Flagellum untergliedert. Der

Kopfteil ist Trager des haploiden

Chromosomensatzes im Zellkern und

wird zu groBen Teilen von einer

Y Y Y enzymhaltigen, vesikuldren Struktur,

Endstiick dem  Akrosom, ummantelt. Das

Flagellum stellt die motorische Einheit

\ I j der Zelle dar und kann in das

! ! mitochondrienreiche Mittelstiick und

Kopf Flagellum das Haupt- und Endstiick untergliedert
werden.

Akrosom  Mittelstlick Hauptstlick

Von dem Lumen des Samenkandlchens aus gelangen die immotilen und noch nicht
befruchtungskompetenten Spermien in die Konvolute des Nebenhodens (Epididymis), der sich in
den Nebenhodenkopf (Caput epididymis), Nebenhodenkorper (Corpus epididymis) und den
Nebenhodenschwanz (Cauda epididymis) untergliedert (Abbildung 3). Wahrend des passiven
Transports der Spermien durch die ersten beiden epididymalen Abschnitte wird der erste
Reifungsprozess der Gameten durch Proteine, die vom Nebenhodenepithel sezerniert werden,
ausgelost (Hamamah and Gatti, 1998; Jones, 1999). Die sich aufgrund dieses Vorgangs
entwickelnde progressive Motilitdt der Spermien ermoglicht es den Keimzellen aktiv in den
caudalen Abschnitt des Nebenhodens zu schwimmen. Dort werden die mannlichen Keimzellen in
einem immotilen Zustand gespeichert, bis sie aufgrund einer Ejakulation durch den Samenleiter
(Ductus deferens) in den weiblichen Genitaltrakt gelangen (Cornwall, 2009; Hamamah and Gatti,
1998) (Abbildung 3).
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Hodentubulus

Tubulus seminiferus

Samenleiter
Ductus deferens

Caput
epididymis
Corpus - Nebenhoden
epididymis Epididymis
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Abbildung 3: Anatomischer Aufbau des Hodens und Nebenhodens der Maus und
Keimzellentwicklungsstadien wahrend der Spermatogenese. Der Hoden (Testis) ist aus vielen einzelnen Tubuli
(Tubuli seminiferi) aufgebaut, in denen die einzelnen Entwicklungsschritte wahrend der Spermatogense stattfinden.
Die Entwicklung der Gameten erfolgt vom duReren, basalen Epithel in Richtung der Tubulusmitte und wird von den
zwischen den Keimzellen gelegenen Sertoli Zellen unterstitzt. Am Ende der Spermatogenese gelangen die immotilen
und noch nicht befruchtungskompetenten Spermien in den Nebenhoden (Epididymis) und werden dort passiv durch
die einzelnen Abschnitte des Nebenhodenkopfes (Caput epididymis) und Nebenhodenkérpers (Corpus epididymis)
transportiert und anschlieRend im Nebenhodenschwanz (Cauda epididymis) bis zur Weiterleitung in den Samenleiter
(Ductus deferens) gespeichert (Modifiziert nach Encyclopaeida Britannica, 2010).

1.1.2 Die Kapazitierung der Spermien im weiblichen Genitaltrakt

Das Ziel der sexuellen Reproduktion ist die erfolgreiche Befruchtung einer Eizelle durch eines der
vielen Millionen Spermien, die durch eine Ejakulation in den weiblichen Genitaltrakt abgegeben
werden. Auf dem Weg der mannlichen Keimzellen zur befruchtungsbereiten Oozyte im
ampullaren Bereich des Eileiters (Ovidukt) (Abbildung 4) werden aufgrund natirlicher
Selektionsmechanismen avitale, immotile und pathologische Spermien aussortiert. Dadurch
erfolgt eine graduelle Reduzierung der Anzahl potenter Spermien, so dass von den urspriinglich
mehreren Millionen Spermien nur wenige Tausend im Eileiter angelangen. Von diesen Spermien
wiederum befruchtet in der Regel nur eine einzige mannliche Keimzelle die weibliche Gamete
(Baillie et al., 1997; Eisenbach and Giojalas, 2006; Pacey et al., 1995; Suarez and Pacey, 2006).
Analog zum Nebenhoden wird die Spermienfunktion im weiblichen Genitaltrakt durch die
Zusammensetzung des extrazelluldren Milieus bestimmt. Durch das im Ejakulat befindliche
Seminalplasma (pH 6,7-7,4) wird der vaginale, saure pH-Wert neutralisiert (Babcock and Pfeiffer,
1987; Suarez and Pacey, 2006). Die Erhéhung des zytosolischen pH-Werts und gesteigerte Ca*'-
und Na’-Konzentrationen fiihren in den Spermien zur sogenannten Hypermotilitit. Die erhéhte
Frequenz der Flagellenschlage hilft den Spermien, den zahflissigen Zervixschleim zu
durchdringen. Dadurch findet bereits kurz nach der Ejakulation die erste Selektion der
mannlichen Keimzellen statt, da nur duBerst vitale und aktive Spermien in den Uterus gelangen
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und schlieBlich den Isthmus im Eileiter erreichen (Eisenbach and Giojalas, 2006; Hamamah and
Gatti, 1998; Suarez and Pacey, 2006). Im Bereich des proximalen Ovidukts heften sich die
Spermien nun an das auskleidende Epithel und durchlaufen dort mit der Kapazitierung den
zweiten Reifungsprozess, ohne den die Spermien keine Befruchtungskompetenz besitzen
(Fraser, 2010) (Abbildung 4). Der Begriff ,Kapazitierung” umfasst eine Reihe molekularer
Prozesse, wie den Anstieg des intrazellularen pH-Werts, eine Kalium-abhangige
Hyperpolarisation, die zytosolische Konzentrationserhohung der second messenger Ca** und
cAMP (cyclisches Adenosinmonophosphat) sowie zahlreiche Proteinphosphorylierungen und
eine Veranderung der Membranfluiditat (De Jonge, 2005; Suarez and Pacey, 2006; Visconti et al.,
2011).

Gebdrmutterenge Uterus

(Isthmus) Thermotaxis / Rheotaxis

Eileiter
(Tube)

Chemotaxis

I Kapazitierung

Eizelle

Eierstock
(Ovar)

Abbildung 4: Spermienreifung und mogliche Mechanismen der Wegfindung zur Eizelle im weiblichen
Genitaltrakt. Die schematische Zeichnung zeigt den weiblichen Genitaltrakt und, durch eingezeichnete Spermien,
den Weg, den die mannlichen Keimzellen bis zum Erreichen der Oozyte zuriicklegen missen. Eine Vielzahl an
ejakulierten Spermien wandert im weiblichen Genitaltrakt in den Uterus und von dort zum Isthmus, wo der sekundare
Reifungsprozess, die Kapazitierung, stattfindet. Die anschlieBend befruchtungskompetenten mannlichen Keimzellen
finden den Weg zur Eizelle im ampullaren Bereich des Eileiters vermutlich Gber thermotaktische, rheotaktische und
chemotaktische Mechanismen (Modifiziert nach Eisenbach & Giojalas, 2006).

Wahrend der Verweildauer der Spermien am auskleidenden Epithel des Isthmus kommt es zu
einem Anstieg des pH-Werts in den Spermien, der zu einer Aktivierung der spermienspezifischen
und K'-leitenden SLO3-Kandle und zur charakteristischen Hyperpolarisation fiihrt (Carr and
Acott, 1989; Lishko et al., 2010; Navarro et al., 2007). Parallel dazu findet durch den Spermien-
spezifischen und im Mittelstiick des Flagellums lokalisierten Ca**-Kanal CatSper (engl.: cation
channels of sperm) eine Erhéhung der intrazelluliren Ca**-Konzentration statt (Baldi et al., 1991;
Chavez et al.,, 2014; Visconti and Kopf, 1998). Ca* und das in der follikuldren FlUssigkeit
enthaltene  Hydrogencarbonat, welches durch Na’/HCO;  Cotransporter und/oder
Natrium/Protonen-Austauscher in die Keimzelle gelangt (Demarco et al., 2003; Liu et al., 2012a),
ermoglichen die enzymatische Umsetzung von ATP (Adenosintriphosphat) in cAMP durch die
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Aktivierung einer loslichen Adenylatzyklase (Chen et al., 2000; Demarco et al., 2003; Dessauer
and Gilman, 1996; Litvin et al., 2003). Die ansteigende Konzentration von cAMP aktiviert
anschlielend die Proteinkinase A (PKA), die Tyrosinkinasen stimuliert, so dass es zu vermehrten
Proteinphosphorylierungen kommt, die die Hyperaktivitat ausldosen (Leclerc et al., 1996; Naz and
Rajesh, 2004; Nolan et al., 2004; Salicioni et al., 2007; Visconti et al., 1995a; Visconti et al.,
1995hb). Ein weiteres cAMP- und PKA-abhdngiges Merkmal der Kapazitierung ist das sogenannte
Phospholipid-Scrambling. Hierbei wird die Membranfluiditdt durch die Extraktion des
Cholesterols aus der Membran erhoht und dadurch intrazelluldre Signalwege in den Spermien
moduliert (Eliasson, 1966; Flesch et al., 2001; Gadella and Harrison, 2000; Jones et al., 2010;
Travis and Kopf, 2002).

Der Prozess der Kapazitierung kann in vitro nachgeahmt werden, indem Spermien in einem
Puffer inkubiert werden, der Ca®*, BSA (bovines Serumalbumin) und Natriumhydrogencarbonat
(NaHCO3') enthalt. Nach einer Verweildauer in diesem Puffer lassen sich auch in diesen Spermien
die typischen Charakteristika der Kapazitierung (Anstieg der intrazellzularen Ca**- und cAMP-
Konzentration, Auslagerung von Cholesterol, vermehrte Proteinphosphorylierungen etc.)
nachweisen (Baldi et al., 1991; Carr and Acott, 1989; de Lamirande et al., 1997; Yanagimachi,
1994).

Bis zum Abschluss des Kapazitierungsprozesses fungiert der Isthmus als Speicherort der
mannlichen Keimzellen. Als Folge dieser sekundaren Reifung sind ausschlieflich die vollstandig
kapazitierten Spermien befruchtungskompetent und ausreichend motil, um die zu
Uberbrickende Distanz zur Eizelle zuriickzulegen (De Jonge, 2005; Suarez and Pacey, 2006)
(Abbildung 4). Wahrend der Kapazitierung findet durch den Spermien-spezifischen, ionotropen
CatSper-Kanal ein Ca**-Einstrom statt, der zur Hyperaktivierung der Spermien fihrt (Qi et al.,
2007; Singh and Rajender, 2015). Mit Hilfe der nun kraftigen und peitschenartigen
Flagellenschlage kénnen sich die Spermien vom Epithel des Isthmus ablésen und den letzten
Abschnitt des Eileiters zur Eizelle durchqueren (Ackermann et al., 2008; Kirichok et al., 2006;
Lishko et al., 2010; Lishko et al., 2011; Ren et al., 2001; Suarez et al., 1991). Wie die CatSper-
knockout-Mause sind auch diejenigen Manner unfruchtbar, die eine Mutation in ihrem CatSper-
Gen tragen. CatSper-Kandle sind also auch beim Menschen essentiell fiir die Befruchtung
(Avidan et al., 2003; Carlson et al., 2009; Hildebrand et al., 2010; Navarro et al., 2008; Qi et al.,
2007; Quill et al., 2003; Singh and Rajender, 2015; Zhang et al., 2007).

Doch wie kdénnen Spermien eine derart lange Distanz Uberwinden und trotzdem genau die
Eizelle erreichen? Spermien stellen eine der wenigen sich aktiv bewegenden Zellpopulationen
dar, die zusatzlich die Fahigkeit besitzen sich anhand duRerer Reize (Temperatur, Konzentration
chemischer  Stoffe, Flussigkeitsstromungen) fortzubewegen. Die Hypothese einer
thermotaktischen Reaktion von Spermien erscheint aufgrund von in Kaninchen (David et al,,
1971) und Schweinen (Hunter and Nichol, 1986) gemessenen Temperaturunterschieden
zwischen dem Isthmus und der Ampulle des Eileiters mdglich. Diese Theorie wurde durch
Studienergebnisse unterstlitzt, die zeigten, dass kapazitierte Spermien von Kaninchen und
Menschen auf geringe Temperaturerhbhungen mit einem verstarkten Flagellenschlagen
reagieren (Bahat et al.,, 2003; Boryshpolets et al., 2015). Die Temperatur-abhingige
Orientierungsreaktion der Spermien stellt eine mogliche Form der Wegfindung auf der langen
Distanz zwischen Isthmus und Ampulle dar, Uber die ein Konzentrationsgradient eines
potentiellen Lockstoffs nicht aufrecht erhalten werden koénnte (Bahat and Eisenbach, 2006;
Bahat and Eisenbach, 2010; Miki and Clapham, 2013). Eine weitere taktische Orientierungshilfe,
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die Gber groBere Entfernungen angewendet werden kdnnte, konnten Fllssigkeitsstromungen im
weiblichen Genitaltrakt darstellen, die direkt nach nem Koitus induziert werden und so die
Spermien zur Eizelle leiten konnten (Battalia and Yanagimachi, 1979; Miki and Clapham, 2013).
Die gerichtete Orientierung einer beweglichen Zelle aufgrund von Flissigkeitsstromungen wird
dabei als Rheotaxis bezeichnet und kann u.a. durch Gewebekontraktionen hervorgerufen
werden. In unmittelbarer Nahe der zu befruchtenden Eizelle kénnten dann chemoattraktive
Stoffe (Aminosduren, Hormone) als Orientierungshilfe von den Spermien wahrgenommen
werden (Bahat and Eisenbach, 2010; Bahat et al, 2005; Bahat et al., 2003).
Forschungsergebnisse haben bereits gezeigt, dass Cumuluszellen, die die Eizelle umgeben,
chemotaktisch-aktive Substanzen synthetisieren und sezernieren (Garbers, 2001; Sun et al,,
2005). AuBRerdem wurde festgestellt, dass das wahrend des Eisprungs freigesetzte Hormon
Progesteron aktivierend auf den CatSper-Kanal wirkt und dadurch den Trigger fiir die
Hyperaktivierung der Spermien darstellt (Brenker et al., 2012; Guidobaldi et al., 2008; Lishko et
al., 2011; Strunker et al., 2011). Daher wird zur Zeit angenommen, dass Spermien nach der
Kapazitierung in vivo die lange Strecke bis zum Ort der Befruchtung {ber einen
Temperaturgradienten, Flissigkeitsstromungen und Kontraktionen des Eileiters zuriicklegen und
schlieBlich im Bereich der distalen Ampulle durch Lockstoffe zur Eizelle geleitet werden (Miki
and Clapham, 2013).

1.1.3 Akrosomreaktion

Sobald ein Spermium eine Eizelle erreicht, durchlduft dieses die Akrosomreaktion. Das Akrosom,
das aus vesikularen Abschnirungen des Golgi-Apparates entsteht, liegt auf dem Nukleus des
Spermienkopfes auf und stellt ein mit hydrolysierenden Enzymen (z. B. Akrosin, Hyaluronidase)
gefilltes Vesikel dar (Escalier et al., 1991; Florman et al., 2008; Kierszenbaum et al., 2007; Kim et
al., 2008). Nach Erreichen der Eizelle fiihrt das Spermium die irreversible Akrosomreaktion
durch, wahrend der es zur Verschmelzung der Plasmamembran und der dulReren akrosomalen
Membran kommt (Abbildung 5). Die bei dieser Exozytose freigesetzten hydrolysierenden
Enzyme kdnnen die stark vernetzte Glykoproteinhlle der Eizelle, die Zona pellucida (in murinen
Eizellen aus den Glykoproteinen ZP1, ZP2 und ZP3 bestehend), destabilisieren (Bleil and
Wassarman, 1980; Bleil and Wassarman, 1983; Clark and Dell, 2006; Yanagimachi and Usui,
1974). Nach dieser speziellen Exozytosereaktion wird die innere akrosomale Membran zur
,heuen” Plasmamembran, so dass das Spermium in direkten Kontakt mit der freigelegten
Plasmamembran der Eizelle treten kann (Kierszenbaum, 2000; Monroy, 1985; Wassarman and
Litscher, 2008). In dieser ,,neuen” Plasmamembran des Spermiums wurde bereits vor einigen
Jahren das Membranprotein Izumo entdeckt, das nach einem japanischen Hochzeitsschrein
benannt wurde und das fiir die Befruchtung der Oozyte essentiell ist (Tanihara et al., 2014,
Vjugina and Evans, 2008). Im Jahr 2014 gelang es nun auch den potentiellen Izumo-Rezeptor
Juno (benannt nach der romischen Go6ttin der Ehe und Geburt) auf der Eizelle zu identifizieren
und zudem zu zeigen, dass eine Fusion von Eizelle und Spermienzelle beim Fehlen von lzumo
und Juno ausbleibt (Bianchi et al., 2014).
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Abbildung 5: Membranfusion wahrend der Akrosomreaktion. Im Kopfbereich des Spermiums liegt das Akrosom
kappenartig dem Nukleus auf und wird durch die innere akrosomale Membran (griin gestrichelte Linie) und die dufRere
akrosomale Membran (griine Linie) begrenzt. Uber die &uRere akrosomale Membran erstreckt sich die
Plasmamembran, die wahrend der Akrosomreaktion mit der duReren akrosomalen Membran verschmilzt. Da die
Membranfusion nur an einzelnen Kontaktstellen zwischen beiden beteiligten Membranen erfolgt, entstehen dabei
hunderte von Pseudovesikeln, was gleichzeitig dazu fiihrt, dass die gespeicherten akrosomalen Enzyme durch die
dabei entstehenden Zwischenraume freigesetzt werden. Durch diesen Vorgang wird der partielle Abbau der Zona
pellucida der Eizelle ermoglicht.

Wahrend es durch die Arbeiten an /zumo und Juno in den letzten Jahren gelungen ist, die
Erkennungsproteine fir die Initilerung der finalen Verschmelzung zwischen Spermium und
Eizelle zu identifizieren, ist bis dato jedoch nicht abschliefend geklart, welcher molekulare
Trigger die Akrosomreaktion tatsachlich auslést. Obwohl einige Untersuchungen zeigten, dass
die isolierte Zona pellucida die Akrosomreaktion auslésen kann (Buffone et al., 2009; Florman et
al., 2008; Gadella, 2012; Okabe, 2013), wurde in anderen Forschungsarbeiten beschrieben, dass
die die Eizelle umgebende Granulosaschicht (Cumulus oophorus) ebenfalls einen positiven
Trigger fur die akrosomale Exozytosereaktion darstellt (Jin et al., 2011; Yanagimachi, 2011).

Die Beantwortung der Frage nach dem tatsidchlichen physiologischen Ausloser fir die
Akrosomreaktion wird u.a. dadurch erschwert, dass das Erkennungsprotein fir mogliche
Akrosomreaktion-auslésende Liganden auf der Plasmamembran des Spermiums bislang noch
nicht eindeutig identifiziert werden konnte (Chiu et al., 2014; Gadella, 2012; Jin et al., 2011). Als
mogliche Kandidaten zur Erkennung von Proteinen zur Auslésung der Akrosomreaktion werden
zur Zeit u. a. Polysaccharid-bindende Molekiile (B-1,4-Galaktosyltransferase, B-Mannosidase,
sp56, Zonadhesin) (Chiu et al., 2014; Nixon et al., 2007; Sutovsky, 2009), aber auch GPCRs
(Florman et al., 2008) diskutiert.

Ungeachtet des exakten Auslésemechanismus flir die Akrosomreaktion ist der
Signaltransduktionsweg, der zur Verschmelzung der Plasmamembran mit der &uReren
akrosomalen Vesikelmembran fiihrt, besser verstanden (Darszon et al., 2011; Mayorga et al.,
2007) (Abbildung 6). Die Signaltransduktion erfolgt durch zwei aufeinanderfolgende,
intrazelluldre Ca®*-Wellen, wobei die erste Phase kurz und transient verlduft, wihrend die zweite
Welle einen langanhaltenden Ca**-Einstrom darstellt (Arnoult et al., 1999; Breitbart, 2002b;
Rahman et al., 2014). Als verantwortliche lonenkanale fir diesen Einstrom von Ca®* werden
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gegenwartig entweder der Spermien-spezifische CatSper-Kanal oder nicht-selektive Kationen-
Kanale diskutiert.

Dabei wird bei der CatSper-abhangigen Erklarung postuliert, dass es durch die Zona-Bindung an
einen noch unbekannten Rezeptor zur Aktivierung eines G, Proteins und zur Alkalisierung des
Spermiums kommt. Durch die Veranderung des intrazelluldren Saure-Base-Haushalts wird der
pH-sensitive CatSper-Kanal im Flagellum aktiviert, wodurch sich die Erhéhung der zytosolischen
Ca’*-Konzentration bis in den Kopfbereich des Spermiums ausbreitet und dort die
Akrosomreaktion auslost (Kirichok et al., 2006; Xia and Ren, 2009). Die zweite Hypothese wird
durch experimentelle Beobachtungen belegt, die zeigen, dass durch die Bindung der Zona
pellucida an das Spermium nicht-selektive Kationen-Kanale aktiviert werden, wodurch es zur
Depolarisation der Zelle kommt. Infolgedessen werden spannungsabhingige Ca**-Kanile (Ca**y)
geoffnet, die durch den dadurch ermdéglichten Ca**-Influx in das Spermium, die Depolarisation
noch verstarken (Chan et al., 1997; Darszon et al., 2006; Wennemuth et al., 2000). In vivo
kénnten auch beide Vorgange parallel ablaufen und so fiir die Sicherstellung der erfolgreichen
Exozytosereaktion sorgen (Darszon et al., 2011).

Im Anschluss an den kurzfristigen Ca**-Einstrom, wird das fiir den Prozess der Membranfusion
notwendige Ca®', durch die Aktivierung einer G-Protein-abhiangigen Phospholipase und eines in
der akrosomalen Membran lokalisierten Inositoltriphosphat-Rezeptors (IP3;R) bereitgestellt
(Fukami et al., 2003; Roldan et al., 1994; Roldan and Shi, 2007; Walensky and Snyder, 1995).
Dieser langanhaltende akrosomale Ca®*-Efflux wird zusatzlich durch die Aktivierung des in der
juBeren akrosomalen Membran lokalisierten Ca**-Kanals TPC1 (engl.: two pore channel 1)
getragen (Arndt et al., 2014). Dariiber hinaus wird der langanhaltende Ca**-Einstrom in die Zelle
durch den vermehrten Influx von Ca**-lonen aus dem Extrazellularraum tiber STIM/ORAI- (engl.:
stromal interaction molecule; ORAI: Komponente der Ca®* release-activated Ca®* channels
(CRAC)) oder TRPC- (engl.: transient receptor potential) Kanale verstarkt (Darszon et al., 2011;
O'Toole et al., 2000).

Durch die Ca**-Konzentrationserhohung kommt es zu einer positiven Riickkopplung, die eine
Aktivierung der l6slichen Adenylatzyklase (engl.: soluble adenylatecyclase; sAC) bewirkt (Litvin et
al., 2003; Steegborn et al., 2005). Der, durch die sAC katalysierte, vermehrte Abbau von
Adenosintriphosphat zu cAMP, verursacht eine cAMP-abhdngige Aktivierung des
Austauschproteins EPAC (engl.: exchange protein directly activated by cAMP). Dieses Protein
vermittelt, gemeinsam mit niedermolekularen GTPasen der Ras-Familie und SNARE- (engl.:
soluble N-ethylmaleimide-sensitive factor attachment receptor) Membranfusionsproteinen, die
finale Fusion der Plasmamembran und der duReren akrosomalen Membran (Branham et al.,
2009; Branham et al., 2006; Breckler et al., 2011; Ramalho-Santos et al., 2002; Tomes et al.,
2005; Tomes et al., 2002).
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Abbildung 6: Signalkaskade der Akrosomreaktion. Die Bindung der Zona pellucida oder des Eihlgels (cumulus
oophorus) an einen bislang unbekannten GPCR in der Plasmamembran des Spermiums |6st zwei Ca**-Wellen aus: Der
erste, kurze Ca**-Einstrom wird durch die Aktivierung eines unspezifischen Kationen Kanals und der dadurch
bedingten Aktivierung spannungsgesteuerter Ca*"-Kanile (Ca2+v) sowie durch eine parallele G,Protein-vermittelte
Alkalisierung der Zelle und der dadurch gesteuerten Stimulation des im Flagellum exprimierten pH-sensitiven CatSper-
Kanals verursacht. Der zweite, langanhaltende Ca*"-Einstrom wird durch die Aktivierung der Phospholipase und der
dadurch resultierenden IP5-Akkumulation ausgelost, da durch den IP5R das Ca” aus dem lysosomalen Ca2+-Speicher,
dem Akrosom, auststromen kann. Durch den zusatzlichen Influx von Ca*-lonen aus dem Extrazellularraum durch
Stim/Orai-Kanile wird die Konzentration der divalenten lonen noch weiter erhéht, und bewirkt eine Stimulierung der
sAC. Das Enzym spaltet ATP in cAMP, wodurch es mit Hilfe des Austauschfaktors EPAC und SNARE-Proteinen zur
Fusion der Plasmamembran und der dufReren akrosomalen Membran kommt.

Hinsichtlich der sexuellen Reproduktion wird im ersten Teil dieser Einleitung durch das
Vorstellen unterschiedlicher Forschungsergebnisse auf die Vielzahl wichtiger molekularer
Abldufe (Kapazitierung, Wegfindung der Spermien, Akrosomreaktion) in den mannlichen
Keimzellen hingewiesen. Neben der Komplexitdt der einzelnen Ereignisse wird jedoch auch
deutlich, dass gerade bei diesen Prozessen viele Mechanismen noch nicht exakt verstanden sind.
Aus diesem Grund wird diese Thematik in der Grundlagenforschung weiterhin von groflem
Interesse sein.

1.2 Chemosensorische Sinneswahrnehmung

Per Definition ist ein Sinnesorgan ein Organ, ,das der Aufnahme und Weiterleitung eines
Sinnesreizes dient”. Je nachdem um welches Sinnesorgan es sich handelt, wird in den
Sinneszellen ein empfangener Reiz in ein elektrisches Signal umgewandelt und (ber
Nervenfasern an entsprechende Hirnareale weitergeleitet. Dort wird der sensorische Eindruck
verarbeitet und eine Reaktion darauf ausgelost.

Aus dem alltaglichen Sprachgebrauch sind die ,fiinf Sinne“ Sehen, Horen, Tasten, Riechen und
Schmecken bekannt, von denen der Geruchs- und Geschmackssinn der chemosensorischen
Sinneswahrnehmung zugeordnet werden. Hierbei werden von Sinneszellen chemische Stoffe
(Liganden) erkannt und die dadurch ausgeltste elektrische Zellantwort an nachgeschaltete
Zellen und das Gehirn weitergeleitet. Die Wahrnehmung gustatorischer und olfaktorischer Reize
stellt fir ein Lebewesen einen zentralen Mechanismus zur Registrierung von Informationen lber
das natlirliche Umfeld dar und dbt u. a. Einfluss auf das Nahrungs- und Sexualverhalten aus.
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Nachfolgend werden sowohl die molekularen Grundlagen als auch die priméren
Signalweiterleitungen, die fir das Empfinden beider chemosensorischer Reizarten
verantwortlich sind, detailliert beschrieben.

1.2.1 Gustatorische Reizwahrnehmung

Die primdre Wahrnehmung von Geschmacksmolekilen findet in spezialisierten Zellen der Zunge,
aber auch des Geschmacksstreifens des Gaumens, des Pharynx und des Larynx statt
(Chandrashekar et al., 2006). Die Erkennung gustatorischer Reize auf der Zunge erfolgt durch
Sinneszellen, die in drei unterschiedlichen Geschmackspapillen der Zunge vorkommen: die
Pilzpapillen (Papillae fungiformes), die Blatterpapillen (Papillae folliatae) und die Wallpapille
(Papillae circumvallate) (Abbildung 7). Die Pilzpapillen sind die am haufigsten auf der Zunge
vorkommenden Papillen und erstrecken sich iber das vorderste Drittel des Muskelorgans. Sie
sind aus nur einer Geschmacksknospe mit den darin vorkommenden Geschmackszellen
aufgebaut. Die Blatterpapillen hingegen befinden sich lateral im hinteren Bereich der Zunge und
enthalten eine Vielzahl an Geschmacksknospen. Die grofRte Geschmackspapille ist die
Wallpapille, die im proximalen Abschnitt der Zunge in der Mitte gelegen ist und die meisten
Geschmacksknospen besitzt (Chaudhari and Roper, 2010; Hoon et al., 1999) (Abbildung 7). In
Nagern ist diese nur einmal angelegt, wohingegen sich auf der menschlichen Zunge 7-9
Wallpapillen befinden.

Wallpapille

Geschmacksknospe

Zunge

Blatterpapille

Pilzpapille

Abbildung 7: Geschmackspapillen auf der Zunge. Auf der Zunge gibt es drei verschiedene Geschmackspapillen:
Pilzpapillen, Blatterpapillen und Wallpapillen. Wahrend die am haufigsten vertretenen Pilzpapillen vorwiegend an der
Zungenspitze vorkommen, befinden sich die Blatterpapillen und die Wallpapillen im hinteren Bereich der Zunge. In
Geschmacksknospen der Papillen sind zahlreiche gustatorische Sinneszellen zusammengefasst, wobei die apikal
lokalisierten Mikrovilli aus der Geschmackspore hinaus in die Mundhohle ragen und so in Kontakt mit den
Geschmacksstoffen kommen.
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Geschmacksknospen sind kleine epitheliale, sensorische Organe, die eine Vielzahl an
Geschmackszellen enthalten und mit afferenten Nervenfasern verschaltet sind (Abbildung 7). In
der zwiebelférmigen Struktur der Geschmacksknospe sind einige spindelférmige Sinneszellen so
angeordnet, dass deren Mikrovilli am apikalen Ende der Geschmacksknospe durch die
Geschmackspore hindurch in die Mundhohle ragen und dort mit den Geschmacksstoffen in
Kontakt kommen. Es kann zwischen vier funktionell andersartigen Zelltypen innerhalb einer
Geschmacksknospe unterschieden werden, die in der Literatur als Typ I-, II-, lll- und IV-Zellen
bezeichnet werden. Die Typ |-Zellen oder auch Glia-dhnlichen Zellen umgeben stiitzend die Typ
[I- und Typ llI-Zellen. Die gréReren, spindelférmigen Typ II-Zellen werden auch als Rezeptorzellen
bezeichnet, da sie die Geschmacksrezeptorproteine und Signalproteine zur Detektion und
Weiterleitung unterschiedlicher Geschmacksqualitdten exprimieren. Mit ihren Mikrovilli
gesaumten apikalen Enden erstrecken sie sich durch die Geschmackspore in die Mundhdhle.
Dort gelangen die in der Plasmamembran der Typ ll-Zellen befindlichen Geschmacksrezeptoren
mit den im Speichel gel6sten Geschmacksstoffen in Kontakt. Nachweislich bilden die
Rezeptorzellen keine synaptische Verbindung mit afferenten Nervenfasern aus, sondern leiten
das Rezeptorpotential durch die Freisetzung von ATP an die benachbarten Typ lll-Zellen weiter.
Die innervierten Typ lll-Zellen exprimieren synaptische Proteine (z. B. SNAP-25) und sind
dadurch in der Lage, das empfangene Signal auf Nervenfasern zu tbertragen, weshalb sie auch
als prasynaptische Zellen bezeichnet werden. Bei dem vierten Zelltyp der Geschmackszellen
handelt es sich um Basalzellen bzw. gustatorische Stammzellen, aus denen sich regelmaRig neue
Geschmackszellen bilden (Chandrashekar et al., 2006; Chaudhari and Roper, 2010; Huang et al.,
2009; Suzuki, 2007).

1.2.1.1 Geschmacksmodalitéiten

Der Sinneseindruck eines Geschmacks in einem Nahrungsmittel setzt sich aus Information tber
dessen Geschmacks und Geruch aber auch dessen Textur und Temperatur zusammen. Mit Hilfe
der chemosensorischen Proteine in den Geschmackszellen ist es lediglich moglich, die funf
Geschmackmodalitdten SUR, Sauer, Salzig, Bitter und Umami (herzhaft, kostlich) wahrzunehmen
und zu unterscheiden. Gegenwartig wird aber auch diskutiert, dass Lipide eine sechste
Geschmacksmodalitat darstellen konnten (Besnard et al., 2016; Chaudhari and Roper, 2010).

Die funf grundlegenden Geschmacksqualitditen kdnnen unterschiedliche hedonistische
Bewertungen in einem Lebewesen auslosen. Wahrend Zucker und seine Derivate mit dem
positiven Empfinden des siRen Geschmacks verknipft sind (Behrens et al.,, 2011) und die
Modalitdit Umami (japanisch: kostlich), bei der u.a. Mononatriumglutamat (MNG) oder
L-Aspartat wahrgenommen wird, meist den Wunsch nach , mehr” auslost (Nelson et al., 2002),
rufen die Geschmacksrichtungen Sauer (ausgel6st durch Protonen) (Huang et al., 2006; Ishimaru
et al., 2006) und Salzig (Detektion von Natriumchlorid) (Heck et al., 1984) hauptsachlich aversive
Emotionen hervor. Derart ablehnende Reaktionen von stark sauer und salzig schmeckenden
Lebensmitteln fungieren als Schutzmechanismus, um die Aufnahme unreifer oder verdorbener
Nahrung zu verhindern. Die Geschmacksqualitat Bitter |0st ebenfalls Abwehrreaktionen aus, um
giftige, meist bitter schmeckende Substanzen nicht zu verschlucken. In geringen
Konzentrationen werden einige bittere Geschmacksstoffe jedoch auch als wohlschmeckend
empfunden (z. B. Kaffee, Zartbitterschokolade) (Mombaerts, 2004; Roper and Chaudhari, 2009).
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Auch auf Ebene der proteinbiochemischen Wahrnehmung unterscheiden sich die finf
Geschmacksmodalitaten: Wahrend salzige und saure Reize (iber die lonenkandle ENaC (engl.:
epithelial Na® channel) bzw. PKD2L1 (engl.: polycystic kidney disease 2-like 1 protein) detektiert
werden (Heck et al., 1984; Huang et al., 2006; Ishimaru et al., 2006), werden siiRe, bittere und
umami Signale durch metabotrope Rezeptoren (GPCRs) in der Plasmamembran der
Rezeptorzellen erkannt (Mombaerts, 1999). Im Folgenden wird ausschlieBlich die molekulare
Abfolge der komplexen gustatorischen Reizdetektion und Reizweiterleitung der durch GPCR-
vermittelten Geschmacksrichtungen vorgestellt.

1.2.1.2 Geschmacksrezeptoren

Heptahelikale metabotrope Rezeptoren durchspannen die Plasmamembran einer Zelle. Die
N-terminale Aminosauresequenz (C-H,N-Gruppe) ragt dabei in den Extrazellularraum und kann
als Ligandenbindestelle fungieren, wohingegen der C-Terminus (C-COOH-Gruppe) in den
Intrazellularraum reicht und dort ein heterotrimeres G-Protein direkt aktiviert. Bei dieser
Aktivierung handelt es sich um einen mehrstufigen Prozess, der durch die extrazelluldre Bindung
eines Agonisten an den Rezeptor ausgeldst wird. Dabei dndert sich die Konformation des
Rezeptors, wodurch an der a-Untereinheit des G-Proteins ein Austausch von GDP
(Guanosindiphosphat) und GTP (Guanosintriphosphat) stattfindet und infolgedessen das
G-Protein in die a- und die By-Untereinheit dissoziiert. Mit Hilfe der Untereinheiten kann nun
eine, durch das extrazelluldare Signal ausgeldste, Signaltransduktion im Zellinneren erfolgen
(Lefkowitz, 2013).

Unter den gustatorischen GPCRs wird zwischen zwei verschiedenen
Geschmacksrezeptorfamilien unterschieden: den Rezeptoren der Tasl-Familie und den
Rezeptoren der Tas2-Familie (Montmayeur and Matsunami, 2002). Die Tasl-Rezeptorfamilie
(Tas1R) besteht aus drei Mitgliedern, Tas1rl, Taslr2, Taslr3, die untereinander heterodimere
Komplexe formen kénnen, um so als StR- (Taslr2 + Taslr3) bzw. Umami-Rezeptor (Taslrl +
Tas1r3) zu funktionieren. Durch die Dimerisierung kénnen die zu der Klasse C gehérenden GPCRs
der Tas1R-Familie Uber ihre groRe extrazelluldre Einheit eine sogenannte venus flytrap Struktur
bilden, mit der sie in der Lage sind, Liganden, wie z. B. Zuckermolekiile oder Peptide, zu binden
(Li et al, 2002; Max et al.,, 2001; Pin et al., 2004) (Abbildung 8). Allerdings kann eine
Ligandenbindung auch durch die Membrandomanen erfolgen (Cui et al., 2006; Masuda et al.,
2012; Temussi, 2009). Wahrend Tas1r2-Taslr3 Rezeptoren unter anderem Sucrose, Fructose,
kiinstliche SuRstoffe sowie Kohlenhydrate erkennen, kénnen Rezeptordimere aus Taslrl und
Tas1r3 beispielsweise die Aminosauren Glutamin und Asparagin detektieren und dadurch den
Umami-Geschmack vermitteln (Li et al., 2002; Nelson et al., 2002). Geschmackspraferenztests an
gentechnisch veranderten Mausen haben gezeigt, dass Nager bei denen einzelne TaslRs
deletiert sind, zwar immer noch die Fahigkeit besitzen, die entsprechenden Geschmacker
wahrzunehmen, allerdings nur, wenn diese in hohen Konzentrationen vorliegen. Eine
gleichzeitige genetische Deletion von Taslrl-Taslr2- bzw. Taslrl-Tasl1r3 fihrt hingegen zu
einem drastischen Wahrnehmungsverlust der Geschmacksmodalitaiten SUR bzw. Umami
(Chandrashekar et al., 2006). Zusatzliche Studien haben gezeigt, dass der Taslr3-Rezeptor
funktionelle Homodimere bilden kann (Zhao et al., 2003) und dadurch das elementare
funktionelle Mitglied dieser Rezeptorfamilie reprasentiert, da er, unabhidngig von seinen
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Dimerisierungspartnern, einen sensorischen Reiz erkennen und dadurch die gustatorische
Signalkaskade auslésen kann.

Durch ihren langen, extrazelluldren N-Terminus unterscheiden sich die Tas1R strukturell von den
Klasse A GPCRs der Tas2-Familie. Diese haben ein kurzes N-terminales, extrazelluldres Ende und
binden gelbste Bitterstoffe innerhalb der Membrandomanen (Floriano et al., 2006) (Abbildung
8). In Mausen umfasst die Familie der Bitterrezeptoren ca. 30 Mitglieder und stellt die grofte
Geschmacksrezeptorfamilie in der Ordnung der Nagetiere dar (im humanen System sind 25
Tas2-Rezeptoren bekannt) (Adler et al., 2000; Behrens et al., 2007; Chandrashekar et al., 2000;
Meyerhof et al., 2011).
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Abbildung 8: Geschmacksrezeptoren. Die Wahrnehmung der Geschméacker SiR, Umami und Bitter erfolgt Gber
GPCRs der Familie Tas1R und Tas2R in den Geschmackszellen der Zunge. Die drei Mitglieder der Tas1R-Familie formen
durch Heterodimerisierung die funktionellen Geschmacksrezeptoren fiir den SuR- (Taslr2+Tas1r3) und Umami-
Geschmack (Taslrl+Tas1r3). Sie sind in der Lage, Liganden Uber eine extrazelluldre venus flytrap Struktur oder
Sequenzen innerhalb der Transmembrandomaénen zu binden. Die Detektion von bitteren Geschmacksstoffen erfolgt
durch Vertreter der Tas2R-Familie von Geschmacksrezeptoren, die bei Nagern ca. 30 Mitglieder umfasst. Im
Gegensatz zu den TaslRs erfolgt hier die Ligandenbindung ausschlieflich durch die Transmembrandomanen
(Modifiziert nach Yarmolinsky et al., 2009).

1.2.1.3 Gustatorische Signalweiterleitung

Die Detektion eines Geschmacksmolekiils findet in den Typ ll-Zellen der Geschmacksknospen
statt. Dort bindet der Ligand an den GPCR, wodurch die Aktivierung eines intrazellularen
trimdren G-Proteins erfolgt. Dieses G-Protein dissoziiert nach Aktivierung in die a-Gustducin-
und die Bs/yis-Untereinheit (Huang et al., 2003; MclLaughlin et al., 1992), wobei die Bi/yis-
Untereinheit die PLCPB2 aktiviert (Rossler et al., 1998) und diese dann Phosphoinositol-4,5-
bisphosphat (PIP,) in die Produkte Diacylglycerol (DAG) und IP; spaltet. Der second messenger |P;
bindet an den IP;-gesteuerten Rezeptor des Subtyps 3, der in der Membran des
Endoplasmatischen Retikulums lokalisiert ist. Dieser intrazellulire Ca**-Speicher leert sich durch
die Aktivierung des IPsR, wodurch sich die zytoplasmatische Ca**-Konzentration erhdht (Clapp et
al., 2001; Roper, 2007). Mehreren Studien zufolge wird durch diesen Prozess der Ca’*-aktivierte
Kationenkanal der TRP-lonenkanal Melastatin Unterfamilie, TRPM5, aktiviert, wodurch es zu
einem Einstrom von monovalenten lonen (u.a. Na‘') kommt (Hofmann et al., 2003; Liu and
Liman, 2003; Perez et al., 2002). Durch den Influx von positiv geladenen lonen und der Erhéhung
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der intrazelluldren Ca**-Konzentration wird die Zelle depolarisiert, und der Neurotransmitter ATP
durch den Pannexin-1 Kanal ausgeschittet (Huang et al.,, 2007; Romanov et al., 2007). Seit
kurzem wird auch der CALHM1-Kanal als moglicher Kandidat fiir den ATP-Efflux aus den Typ II-
Zellen diskutiert (Kinnamon and Finger, 2013; Taruno et al., 2013). Der freigesetzte Botenstoff
ATP kann von P2X/P2Y-Rezeptoren auf den innervierten Typ lll-Geschmackszellen erkannt
werden, die anschlieRend das Signal auf afferente Nervenfasern Ubertragen. Auf diese Weise
kann das weitergeleitete Signal in den gustatorischen Cortex des Gehirns projiziert werden und
eine Geschmacksempfindung stattfinden (Huang et al., 2009; Huang et al., 2007) (Abbildung 9).

Na®

Na*

Abbildung 9: Gustatorische Signalkaskade. Durch die Bindung eines Liganden an einen Geschmacksrezeptor (TasR)
wird eine intrazelluldre Signalkaskade ausgelost. Sie beginnt mit der Induktion eines an den Rezeptor gebundenen
G-Proteins, dessen By-Untereinheit die PLCB2 aktiviert, und dadurch PIP, katalytisch in DAG und IP; gespalten wird.
Der second messenger |P; bindet an einen IP3R in der Membran des Endoplasmatischen Retikulums (ER), wodurch der
intrazelluldre Ca2+-Speicher Ca®in das Zytoplasma entldsst. Durch die erhdhte Ca**-Konzentration in der Zelle wird der
TRPM5-lonenkanal aktiviert, und monovalente Kationen stromen in die Zelle ein, so dass die Depolarisation verstarkt
wird. Durch die darauffolgende Offnung spannungsgesteuerter Ca’*Kanile (Pannexin, CAHLM1) wird der
Neurotransmitter ATP ausgeschittet, durch den die Weiterleitung des Signals an die prasynaptischen Typ lllI-Zellen
und anschlieBend an den gustatorischen Cortex des Gehirns erfolgt.

Nach der Bindung eines Liganden an einen gustatorischen GPCR dissoziiert das gebundene
G-Protein in die B3/y13-Untereinheit und die a-Gustducin-Untereinheit. In a-Gustducin-knockout-
Mausen wurde eine verminderte Perzeption der GPCR-vermittelten Geschmacksmodalitdten
SUB, Umami und Bitter festgestellt (Behrens and Meyerhof, 2006; Caicedo et al.,, 2003;
Chandrashekar et al., 2006; Wong et al., 1996). Daraus ergeben sich zwei Uberlegungen:
Entweder erfolgt der Hauptweg, der gustatorischen Signalkaskade, tber die Bs/y3-Untereinheit-
vermittelte Signaltransduktion (Abbildung 9), weswegen die Geschmackswahrnehmung in
a-Gustducin-knockout-Mausen nur reduziert, aber nicht vollstandig ausgeschaltet ist; oder aber
die abgeschwachte Geschmackswahrnehmung aufgrund der Deletion von a-Gustducin erfolgt
durch eine kompensatorische Aktivitdit von Transducin, einem weiteren G-Protein, das in
Geschmackszellen exprimiert wird (MclLaughlin et al., 1993). Zusatzlich zur reduzierten
Geschmackswahrnehmung wurde in o-Gustducin-knockout-Mausen eine erhohte cAMP-
Konzentration festgestellt (Clapp et al., 2008). Trotz zahlreicher Uberlegungen zur funktionellen
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Rolle der a-Gustducin-Untereinheit, wie z. B. ihr Einfluss auf die Sensitivitat der Zelle (Clapp et
al., 2008; Liu and Simon, 1996) oder deren direkte Aktivierung durch einen bitteren
Geschmacksstimulus (Caicedo et al., 2003; Margolskee, 2002; Yan et al., 2001), konnte dem
a-Gustducin bislang keine eindeutige chemosensorische Funktion zugeordnet werden.

1.2.2 Olfaktorische Reizwahrnehmung

Zusammen mit dem Geschmackssinn bildet der Geruchssinn den chemischen Sinn. Denn bei der
olfaktorischen Wahrnehmung kénnen auch chemische Substanzen, wie Geruchsmolekile und
Pheromone, detektiert werden. Durch diese olfaktorische Perzeption sind wichtige Prozesse, wie
die Wahrnehmung und Bewertung des Umfelds und der Nahrung, sowie die innerartliche
Kommunikation moglich (Hayden and Teeling, 2014; Munger et al., 2009). Das olfaktorische
Epithel in der Nasenhoéhle (engl.: main olfactory epithelium; MOE) und das Vomeronasalorgan
(VNO) sind die Hauptorgane fiir die olfaktorische Wahrnehmung, wobei die Existenz eines
funktionellen VNOs beim Menschen umstritten ist (Rodriguez and Mombaerts, 2002; Trotier,
2011; Witt and Hummel, 2006). Neben diesen beiden Organsystemen entwickelten Nager
zusatzliche olfaktorische Organe, wie das Septalorgan von Masera (SP) und das Griineberg
Ganglion (GG), in denen ebenfalls chemosensorische Neurone fiir die Geruchswahrnehmung
beschrieben wurden (Fleischer and Breer, 2010; Hayden and Teeling, 2014; Keller and Vosshall,
2008; Liu et al., 2009) (Abbildung 10).
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Abbildung 10: Olfaktorische Organe und Rezeptoren. Alle olfaktorischen Rezeptoren, ORs, FPRs, V1Rs, V2Rs,
TAARs sind GPCRs mit sieben Transmembrandomanen, deren N-Terminus auf der extrazelluldren Seite lokalisiert ist,
wdhrend der C-Terminus in den Intrazellularraum ragt. Abweichend von allen anderen Geruchsrezeptoren verfiigen
nur V2R-Rezeptoren Uber einen langen N-Terminus. In der schematischen Zeichnung einer Maus sind alle
olfaktorischen Organe und ihr Situs eingezeichnet: olfaktorisches Epithel (MOE), Vomeronasalorgan (VNO),
Septalorgan nach Masera (SP) und Griineberg Ganglion (GG). Auerdem sind die Hirnareale, in die der Sinnesreiz
projiziert wird (olfaktorischer Bulbus (MOB) und akzessorischer olfaktorischer Bulbus (AOB)), gezeigt (Modifiziert nach
(Spehr and Schué, 2010).

i

c 00,.,

1.2.2.1 Geruchsmolekiile und -rezeptoren

Die Wahrnehmung von Geriichen beginnt mit Rezeptoren, die in bipolaren olfaktorischen
Sinnesneuronen exprimiert werden. Auf der apikalen Seite ragen Rezeptor-besetzte zilidre
Fortsatze in das Lumen der Nasenhdhle, um Geruchsmolekiile zu binden, wohingegen auf der
basalen Seite der Sinneszelle ein Axon entspringt, das die empfangene Information in den
olfaktorischen Bulbus im Gehirn projiziert.

In geruchswahrnehmenden Organen gibt es mindestens einen der drei unterschiedlichen Typen
von chemosensorischen Rezeptoren: olfaktorische Rezeptoren (ORs), vomeronasal Rezeptoren
(VRs) und ,,trace amine-associated receptors” (TAARs) (Buck and Axel, 1991; Dewan et al., 2013;
Hayden and Teeling, 2014; Keller and Vosshall, 2008; Munger et al., 2009) (Abbildung 10). In der
Ordnung der Nagetiere sind die olfaktorischen Rezeptoren der Klasse A GPCRs, mit Gber 1200
Genen, die grofSte Gruppe (Buck and Axel, 1991; Mombaerts, 2004). Sie werden hauptsachlich in
Sinnesneuronen des olfaktorischen Epithels (Fleischer et al., 2009), vereinzelt jedoch auch im
VNO (Levai et al., 2006) und SP (Kaluza et al., 2004), exprimiert, wo sie direkt mit
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Geruchsmolekilen in Kontakt kommen und eine spezifische Signalkaskade auslésen.
Phylogenetische Analysen ergaben, dass olfaktorische Rezeptoren in die Klasse |- und Klasse |l
Rezeptoren eingeteilt werden kénnen. Die Mitglieder der kleineren Klasse | Rezeptorgruppe
fungieren als molekulare Detektoren fir wasserlosliche Odorantien (Freitag et al., 1998),
wohingegen die weitaus groRBere Gruppe der Klasse |l Rezeptoren hydrophobe oder volatile
Bestandteile der Luft registrieren kann (Hayden and Teeling, 2014). Die Bindung eines
Geruchsmolekdls findet nicht an dem kurzen, extrazellularen N-Terminus des Rezeptors statt,
sondern direkt in den Transmembrandomanen des GPCRs. Aufgrund der hohen
Sequenzvariabilitat, die innerhalb der Transmembrandomanen herrscht, unterscheiden sich die
ORs voneinander, so dass viele verschiedene Odorantien erkannt und unterschieden werden
kénnen (Buck and Axel, 1991; Fleischer et al., 2009; Krautwurst et al., 1998).

Die zweite Gruppe der Geruchsrezeptoren umfasst die VRs, die fur die Wahrnehmung von
Pheromonen zur innerartlichen Kommunikation wichtig sind. Die im VNO exprimierten VRs
kénnen in die beiden Unterfamilien der V1Rs und V2Rs eingeteilt werden, (Ma, 2007; Munger et
al., 2009), wobei in der letzten Dekade eine weitere Gruppe der VRs identifiziert werden konnte:
die Formyl-Peptid Rezeptoren (FPRs). Diese Gruppe von Rezeptoren wird im VNO exprimiert und
kann formylierte Peptide detektieren, die von Bakterien wahrend eines Entziindungsprozesses
ausgeschieden wurden, und dadurch Einfluss auf die Immunantwort nehmen (Liberles et al.,
2009; Riviere et al., 2009). Die VR-Unterfamilien VIR und V2R werden in unterschiedlichen
Arealen des vomeronasalen Epithels exprimiert und unterscheiden sich unter anderem in ihrer
Struktur und ihren Liganden: Wahrend die strukturell den ORs &hnlichen GPCRs der
V1-Rezeptorfamilie im apikalen Neuroepithel des VNOs lokalisiert sind und kleine volatile
Molekiile binden, werden die V2Rs hauptsachlich in der basalen Epithelschicht des VNOs
exprimiert und erkennen groRRere, wasserlosliche Peptide (Buck, 2000; Dulac and Axel, 1995;
Mombaerts, 2004; Munger et al., 2009; Yang et al., 2005). Strukturell kdnnen die V2Rs in die
Klasse C der GPCRs eingeordnet werden, deren charakteristisches Merkmal ein langer,
extrazellularer N-Terminus ist (Matsunami and Buck, 1997; Ryba and Tirindelli, 1997). Im
dimerisierten Zustand des Rezeptors kann mit dieser langen Aminosduresequenz eine venus
flytrap Struktur gebildet werden, mit der die strukturell verwandten Geschmacksrezeptoren der
Tas1-Familie Liganden binden kdnnen. Ob dieser Mechanismus auch durch die V2Rs genutzt
wird, ist bis dato ungeklart (Fleischer et al., 2009; Francia et al., 2014; Touhara and Vosshall,
2009; Yang et al., 2005) (Abbildung 10).

Eine weitere Gruppe der Geruchsrezeptoren stellen die bisher in geringer Anzahl identifizierten
TAARs der Klasse A GPCRs dar, die hauptsachlich im OE exprimiert werden (Fleischer et al., 2007,
Hashiguchi and Nishida, 2007). Sie werden vorwiegend durch Amine, die im Urin enthalten sind,
aktiviert, wodurch sie vermutlich an der Wahrnehmung sozialer und/oder alarmierender
Geriliche beteiligt sind (Borowsky et al., 2001; Hayden and Teeling, 2014; Liberles et al., 2009).

1.2.2.2 Olfaktorische Signalweiterleitung im olfaktorischen Epithel

Der Geruchsreiz, der von den olfaktorischen Rezeptoren erkannt wird, wird in den olfaktorischen
Sinnesneuronen in ein elektrisches Signal umgewandelt (Buck, 1996). Durch die Bindung eines
Liganden an einen G-Protein-gekoppelten Odorantrezeptor kommt es zu einer
Konformationsdnderung des Rezeptors und daraus resultierend zur Aktivierung eines
intrazellular gebundenen G-Proteins, das G, (Touhara and Vosshall, 2009). Das aktivierte
G-Protein stimuliert anschlieBRend eine membranstindige Adenylatzyklase (mAC) lll, die die
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enzymatische Umsetzung von ATP in cAMP katalysiert (Sklar et al., 1986; Wong et al., 2000).
Durch die intrazelluldare Konzentrationserhéhung von cyclischen Nukleotiden kdnnen cAMP-
regulierte Kationenkanile gedffnet werden, die zu einem Influx von Na*- und Ca**-lonen und
damit zu einer Depolarisation der chemosensorischen Zelle fliihren (Brunet et al., 1996). Um die
Depolarisation der Zelle zu verstirken werden Ca’'-gesteuerte Chlorid (CI') Kanile gedffnet,
wodurch Cl-lonen, entsprechend ihrem elektrochemischen Gradienten in Sinneszellen, aus der
Zelle heraus diffundieren (Reisert et al., 2003; Reuter et al., 1998). Das aus dem
Rezeptorpotential resultierende Aktionspotential wird anschlieRend (iber Axone der
olfaktorischen Sinnesneurone in den olfaktorischen Bulbus und schlieflich in den olfaktorischen
Cortex des Gehirns lbermittelt, wo eine Decodierung des Signals stattfindet (Firestein, 2001;
Mombaerts, 2004; Zufall and Munger, 2001) (Abbildung 11).

cAMP

i

ATP

Abbildung 11: OR-vermittelte Signalweiterleitung in olfaktorischen Sinnesneuronen. Die Bindung eines
Duftmolekdils an einen Odorantrezeptor (OR) I0st eine G,-Protein-aktivierte Stimulierung einer membrangebundenen
Adenylatzyklase 11l (mAC) aus. Daraus resultierend wird ATP durch das Enzym katalytisch zu cAMP abgebaut und der
intrazelluldre Konzentrationsspiegel von cyclischen Nukleotiden erhéht. Dadurch werden in der Membran lokalisierte
cAMP-gesteuerte Na+/Ca2+-Kan§Ie aktiviert, die einen Influx mono- und divalenter Kationen in die Zelle erlauben und
so die Zelle depolarisieren. Die intrazellularen Ca®*-lonen aktivieren anschlieRend Cl-leitende Kanéle, aus denen CI'-
lonen aus der Zelle hinausstromen konnen, wodurch die Zelldepolarisation verstarkt wird.

1.2.3 Ektope Expression von chemosensorischen Proteinen

In der letzten Dekade kam es im Forschungsfeld der Chemosensorik zu einem
Paradigmenwechsel aufgrund zahlreicher veréffentlichter Beispiele ektoper Expressionen von
chemosensorischen Signalproteinen. Die Translation von Genen gustatorischer und
olfaktorischer Signalproteine aullerhalb der primaren Sinnesorgane deutet darauf hin, dass
diesen Proteinen eine weitreichendere Funktion zukommt, als die bisher angenommene bloR3e
Reizwahrnehmung durch die Zunge und die Nase. Wahrend die Funktion der chemosensorischen
Proteine lange Zeit ausschlieRlich im nasalen und oralen System untersucht wurde, entwickelte
sich daher in den letzten Jahren ein stetig wachsendes Forschungsgebiet, das sich mit der Frage
beschéftigt, welche Rolle ektopisch exprimierte chemosensorische Proteine ibernehmen.

1.2.3.1 Extraorale Expression von gustatorischen Proteinen
Fiir die Expression von Geschmacksrezeptoren, a-Gustducin, TRPM5 und vielen weiteren

Proteinen des oralen chemosensorischen Signalwegs wurde lange Zeit der Fokus ausschliefRlich
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auf die Geschmackszellen der Zunge gelegt. Inzwischen wird aber immer haufiger die Expression
von gustatorischen Proteinen in einzelnen Zellen von Organen auRerhalb der Mundhohle, wie
dem Gastrointestinaltrakt (Bezencon et al., 2008; Rozengurt and Sternini, 2007; Sternini et al.,
2008), den Atemwegen (Deshpande et al., 2010; Kinnamon and Reynolds, 2009; Tizzano et al.,
2011) und dem mannlichen- (Fehr et al., 2007; Li, 2013; Li and Zhou, 2012; Meyer et al., 2012;
Mosinger et al., 2013; Voigt et al., 2012) und weiblichen Reproduktionsorganen (Wolfle et al.,
2016) belegt.

Im murinen Magen wurden Geschmacksrezeptoren der Tasl-Familie vereinzelt in
enteroendokrinen Zellen beschrieben (Sternini et al., 2008), die als Folge der Ligandenbindung
das Appetit-anregende Hormon Ghrelin ausschiitten und dadurch die Nahrungsaufnahme
fordern (Hass et al., 2007; Hass et al., 2010). In der aktuellen Forschung ist diese Form der
ektopen Expression von Geschmacksrezeptoren besonders interessant fiir die Entwicklung
geeigneter Therapieansatze bei Adipositas-Patienten (Laffitte et al., 2014). Zusatzlich gibt es
Belege fir die Expression von Tas1R in den Betazellen des Pankreas und der damit verbundenen
Tas1R-abhangigen Regulierung der Insulin-Freisetzung (Henquin, 2012; Laffitte et al., 2014).
Neben den TaslR konnten im Magen-Darm-Trakt auch die Rezeptoren der Tas2R-Familie
nachgewiesen werden, die dort eine Schutzfunktion ausliben, indem sie in Nagern die
Magenentleerung verzogern, um die Aufnahme weiterer toxischer Nahrung, die meist bitter
schmeckt, zu verhindern (Glendinning et al., 2008; Prandi et al., 2013). Sind toxische Substanzen
in den Dickdarm gelangt, konnen diese von intestinal exprimierten Tas2Rs detektiert werden.
Durch die Bindung der extraoral exprimierten Tas2Rs wird eine endokrin-regulierte Anionen-
Ausschittung initiiert, so dass Flussigkeit sezerniert wird, und schadliche Substanzen aus dem
Darm ausgesplilt werden konnen (Finger and Kinnamon, 2011; Kaji et al., 2009).

Eine grolRe Anzahl an verschiedenen gustatorischen Signalproteinen konnte auch in den
Atemwegen nachgewiesen werden (Finger et al., 2003; Kaske et al., 2007; Zancanaro et al.,
1999). Dort detektieren chemosensorische Proteine, die in einzelnen respiratorischen
Epithelzellen der unteren Atemwege exprimiert werden, schadliche Substanzen (z. B. Nikotin),
woraufhin die Frequenz der Zilienschldage des pulmonalen Flimmerepithels zunimmt, und die
inhalierte, toxische Substanz schnell abtransportiert werden kann (Shah et al., 2009). Das
Einatmen reizender Substanzen kann jedoch auch von Tas2R-exprimierenden Zellen in den
oberen Atemwegen wahrgenommen werden, die neuronal mit dem Trigeminusnerv verschaltet
sind und dadurch reflexartige Schutzreaktionen wie Husten oder Niesen auslosen (Finger et al.,
2003; Tizzano et al., 2011; Tizzano et al., 2010).

Zusatzlich zum Gastrointestinaltrakt, dem Pankreas und den unteren und oberen Atemwegen
konnte auch in humanem Plazentagewebe ein Bitterrezeptor (Tas2r38) nachgewiesen werden.
Ahnlich der méglichen endokrinen Funktion von Tas2Rs im Verdauungstrakt, wird fiir den
Tas2r38 in der Plazenta eine chemosensorische Rolle zur hormonellen Sekretionsregulation
postuliert (Wolfle et al., 2016).

Auch im mannlichen Reproduktionssystem konnten Proteine der Geschmackssignalkaskade
identifiziert werden. RT-PCR (Reverse Transkriptase-Polymerase-Kettenreaktion) Studien und
immunhistochemische Analysen belegen hierbei die Expression von verschiedenen
Geschmacksrezeptoren und nachgeschalteten Signalproteinen sowohl in einzelnen Zellen des
testikuldaren Gewebes als auch in Spermien (Fehr et al., 2007; Li and Zhou, 2012; Meyer et al.,
2012; Mosinger et al., 2013; Voigt et al., 2015; Voigt et al., 2012; Xu et al., 2013). Um die genaue
Expression und die Funktion dieser gustatorischen Proteine im  mannlichen
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Reproduktionsgewebe naher untersuchen zu kénnen, wurden einige Mausmodelle generiert, die
es erlauben die Proteinexpression, den Zuchterfolg sowie die Spermatogenese in Abhangigkeit
eines Geschmacksproteins zu untersuchen. Aus allen veréffentlichten Arbeiten geht hervor, dass
sowohl die nachgeschalteten Signalproteine a-Gustducin (Fehr et al., 2007), PLCf2 und TRPM5
(Li, 2013; Li and Zhou, 2012), als auch die Geschmacksrezeptoren Taslrl (Meyer et al., 2012),
Taslr2 (lwatsuki et al., 2010; Mosinger et al., 2013), Tas1r3 (Meyer et al., 2012; Mosinger et al.,
2013), Tas2r5 (Li and Zhou, 2012), Tas2r105, Tas2r108 (Xu et al., 2013) und Tas2r131 (Meyer et
al., 2012; Voigt et al., 2012) in den spaten Phasen der Spermatogenese in den Tubuli seminiferi
exprimiert werden.

Trotz dieser initialen Befunde zur ektopen Expression von Geschmacksproteinen im mannlichen
Reproduktionstrakt, gibt es nur wenige Studien (iber deren tatsachliche Funktion hinsichtlich der
Fertilitat. Uber das a-Gustducin ist zwar bekannt, dass es im Flagellum eines Spermiums und im
Akrosom exprimiert wird, jedoch lie sich im a-Gustducin-knockout Mausmodell keinerlei
reproduktive Beeintrachtigung der beobachteten Tiere erkennen (Fehr et al., 2007; Mosinger et
al., 2013). Als einziges gustatorisches Signalprotein wurde der monovalente Kationenkanal
TRPM5 nicht nur in den Hodentubuli nachgewiesen, sondern auch in den Testosteron-
sekretierenden Leydig Zellen im Interstitialraum (Li, 2013). Dies konnte erstmals ein Hinweis auf
eine Beteiligung gustatorischer Signalproteine an der endokrinen Regulierung der Reproduktion
sein. Im Rahmen einer Studie zu Kérpergewicht und dem Glukosehaushalt in TRPM5-defizienten
Mausen, wurden jedoch keine drastischen Fruchtbarkeitseinschrankungen erwahnt (Larsson et
al., 2015), so dass davon auszugehen ist, dass eine TRPMS5-Deletion alleine keine
schwerwiegende Dysfunktion auslost, die Einfluss auf den reproduktiven Erfolgt hat. Weiterhin
zeigten auch knockout-Mausmodelle des Taslrl und Taslr3 keinen stark ausgepragten
Reproduktions-Phanotyp (Meyer et al., 2012; Mosinger et al., 2013), so dass eine funktionell
essentielle Rolle eines der beiden Rezeptoren fir die Fertilitat ausgeschlossen werden kann.
Interessanterweise wurde jedoch in Mannchen ohne einen funktionierenden Taslr3- und
a-Gustducin, eine gravierendere Einschrankung beobachtet, die zur mannlichen Infertilitat fihrt
(Mosinger et al., 2013). Flr diese Studie wurden genmanipulierte a-Gustducin- und Tas1r3-
knockout Mannchen verwendet, deren Taslr3 durch den humanen und pharmakologisch
blockierbaren Taslr3 ersetzt wurde. Unter medikamentdser Therapie mit dem Lipidsenker
Clofibrat lieB sich die Funktion des Taslr3 vorriibergehend inhibieren, wobei diese Mannchen
massive Pathologien wie Oligospermie und testikuldre Gewebeveranderungen entwickelten und
sogar reversibel unfruchtbar wurden. Zwar konnte keine eindeutige Erklarung fir diese
Beobachtung gefunden werden, jedoch zeigte diese Untersuchung erstmals, dass womoglich
eine distinkte Signalabfolge wichtig fiir eine regelgerechte Funktionalitdit im mannlichen
Reproduktionssystem ist.

Zusatzlich zu gustatorischen Signalproteinen und TaslR, wurden auch zahlreiche
Bitterrezeptoren im mannlichen Reproduktionsgewebe nachgewiesen (Xu et al., 2013). In einer
innerhalb der Arbeitsgruppe vorangegangenen Promotionsarbeit von Frau Dr. Dorke Meyer
wurde die besonders starke Expression des Bitterrezeptors Tas2r131 im murinen Hodengewebe
gezeigt (Meyer, 2013). Initiale Untersuchungen, die die Auswirkungen des fehlenden Tas2r131-
Rezeptors auf den Reproduktionsphdnotyp erfassen sollten, wurden dabei mit Hilfe einer

BLIRESIGFP) durchgefiihrt. In diesen Mausen wurde die

Tas2r131-Reportermauslinie (Tas2r131
fehlende codierende Sequenz des Tas2rl131-Proteins durch eine Fluoreszenzkassette des

humanized renilla grin-fluoreszierenden Proteins (hrGFP) ersetzt, dessen Expression unter der
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Promotorkontrolle des urspriinglichen Tas2r131-Proteins stattfindet (Voigt et al., 2012). Obwohl
die genmanipulierte Maus keinen Tas2r131-Rezeptor mehr exprimiert, ist durch die eingefiigte
Fluoreszenzkassette der endogene Expressionsort des Tas2rl31-Gens anhand grin-
fluoreszierender Zellen in Gewebeschnitten der Tas2r131-knockin Maus sichtbar.

Die Ergebnisse der ersten Analysen zeigten, dass Tas2r131-defiziente Mannchen signifikant mehr
Spermien produzieren als Tas2r131 Wildtyp-Mannchen (Meyer, 2013). Wahrend der Zucht der
Tas2r1315 RPN auslinie konnte auRerdem beobachtet werden, dass aus Verpaarungen von
Tas2r131 [+/+]-Weibchen und Tas2r131 [+/-]-Méannchen signifikant mehr heterozygote
Nachkommen hervorgehen, als nach den Mendelschen Vererbungsregeln zu erwarten ware
(Campbell et al., 2006). Die Ursache fiir die beobachtete Genotypverschiebung bei den
Nachkommen konnte moglicherweise in der groReren Anzahl haploider Tas2r131-defizienter
Spermien liegen, wodurch eine Vererbung des defizienten Chromosomensatzes
wahrscheinlicher ist.

BLIRESITSFP_Mauslinie wurden an Tieren

Die bis dato durchgefiihrten Untersuchungen der Tas2r131
mit unterschiedlichen niedrigen genetischen Stammbhintergriinden durchgefihrt (max. 96,9 %;
N2-N5 Stammbhintergrund). Um mogliche reproduktionsbiologische Einfliisse des Donorstamms
zu reduzieren und die Tas2r131-defiziente Mauslinie weiterhin ndher zu charakterisieren, sind
weitere Untersuchungen an Mausen mit einem hoheren genetischen Stammhintergrund
notwendig. Diese Studien sollen dann Aufschluss (ber eine Funktion des Tas2rl131-

Bitterrezeptors im mannlichen Reproduktionssystem geben.

1.2.3.2 Extranasale Expression von olfaktorischen Proteinen

Neben Expressionsanalysen von Proteinen der Geruchs-Signalkaskade in olfaktorischen
Sinneszellen gibt es zusatzliche Studien, die auf mRNA und/oder Proteinebene zeigen, dass eine
Expression in einzelnen Zellen auch in Organen auRerhalb der Nase und der Zunge, wie der
Niere, der Blase, dem Thymus, der Schilddriise, der Lunge und den mannlichen Keimzellen
nachweisbar ist (Braun et al., 2007; Flegel et al., 2013; Griffin et al., 2009; Neuhaus et al., 2009;
Pluznick et al., 2013; Pluznick et al., 2009). Wahrend die in Spermien nachgewiesenen
olfaktorischen Rezeptoren moglicherweise zur chemotaktischen Orientierung im weiblichen
Genitaltrakt notwendig sind (Fukuda et al., 2004; Spehr et al., 2003), wird fiir die OR-Expression
in der Niere diskutiert, dass dort die chemosensorischen Proteine an der Filtrationsrate des
Blutes beteiligt sind und sogar regulierend auf den Blutdruck einwirken kénnen (Pluznick et al.,
2013; Pluznick et al., 2009).

Neben den ORs wurden auch Komponenten der intrazellularen olfaktorischen Signalkaskade
(Gorr, ACIIN) in Organen wie der Blase, dem Thymus und der Schilddrise festgestellt (Feldmesser
et al.,, 2006; Kang et al., 2015). Dabei wurde erstmals auch gezeigt, dass das olfaktorische
Markerprotein (OMP), dessen Expression normalerweise in neuronalen Geruchszellen
stattfindet, auch in Zellen auBerhalb des primaren olfaktorischen Systems exprimiert wird;
zusatzlich dazu hat sich gezeigt, dass in diesen OMP-positiven Zellen auRerhalb der Nase auch
weitere Geruch-assoziierte Proteine nachweisbar sind (Kang et al., 2015).

Das OMP ist ein kleines Protein, dessen Funktion nicht ganzlich aufgeklart ist (Buiakova et al.,
1996; Farbman and Margolis, 1980; Keller and Margolis, 1975). Wahrend das OMP im
olfaktorischen System als Marker zur ldentifizierung von olfaktorischen Sinneszellen dient,
konnte die Funktion des kleinen Proteins mit der Modulation des Geruchsempfindens
zusammenhangen (Buiakova et al., 1996; Kwon et al., 2009; Lee et al., 2011; Reisert et al., 2007,
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Smith et al., 2002). Gleichzeitig gibt es jedoch auch Hinweise auf eine Protein-interagierende
Adapterfunktion des OMPs (Behrens et al., 2003; Reisert et al., 2007).

Neben dem OMP wird das erstmals im Gehirn nachgewiesene Geristprotein MUPP1 (engl.:
Multi-PDZ domain protein 1) ebenso in olfaktorischen Sinneszellen exprimiert (Dooley et al.,
2009; Ullmer et al., 1998). Auch fir das MUPP1 wird eine mogliche Funktion als Adapter vieler
chemosensorischer Signalproteine diskutiert, da es, anders als das OMP, aus 13
Proteininteraktionsdomanen aufgebaut ist (Carlson, 2000; Paysan and Breer, 2001). Aufgrund
der gleichzeitigen Bindung mehrerer Signalproteine und der damit einhergehenden raumlichen
Anndherung kdnnte MUPP1 moglicherweise eine schnelle und stérungsfreie Signalweiterleitung
sicherstellen, wie es bereits fiir das verwandte INAD (inactivation no after potential D) in
Photorezeptorzellen von Drosophila melanogaster beschrieben wurde (Dooley et al., 2009;
Huber et al., 1996). Diese Theorie wird durch Befunde unterstiitzt, die zeigen, dass
Desensitisierungsprozesse in der olfaktorische Reizweiterleitung durch MUPP1 reguliert werden
und dadurch die zelluldre Antwort auf einen olfaktorischen Reiz verlangert wird (Baumgart et al.,
2014; Dooley et al., 2009).

Anhand der zahlreichen Befunde lber die ektope Expression chemosensorischer Proteine kann
festgestellt werden, dass in vielen unterschiedlichen Regionen des Korpers gustatorische und
olfaktorische Signalproteine exprimiert werden. Funktionelle Analysen zeigten hierbei, dass
beispielsweise Geschmacksrezeptoren im Gastrointestinaltrakt kein Geschmacksempfinden
ermoglichen, sondern endokrine Reaktionen ausldsen, die Auswirkungen auf den Metabolismus
des Organismus haben (Finger and Kinnamon, 2011; Hass et al.,, 2007; Hass et al., 2010).
Aufgrund der nur in vereinzelten Zellen exprimierten chemosensorischen Proteine und der
teilweise fehlenden spezifischen Antikdrper gegen z. B. Geruchs- und Geschmacksrezeptoren ist
die funktionelle Charakterisierung der ektopen Expression gustatorischer und olfaktorischer
Signalproteine duRerst schwierig. Als hilfreiches Werkzeug haben sich hierfiir transgene Mause
bewdhrt, in denen die codierende Sequenz eines Gens entfernt und durch eine
Fluoreszenzkassette eines Reportergens ersetzt wurde (Meyer et al., 2012; Voigt et al., 2012)
oder die ein Fusionsprotein aus dem chemosensorischen Signalprotein und einem
Fluoreszenzprotein exprimieren (Kusumakshi et al., 2015).
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1.3 Zielsetzung

In jingster Zeit wurde die extraorale Expression gustatorischer Signalproteine (Tas1R, Tas2R,
o-Gustducin und TRPMS5) u. a. im mannlichen Reproduktionsgewebe beschrieben (Fehr et al.,
2007; Meyer et al., 2012; Mosinger et al., 2013; Voigt et al., 2012). Dabei konnte der TRPM5-
lonenkanal, der fir die Transduktion von siiBen, bitteren und umami Geschmacksstoffen
notwendig ist, sowohl in den Hodentubuli, als auch in den Leydig Zellen des Interstitialraums
nachgewiesen werden (Li, 2013; Li and Zhou, 2012; Perez et al., 2002). Ahnlich wie anderen
gustatorischen Signalproteinen, die im mannlichen Reproduktionsgewebe exprimiert werden, ist
jedoch die physiologische Rolle des TRPM5 fiir die mannliche Fertilitdt bisher noch nicht
detailliert untersucht worden. Daher sollte zundchst in immunhistochemischen Studien mit
TRPM5-spezifischen Antikérpern das Expressionsmuster des TRPMS5 im Hodengewebe Uberpriift
und in reifen epididymalen Spermien bestimmt werden. Parallel dazu sollte der
Reproduktionserfolg  einer = TRPMS5-knockout-Mauslinie analysiert  werden, indem
Reproduktionsparameter wie die ,Zeit zwischen den Wiirfen”, ,WurfgroRe”, ,Uberlebensrate”
und ,,Geschlechterverteilung der Jungtiere” quantitativ erfasst werden. Um festzustellen, ob ein
potentieller Phanotyp dieser TRPM5-defizienten Mauslinie auf Defekte wahrend der
Spermatogenese zurickzuflihren ist, sollten diese Studien mit morphologischen Analysen des
Hodens adulter TRPM5-defizienter Méannchen, quantitativen Bestimmungen apoptotischer
Ereignisse wahrend der Spermatogenese und Konzentrationsbestimmungen des Sexualhormons
Testosteron kombiniert werden. AuBerdem sollten Untersuchungen zur Morphologie und
Funktionalitat reifer epididymaler TRPM5-defizienter Spermien (z. B. Bestimmungen der
intrazelluldren Ca**-Konzentration und der Akrosomreaktionsraten) durchgefiihrt werden, die
damit auch Riickschliisse auf eine mogliche Funktion des TRPM5-Kanals wahrend des finalen
Fortpflanzungsprozesses erlauben.

Wahrend die im Mausmodell durchgefiihrten Deletionen einzelner Vertreter der Tas1-und Tas2-
Rezeptorfamilie sowie von a-Gustducin zu keinen schwerwiegenden Stérungen der mannlichen
Fertilitat fliihren (Meyer, 2013; Meyer et al., 2012), duBert sich das gemeinsame Ausschalten des
Tas1r3- und a-Gustducin-Gens in der Sterilitat mannlicher Mause (Mosinger et al., 2013). Um die
sich daraus ergebene Hypothese zu lberpriifen, ob tatsachlich erst eine gleichzeitige genetische
Deletion mehrerer Komponenten der gustatorischen Signalkaskade zu pathophysiologischen
Veranderungen des mannlichen Reproduktionspotentials fiihrt, sollten durch gezielte
Verpaarungen bereits existierender Gen-defizienter Mauslinien (Tas1rl, Tas2r131, TPRMS5) zwei
neue Mauslinien generiert werden, die neben einer Deletion des TRPM5 zusatzlich eine Gen-
Deletion fir den Taslrl bzw. Tas2rl131 tragen. Fiir den Fall, dass bei den mannlichen Mausen
dieser neuen Doppel-knockout Mauslinien, anders als bei den Taslr3- a-Gustducin Doppel-
knockout-Mannchen, keine vollsténdige Sterilitdt zu beobachten ist, sollten die Taslrl-TRPM5-
und Tas2r131-TRPM5-defizienten Tiere im Vergleich zur reinen TRPMS5-knockout Mauslinie
hinsichtlich ihrer Fruchtbarkeit untersucht und eine reproduktionsbiologische Charakterisierung
vorgenommen werden.

In diesem Zusammenhang sollte an der am Institut etablierten Tas2r1318-RESTrGFP.
Reportermauslinie auch geprift werden, worin die Ursache dafiir liegt, dass aus Zuchtpaaren mit
weiblichen Tas2r131 [+/+]- und maénnlichen Tas2r131 [+/-]-Elterntieren signifikant mehr
Nachkommen mit einem heterozygoten Genotyp hervorgehen, als nach Mendelschen
Vererbungsregeln zu erwarten ist. Dazu sollte mit Hilfe eines bisher nicht verfligbaren und daher
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Zielsetzung

neu hergestellten Tas2r131 Peptidantikorpers die Hypothese Uberpriift werden, ob die
beobachtete Genotypverschiebung unter den Nachkommen auf einen prozentual erhéhten
Anteil Tas2r131-defizienter Spermien in heterozygoten Tas2rl31 Eltern-Méannchen
zurlickzufihren ist. Die Hypothese einer groferen Population an Tas2r131-defizienten Spermien
in hetero- und homozygoten Mannchen sollte zudem in weiterflihrenden Zuchtversuchen mit
homozygot-defizienten Tas2r131-Mannchen und heterozygoten Tas2r131-Weibchen einer
beginnend kongenen Tas2r131-Mauslinie tiberprift werden.

Neben der extraoralen Expression gustatorischer Signalmolekiile sollten in der vorliegenden
Arbeit auch initiale Studien zur ektopen Expression von Proteinen durchgefiihrt werden, die
sonst vorwiegend im olfaktorischen System beobachtet wurden. Dazu wurde das in
olfaktorischen Neuronen nachgewiesene und die chemosensorische Reizweiterleitung
regulierende Adapterprotein MUPP1 (Dooley et al., 2009) sowie das OMP ausgewahlt, das in
reifen, olfaktorischen Neuronen exprimiert wird und moglicherweise auch eine regulatorische
Funktion in der olfaktorischen Signaltransduktionskaskade ausiibt (Buiakova et al., 1996). Fir
diese Fragestellung sollten RT-PCR Analysen und immunhistochemische Untersuchungen an
Organsystemen wie dem Gastrointestinaltrakt und dem respiratorischen System durchgefiihrt
werden, da diese in den letzten Jahren beziiglich einer ektopen Expression von
chemosensorischen Signalkomponenten besonders intensiv untersucht wurden. Bei einem
positiven Nachweis einer MUPP1- bzw. OMP-Expression in diesen beiden Organsystemen sollten
weiterfihrend Colokalisationsstudien mit weiteren Komponenten der olfaktorischen und
gustatorischen Signalkaskade durchgefiihrt werden. Auf diese Weise sollte tiberprift werden, ob
die gleichen Zellen sowohl MUPP1 bzw. OMP als auch Signaltransduktionsproteine des Geruchs-
und Geschmackssystems exprimieren. Dadurch kdnnte die Hypothese (iberprift werden, ob
MUPP1 und OMP gemeinsam mit olfaktorischen und gustatorischen Signalproteinen auch in
einem extra-olfaktorischen System an einer funktionellen Regulation beteiligt sind.
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2 Material

2.1 Chemikalien

Substanz

Material

Hersteller
Acrylamid Carl Roth, Karlsruhe
Agarose Carl Roth, Karlsruhe

Ammoniumperoxidisulfat APS
Aprotinin

Bouin Lésung

Bovines Serumalbumin BSA
Ca**-lonophor A23187

CaCl,

Coomassie Brillant Blau

desoxy-Nukleotid-5’-triphosphat (dNTPs)
4’,6"-Diamidin-2"-phenylindol-dihydrochlorid

(DAPI)
Dimethylsulfoxid (DMSO)

Ethylendiamintetraessigsaure (EDTA)

Eisessig

Eosin Y-Losung

EtOH

Eukitt Eindeckmedium
Fluorescent Mounting Medium
Fotales Kalberserum (FCS)
Formalin

Fura-2AM

H,S0,

Hamalaun-Losung

HCl

Immersionsol

lonomycin
3-Isobutyl-1-methylxanthin (IBMX)
Isofluran

Kaisers Glyceringelatine

Lactat

Laminin

Luminol (3-Aminophtalhydrazid)
Magermilchpulver
B-Mercaptoethanol

Methanol

NaCl

NaHCO;

Sigma-Aldrich, Deisenhofen
Sigma-Aldrich, Deisenhofen
Carl Roth, Karlsruhe

Carl Roth, Karlsruhe
Sigma-Aldrich, Deisenhofen
Merck, Darmstadt

Carl Roth, Karlsruhe
Thermo Fisher, Darmstadt

Sigma-Aldrich, Deisenhofen
Sigma-Aldrich, Deisenhofen
Sigma-Aldrich, Deisenhofen
Carl Roth, Karlsruhe

Carl Roth, Karlsruhe

Carl Roth, Karlsruhe
Sigma-Aldrich, Deisenhofen
Dako Cytomation, Hamburg
PAA, Pasching (Osterreich)
Carl Roth, Karlsruhe
Sigma-Aldrich, Deisenhofen
Carl Roth, Karlsruhe

Carl Roth, Karlsruhe

Carl Roth, Karlsruhe

Zeiss, Jena

Sigma-Aldrich, Deisenhofen
Sigma-Aldrich, Deisenhofen
Baxter, UnterschleiBheim
Merck, Darmstadt
Sigma-Aldrich, Deisenhofen
Sigma-Aldrich, Deisenhofen
Sigma-Aldrich, Deisenhofen
Carl Roth, Karlsruhe

Carl Roth, Karlsruhe

Carl Roth, Karlsruhe

Carl Roth, Karlsruhe

Merck, Darmstadt
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NaOH

Natriumcitrat
Natrium-Desoxycholat

NP-40

Paraformaldehydlosung, 16 %
Perchlorsaure (PCA)

Percoll

Phenylmethysulfonylfluorid (PMSF)
Pluronic F-127 (10 % in H20)
(PNA),
isothiocyanat (FITC)-gekoppelt
(PNA),
rhodamin-isothiocyanat (TRITC)-gekoppelt

Peanut  agglutinin Fluoreszein-

Peanut  agglutinin Tetramethyl-
Pepstatin

Poly-L-Ornithin

Ponceau S

Protease Inhibitor cOmplete, Mini, EDTA-frei
Pyruvat

Roti Histol

Roti Safe

SDS

Sigmacote

Sucrose

Temed

Tissue Tek

TO-PRO-3

Triethanolamin

Trioctylamin

Triphenylphosphanoxid

Triton X-100

Material

Carl Roth, Karlsruhe

Merck, Darmstadt
Sigma-Aldrich, Deisenhofen
Sigma-Aldrich, Deisenhofen
Science Services, Miinchen
Sigma-Aldrich, Deisenhofen
Sigma-Aldrich, Deisenhofen
Sigma-Aldrich, Deisenhofen
Molecular Probes, Eugene (USA)
Sigma-Aldrich, Deisenhofen

Sigma-Aldrich, Deisenhofen

Sigma-Aldrich, Deisenhofen
Sigma-Aldrich, Deisenhofen
Sigma-Aldrich, Deisenhofen
Roche, Mannheim
Sigma-Aldrich, Deisenhofen
Carl Roth, Karlsruhe

Carl Roth, Karlsruhe
Sigma-Aldrich, Deisenhofen
Sigma-Aldrich, Deisenhofen
Carl Roth, Karlsruhe

Carl Roth, Karlsruhe

Leica Microsystems, Wetzlar
Invitrogen, Karlsruhe
Sigma-Aldrich, Deisenhofen
VWR, Ismaning
Sigma-Aldrich, Deisenhofen
Sigma-Aldrich, Deisenhofen

Sofern nicht anders angegeben, wurden Standardchemikalien von Carl Roth und Sigma-Aldrich

bezogen.
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2.2 Enzyme, GréRenstandards und Kits

Material

Enzym Hersteller

cAMP EIA Kit (RPN2251) GE Healthcare, Miinchen
DNA Gréf3enstandard (100 bp) Thermo Scientific, Darmstadt
DNase | Sigma-Aldrich, Deisenhofen

Dream Tag DNA Polymerase

GeneAMP® rTth Reverse Transcriptase RNA
PCR Kit

In situ Cell Death Detection Kit, TMR Red
NucleoSpin RNA Il

Proteinase K (recombinant, PCR Grade)
ProteingréfSenstandard

RevertAid H Minus First Strand cDNA Synthesis
Kit

RNase A (Typ II-A ; R-500)

Trypsin

2.3 Antikoérper

2.3.1 Primarantikorper

Thermo Scientific, Darmstadt

Roche, Mannheim

Roche, Mannheim

Macherey Nagel, Diiren
Roche, Mannheim

Biomol,

Thermo Scientific, Darmstadt

Sigma-Aldrich, Deisenhofen
Sigma-Aldrich, Deisenhofen

Antigen Donor Verdiinnung Hersteller
IHC/ICC WB

Adenylatzyklase Il Kaninchen 1:200 Santa Cruz, Heidelberg
Aktin Kaninchen 1:500 Sigma-Aldrich, Deisenhofen
GFP Kaninchen 1:200 1:1000 Invitrogen, Karlsruhe
Gustducin Kaninchen 1:500 1:1000 Santa Cruz, Heidelberg
G Kaninchen 1:200 Santa Cruz, Heidelberg
MUPP1, PDZ 5+6 Kaninchen 1:200 PD Dr. Boekhoff, Walther-

Straub-Institut, Miinchen
OMP Ziege 1:200 1:10.000 Wako Chemicals, Neuss
Tas2r131 C-terminal Kaninchen 1:50 PD Dr. Boekhoff, Walther-
(Kaninchen 842+843) Straub-Institut, Miinchen
Tas2r131 N-terminal Kaninchen 1:50 PD Dr. Boekhoff, Walther-
(Kaninchen 842+843) Straub-Institut, Miinchen
TRPM5 Kaninchen 1:200 Prof. Chubanov, Walther-

Straub-Institut, Miinchen
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2.3.2 Sekundarantikorper

Material

Antigen Donor Verdiinnung Hersteller
IHC/ICC  WB
anti-Kaninchen 1gG, Ziege 1:7500 Bio-Rad, Miinchen
Peroxidase-gekoppelt
anti-Kaninchen I1gG, Ziege 1:500 Sigma-Aldrich, Deisenhofen
FITC-gekoppelt
anti-Kaninchen  IgG, Esel 1:500 Invitrogen, Karlsruhe
Alexa Fluor 546-
anti-Ziege 1gG, Alexa Esel 1:500 Invitrogen, Karlsruhe

Fluor 488

2.4 Primer

2.4.1 Primer fur die Genotypisierung

Allel

Produktlange Sequenz

Tas1rl mCherry
Taslrl WT

mCherry Ki
Tas2r131 hrGFP
Tas2r131 WT
hrGFP Ki

Trom5

TRPM5 WT

TRPM5 WT / KO
TRPM5 KO

711 bp

462 bp

455 bp

368 bp

346 bp

575 bp

" GAATCCACCTGGTTTCCATCCACGTC 3’

" CTCTCAGGGTGACTTCAGTCTTTAGAGATGG 3’
" GAATCCACCTGGTTTCCATCCACGTC 3’

" GTTGTTGGGGCACTCCATGTTGCT 3°

U U L1

" GCACACAAGTGATGATGTGGGCATAGAG 3’

" GTTCTTGACCCAGTCAGAGCAGTTTGC 3’

" AAGTACCCCGAGGACATCAGCGACTTCTTC 3’
" ATGAAGTGGTACTCGGGGAAGTCCTTCACC 3’

v U L1 »n

5'CTAGACACACGGTAGACAGAGTCAG 3’
5'CCTGTCGGATTTCCTCCAGCACCAG 3’
5'GACGAGTTCTTCTGAGGGGATCGATC 3’

Die verwendeten Primer wurden von der Firma Metabion synthetisiert.
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Material

2.4.2 Primer fur die RT-PCR

Allel Accession Tm°C  Produktlange Sequenz
number
ACIlI NC_000078.6 60 497 bp 5'GGTGGTCTTTGCGGCCCTCTTTC 3°

5'CTTGCGGTCCTTGCGGTCTGC 3’

Aktin NM_007393.5 60 425 bp 5"GGCTACAGCTTCACCACCAC 3’
5'GAGTACTTGGCGTCAGGAGG 3’

Gor NM_177137.5 60 484 bp 5'TTCTTGAGGATCAGCACAGCCA 3’
5'TCTCACTTGGGTGACACTGCA 3’

omP NM_011010.2 62,7 682 bp 5'’AAGCTGCAGTTCGATCACTG 3’
5'TGTTCCTGTCCAGTCTCAGTCT 3’

Trom5 NM_020277.2 60 778 bp 5'CAGGGCTTCTTCACAGATGAG 3’
5"GCAAGTCTCTCTCCAGATGTTG 3’

Die verwendeten Primer wurden von der Firma Metabion synthetisiert.

2.4.3 Primer flr die in situ RT-PCR

Allel Accession Tm°C  Produktlange Sequenz
number
B-Aktin ~ NM_001101.03 59 79 bp 5'ATTGGCAATGAGCGGTTC 3’
60 5'CGTGGATGCCACAGGACT 3’
Trom5  NM_014555.3 59 104 bp 5" AAGGTCCGTGTGGTTGCT 3
60 5" TCCTCAGGGTAGTGGACAGG 3’
OMP NM_006189.1 60 63 bp 5" CAGCGGAGTCTGTGTACCG 3’
60 5" TCCAGCGCTCGAACTGTAG 3’

In situ RT-PCR-Primer wurden von der Firma Eurofins synthetisiert. Das Fluoreszenzprotein
AT488 wurde an das 5'-Ende angeheftet.
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2.5 Puffer

Anodenpuffer |
300 mM Tris
20 % Methanol (v/v)

Bradford-Stamml6sung
0,1 % Coomassieblau G250 (w/v)
In Ethanol

Citratpuffer
100 mM Natriumcitrat
100 mM Citronensaure

ECL-Reagenz
ECL Losung 1 : ECL Losung 2 (1:1)

ECL Losung 2
0,018 % H,0,
100 mM Tris/HCI
pH 8,5

HS Stamml6sung
270 mM NaCl

10 mM Kcl

2 mM MgSO,

4 mM CaCl,

HS+ (HS/NaHCO,)

HS Puffer

+ 15 mM NaHCO; (Natriumhydrogencarbonat)
pH 7,4

Material

Anodenpuffer Il
25mn Tris
20 % Methanol (v/v)

Bradford-Reagenz
5 % Bradford Stammlosung (v/v)
8,5 % ortho-Phosphorsaure (v/v)

Coomassie-Farbelosung
0,04 % Coomassieblau G250
50 % Methanol

10 % Essigsaure

40 % H,0

ECL-Losung 1

1 % Luminol-Stocklésung

0,44 % Stabilisator Stocklosung
100 mM Tris/HCI

pH 8,5

Gefrierschnitt-Fixierungspuffer / 4 % PFA
16 % Paraformaldehyd (v/v)

20 ml ddH,0

10 ml NaPI-Puffer

pH 7,4

HS Puffer

135 mM NacCl (HS Stamml&sung 1:2)
5 mM KCI (HS Stammlésung 1:2)

1 mM MgSO, (HS Stammldsung 1:2)
2 mM CaCl, (HS Stammlésung 1:2)

5 mM Glukose

30 mM HEPES (1 M Stock, pH 7,4)
10 mM Lactat (60 % w/w Sirup)

1 mM Pyruvat

pH 7,4

HTF-Puffer

100 mM NacCl

5 mM KCI

0,2 mM MgS0O,

5 mM CaCl, (HS Stammlésung 1:2)
3 mM Glukose
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Kapazitierungspuffer (HS/NaHCO;/BSA)

HS Puffer

+ 15 mM NaHCO; (Natriumhydrogencarbonat)
+0,5 % BSA

pH 7,4

Luminol-Stocklsung
444 mg Luminol in 10 ml DMSO

PBS

150 mM NaCl

1,4 mM K,HPO,

8 mM Na,HPO,pH 7,4

Puffer B

25 nM EDTA
75 mM NacCl
pH 8,0

SDS-Ladepuffer, 4x

250 mM Tris/HCI, pH 6,8
0,08 % Bromphenolblau
8 % SDS

20 % Glycerin

10 % B-Mercaptoethanol

Spermienfixierpuffer (Coomassiefarbung)
20 mM Na,HPO,

150 mM NaCl
7,5 % Formaldehyd

Material

18 mM Lactat (60 % w/w Sirup)
0,34 mM Pyruvat

0,2 mM Penicillin G

70 pM Streptomycin

25 mM NaHCO;

0,4 % BSA

0,0002 % Phenolrot

Kathodenpuffer
40 mM g-Aminocapronsaure
20 % Methanol (v/v)

NaPI-Puffer
100 mM Na,HPO/NaH,PO,
pH 7,4

Probenpuffer fiir Agarosegel, 5x
0,25 % Bromphenolblau
40 % Glycerin, in 1 x TAE-Puffer

Sammelgelpuffer, 4x
500 mM Tris/HCI

0,4 % SDS

pH 6,8

SDS-Laufpuffer
25 mM Tris

0,1 % SDS

190 mM Glycin

Spermien-Postfixierpuffer
(Coomassiefarbung)

100 mM Ammoniumacetat
pH 9,0

41



Stabilisator-L6sung
0,15 g e-Aminocapronsaure in 10 ml DMSO

Material

TAE-Puffer

40 mM Tris

20 mM Essigsaure
2 mM EDTA

pH 8,3

TBST Trenngelpuffer, 4x
10 mM Tris 1,5 M Tris/HCI

150 mM NaCl 0,4 % SDS

0,05 % Tween 20 (v/v) pH 8,8

pH 7,4

2.6 Gebrauchswaren

Artikel Hersteller
Deckglaser Carl Roth, Karlsruhe

Deckglaser rund 24mm
Dounce-Homogenisator
EDTA-RGhrchen

Falcons (15 ml, 50 ml)

Fettstift (Dako Cytomation Pen)
Filterpapier

Frame-Seal

Glaskivetten

Kanilen (23 G)

Mikrokivetten
Nitrozellulosemembran
Objekttager

Objekttrager, beschichtet
Petrischalen (Durchmesser?)
pH-Indikatorpapier
Pipettenspitzen (10 pl, 200 ul, 1000 pl)
Reaktionsgefdle (1.5 ml, 2 ml)
Schlauchfolie (0,2 mm)
Serologische Pipetten (5 ml, 10 ml)
Spritzen (1ml)

Stickstoff

Wageschalchen
Zellkulturflaschen

VWR, Darmstadt

Kontes, Vineland (USA)
Sarstedt, NUrnbrecht
Sarstedt, Nirnbrecht

Dako Cytomation, Hamburg
GE Healthcare, Minchen
Bio Rad, Miinchen

A. Hartenstein, Wiirzburg
Braun, Melsungen
Sarstedt, Nirnbrecht

GE Healthcare, Miinchen
Carl Roth, Karlsruhe
Menzel, Braunschweig
Sarstedt, Nirnbrecht
Sigma-Aldrich, Deisenhofen
Sarstedt, Nirnbrecht
Sarstedt, Nirnbrecht
Rische + Herfurth, Hamburg
Sarstedt, Nirnbrecht
Braun, Melsungen

Linde AG, Pullach

A. Hartenstein, Wiirzburg
Sarstedt, Nirnbrecht
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2.7 Gerate

Gerat

Material

Hersteller

-80 °C Schrank
Agarose-Gelelektrophorese System
Calcium Imaging System:

- CCD Kamera (Ixon +)

- Fluoreszenzmikroskop, IX70

- TILL Photometry System (Polychrome V)
Chemilumineszenz-System (Chemismart)
Cryostat (Leica CM 3050 S)
Einbettstation (EG 1150)
Fluoreszenzmikroskop Olympus, IX71
FLUOstar Omega

Gellaufkammer, SDS-Gel

Heizblock (HTMR 131)
Infiltrationsautomat (TP 1020)

IVOS Sperm Analyzer

Kalteplatte

Konfokales Mikroskop (LSM 510 Meta)
Kihlschrank

Kihlzentrifuge mit Ausschwingrotor (5804 R)
Lichtmikroskop

Magnetrihrer

Messkammer

Mikrowelle

Morser und Pistill
Neubauerzahlkammer

pH Meter

Photometer

Pipetten (10 pl, 20 ul, 200 pul, 1000 pl)
Power Supply (Power Pack 35/60 + EV231)
Rotationsmikrotom (Accu-Cut SRM 200)
Schittler

Sterilbank

Taumler (Polymax)

Thermocycler

Thermocycler Primus in situ
Ultra-turrax

UV-Geldokumentations System

Waage

Warmeschrank

Wasserbad (WBU 45)

Wasserbald (Histologie)

Eppendorf, Hamburg
Peglab, Erlangen

Andor, Belfast (Nordirland)
Olympus, Hamburg

T.I.L.L. Photonics, Martinsried
Peglab, Erlangen

Leica Microsystems, Wetzlar
Leica Microsystems, Wetzlar
Olympus, Hamburg

BMG LABTECH, Offenburg
Bio-Rad, Miinchen

Peglab, Erlangen

Leica Microsystems, Wetzlar
Hamilton Thorne Research, Beverly (USA)
Leica Microsystems, Wetzlar
Zeiss, Jena

Liebherr, Biberach an der Rif
Eppendorf, Hamburg
Olympus

Thermo Scientific, Darmstadt
Werkstatt der Philipps-Universitat Marburg
Severin, Sundern

A. Hartenstein, Wiirzburg
Brand, Wertheim
Mettler-Toledo, GieRen
Eppendorf, Hamburg

Peglab, Erlangen

Peglab, Erlangen

Leica Microsystems, Wetzlar
Bachofer, Reutlingen
Heraeus, Hanau

Heidolph, Schwabach
Peqlab, Erlangen

Peglab, Erlangen

Ika, Staufen

Peqlab, Erlangen

Kern, Balingen

Heraeus, Hanau

Memmert, Schwabach

Leica Microsystems, Wetzlar
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Western Blot Apparatur, Semi-Dry

Wippe (Duomax)

Zellinkubator

Zentrifugen (Biofuge Stratos, Biofuge Pico 17,
Biofuge Fresco 21)

Material

Bio-Rad, Miinchen

Heidolph, Schwabach
Thermo Scientific, Darmstadt
Heraeus, Hanau

2.8 Mausstamme

Stamm Herkunft

C57BL/6N Janvier, St. Berthevin, Frankreich

Balb/C Walther-Straub-Institut  fir Pharmakologie

TaslrlBL-IRES-mCherry und Taszr131BL—IRES—hrGFP

und Toxikologie der LMU, Miinchen

Dr. Anja Voigt, AG Prof. Meyerhof, DIfE,
Potsdam

Mauslinien, generiert durch Gene-Targeting-Strategie. Gesamte Tas1rl- bzw. Tas2r131-codierende Sequenz ersetzt durch Targeting
(Knockin)-Konstrukt, bestehend aus synaptischen Markerprotein Gerstenlektin (barley lectin (BL)), IRES (internal ribosomal entry
site), Fluoreszenzprotein (mcherry/hrGFP; Knockin-Kassette) und LoxP-Erkennungsstelle. Die Mutation fiuhrt dazu, dass die
Fluoreszenzproteine anstelle des Rezeptors exprimiert werden. Die Expression findet unter der Promotorkontrolle des
entsprechenden Geschmacksrezeptors statt.

TRPMS5 KO Jackson Laboratory, USA
Maus, generiert durch Gene-Targeting-Strategie von Deltagen, Inc. (Trpm5™%"). Die Sequenz 2133-2306 wurde entfernt und
durch eine Neomycin-Kassette ersetzt. Durch das Fehlen des Exon 16, wird kein funktioneller Rezeptor exprimiert.

Prof.  Ulrich Universitat  des

Saarlandes, Homburg
TRPM5-IC Mauslinie, generiert durch Gene-Targeting-Strategie, enthalt eine TRPMS5-IRES-CRE (internal ribosomal entry site — cre

TRPM5-IC/eR26-TGFP Boehm,

recombinase). Diese wurde verpaart mit einer eR26-tGFP Reportermauslinie. In TRPM5-IC/eR26-tGFP Doppel-knockin Mausen wird
TGFP unter der TRPM5-Promotorkontrolle exprimiert und kennzeichnet Zellen, in denen TRPM5 exprimiert wird.
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Methoden

3 Methoden

3.1 Molekularbiologische Methoden

3.1.1 mRNA Isolierung aus unterschiedlichen Geweben

Mit der RT-PCR kann auf mRNA-Ebene eine Genexpression in einem distinkten Gewebe
nachgewiesen werden. Die dafiir notwendige mRNA wurde aus einem frisch isolierten und in
flissigen Stickstoff schockgefrorenem, oder bei -80 °C gelagertem, Organ gewonnen. Fiir die
mRNA-Aufreinigung wurde das NucleoSpin RNA Il Kit (Macherey & Nagel) verwendet; dessen
Prinzip im Folgenden kurz erldutert wird: Das Organ, aus dem die mRNA gewonnen werden
sollte, wurde aus einer Maus, die durch einen Genickbruch getétet wurde, entnommen und
sofort in fllssigen Stickstoff iberflihrt, um eine Degradation der mRNA zu vermeiden. In einem
vorgekihlten Morser wurde das Gewebe mit fliissigem Stickstoff zermahlen und ca. 30 mg des
Gewebepulvers fiir die anschlieRende mRNA Isolierung eingesetzt. Mit einem Lysepuffer und
B-Mercaptoethanol wurden die Zellen aufgebrochen, Proteine denaturiert und ubiquitar
vorhandene RNasen inaktiviert. Das Lysat wurde auf eine Silica-Membran gebracht, an die RNA
und DNA binden konnten. Eine Kontaminierung durch genomische DNA wurde vermieden,
indem die Membran mit rDNase behandelt wurde. Durch anschlieRende Waschschritte, mit
einem dem Kit beiliegenden Waschpuffer, wurden Salze und hochmolekulare Zellkomponenten
entfernt. Die an der Membran anhaftende mRNA wurde abschlieBRend mit 60 ul RNase-freien
Wasser eluiert und bis zur weiteren Verwendung bei -80 °C gelagert.

3.1.2 cDNA Synthese

Die isolierte mRNA eines Gewebes kann fir den RT-PCR-basierten Nachweis einer Genexpression
verwendet werden. Fir diesen Vorgang ist eine Umschreibung der mRNA in komplementére
DNA (engl.: complementary DNA (cDNA)) notwendig, da mRNA durch ubiquitdr vorhandene
RNasen sehr instabil ist und RNA-Polymerasen sehr fehleranfillig sind. Die Umschreibung von
MRNA in cDNA basiert auf einer viralen reversen Transkriptase (Buell et al., 1978). Diese wurde
zusammen mit weiteren Komponenten des RevertAid H Minus First Strand cDNA Synthesis Kits
(Thermo Scientific) nach Angaben des Herstellers zu einem Reaktionsansatz zusammen
pipettiert und zu 8 pl der isolierten mRNA (siehe 3.1.1) hinzugegeben. Neben Oligo(dT)-Primern
(Stock: 100 puM, 2 ul), welche sich an den Poly-A-Schwanz der isolierten mRNA heften kdnnen,
enthielt das Reaktionsgemisch auBerdem 2 pl eines Desoxyribonukleotid (ANTP-)- Mixes (Stock:
10 mM) und 8 pl ddH,0. Der Synthese-Mix wurde fir 5 min bei 65 °C inkubiert und nach
Abklhlen mit 8 ul 5x Reaktionspuffer, 8 ul MgCl, (Stock: 25 mM), 2 pl RNase Inhibitor (Stock:
20U/ul) und 2 pl viraler Reversen Transkriptase (Stock: 200 U/ul) versetzt. In einem
Thermocycler erfolgte die Umschreibung der mRNA in cDNA durch eine 50 min Inkubation bei
50 °C und eine sich direkt anschlieBende Inkubation bei 85 °C fiir 5 min. Die synthetisierte cDNA
wurde bis zur Verwendung bei -20 °C gelagert.

Die erfolgreiche Umschreibung der mRNA in cDNA wurde in einer PCR-Reaktion mit
Primerpaaren fir das konstitutiv exprimierte Haushaltsgen B-Aktin Gberprift, dessen Expression
unabhangig vom Zelltyp, Zellstadium und &duBeren Einflissen ist (siehe 3.1.3.1). Um eine
mogliche mRNA-Kontamination der c¢DNA-Probe auszuschlieRen, wurde stets eine
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Negativkontrolle mitgefiihrt, der statt mRNA ddH,0 zugesetzt wurde. Die generierten
Amplifikationsproben wurden im Anschluss an die Reaktion gemeinsam mit einem DNA-
GroRBenmarker auf ein 1,5 % Agarosegel aufgetragen und der GréRe nach separiert. Mit UV-Licht
konnten anschliefend die Banden hinsichtlich ihrer GroBe bestimmt werden. Bei erfolgreicher
cDNA-Synthese wurde mit dieser Probe eine PCR mit Primer-spezifischen
Anlagerungstemperaturen durchgefihrt (siehe 3.1.3.1).

3.1.3 Varianten der PCR

Mit der Polymerase Kettenreaktion (PCR) ist es moglich in vitro DNA-Fragmente enzymatisch zu
amplifizieren. Hierflir sind Oligonukleotidprimer notwendig, die sich an die Matrizen-DNA
(template) heften. Dadurch kann die thermostabile DNA-Polymerase freie dNTPs komplementér
an den bereits bestehenden DNA-Strang hybridisieren und einen neuen doppelstrangigen DNA-
Strang synthetisieren (Mullis et al., 1986; Saiki et al., 1985).

3.1.3.1 Standard-PCR

Das Standardprogramm einer PCR setzt sich aus einer variablen Anzahl von
Reaktionswiederholungen der Einzelschritte Denaturierung, Anlagerung (Annealing) und
Elongation zusammen. Die Denaturierung der doppelstrangigen DNA bei 94 °C flhrt zur
Trennung der DNA-Stringe, so dass sich die im Uberschuss vorhandenen, spezifischen
Oligonukleotidprimer in der Anlagerungsphase an das einzelstrangige template anheften
kénnen. Die passende Temperatur fir diesen Reaktionsschritt ist hierbei Primer-spezifisch.
Wahrend der Elongationsperiode  verlangert die  DNA-Polymerase bei ihrem
Temperaturoptimum von 72 °C den vorwarts (forward)- und riickwarts (reverse)-Primer, so dass
wieder eine doppelstrangige DNA entsteht, die exakt der Ausgangs-DNA entspricht. Auf diese
Weise kommt es zu einer exponentiellen Vervielfaltigung der eingesetzten DNA-Menge.

Die Einzelkomponenten eines Reaktionsansatzes wurden folgendermaRen eingesetzt: 2,5 pl 10x
Reaktionspuffer, je 1 ul sense- und antisense Primer (Stock: 10 uM), 0,5 pl dNTP-Mix (Stock:
10 mM) und 0,125 pl Dream Taq Polymerase (Stock: 5 U/ul). Dieser Reaktionsmix wurde mit
ddH,0 auf ein Volumen von 25 pl aufgefiillt und in einen Thermocycler Uberfiihrt, in dem die
Abfolge der zeit- und temperaturabhangigen Einzelschritte der PCR-Reaktion automatisiert
abliefen (Tabelle 1). Im Anschluss an die Reaktion wurde die amplifizierte DNA mit 5x Ladepuffer
versehen und auf ein 1,5 % Agarosegel aufgetragen, so dass mittels UV-Licht Detektion eine
Uberpriifung der Produktldnge stattfinden konnte (siehe 3.1.4).

3.1.3.2 Touchdown-PCR

Wahrend der PCR finden haufig Vervielfaltigungen eines DNA-Abschnitts durch unspezifische
Primer-Anlagerungen statt, die ein spezifisches Signal Giberdecken kénnen (Don et al., 1991). Zur
Vermeidung unspezifischer Amplifikationsprodukte wurde das Prinzip der ,Touchdown-PCR"
angewendet. Hierbei wurde in den ersten zehn Zyklen eine hohe Annealing-Temperatur
ausgewahlt, wodurch &duBerst spezifische Amplifikationsprodukte entstehen. Eine graduelle
Erniedrigung der Temperatur fiihrte zur Vervielfaltigung der spezifischeren Amplifikate. Diese
Methode wurde bei der Genotypisierung gentechnisch veranderter Mause eingesetzt (siehe
3.2.2).
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Tabelle 1: PCR-Programm einer Standard-PCR.

Phase Temperatur [°C] Zeit [min] Zyklen
Initiale Denaturierung 94 5

Denaturierung 94 1

Anlagerung 60 1 35 x
Elongation 72 1

Finale Elongation 72 5

Lagerung 4 oo

3.1.3.3 In situ RT-PCR

Die Methode der in situ RT-PCR kombiniert die zelluldre Auflosung der Ublichen
molekularbiologischen in situ Hybridisierung, mit der hohen Empfindlichkeit einer klassischen
RT-PCR (siehe 3.1.3.1). Wa&hrend mit der in situ Hybridisierung mRNA durch
Oligonukleotidsonden direkt im Gewebe nachgewiesen und der genaue Proteinexpressionsort
ermittelt wird, wird mit der RT-PCR mRNA in cDNA umgeschrieben und (iber Primerpaare
wahrend einer PCR-Reaktion ein spezifischer Genabschnitt amplifiziert (siehe 3.1.3). Unter
Verwendung Fluoreszenz-gekoppelter Primerpaare (Fluoreszenzsonden) erlaubt die in situ RT-
PCR eine mikroskopische Lokalisation der durch RT-PCR entstandenen und amplifizierten cDNA.
Die Methode kombiniert eine morphologische Gewebeanalyse mit der Sensitivitat der RT-PCR
und ermoglicht unter Ausschluss einer Antikorper-Verwendung die Detektion einer
Proteinexpression im Gewebe (Bagasra et al., 1992; Korkmaz et al., 2005).

Die Durchfiihrung der in situ RT-PCR wurde mit der Unterstiitzung der Arbeitsgruppe von Herrn
Professor Wilhelm Bloch an der Sporthochschule in Koéln durchgefihrt. Vor Beginn der
enzymatischen Reaktion auf humanen Gewebeschnitten der Lunge, wurden diese 15 min mit
2 pg/ml Proteinase K (in ddH,0 gel6st) und 5 mM CaCl, bei 37 °C behandelt. Diese Behandlung
fihrte dazu, dass Proteine im Gewebe verdaut und Nukleinsduren fiir die spatere Detektion
durch die Polymerase freigesetzt wurden. Die hochste Konzentration der Proteinase K und die
langste Dauer der Inkubationszeit, die mit noch keinem Gewebeabbau einherging, wurden tber
Vorversuche ermittelt. Durch eine 2 min Inkubation bei 95 °C und anschlieBendes Waschen in
1x PBS und ddH,0 wurde die Reaktion beendet. Als Nichstes wurden die Gewebeschnitte bei
Raumtemperatur (RT) an der Luft getrocknet und der Master Mix fir die PCR-Reaktion
(75 ul/Schnitt) aus den Komponenten des GeneAMP® rTth Reverse Transcriptase RNA PCR Kits
(Roche) pipettiert. Ein Reaktionsansatz setzte sich wie folgt zusammen: 36,75 ul ddH,0, 15 pl
5x Reaktionspuffer, 2,25 pl dNTPs (Stock: 10 mM), 7,5 pl Mangan(ll)-Acetat (Mn(OAc), (Stock:
25 mM), 3,75 ul RNase Inhibitor (Stock: 2,5 uM), 3,75 pl Oligo d(T)is-Primer (Stock: 50 uM), je
1,5 ul sense- und antisense Primer (Stock: 100 pmol/ul) und 3 pl der thermostabilen rTth-
Polymerase (Stock: 1 U/ul). Eine Vermischung der Flissigkeiten auf den einzelnen
Gewebeschnitten eines Objekttragers wurde verhindert, indem um jeden zu untersuchenden
Schnitt ein Silikon Dichtungsrahmen geklebt wurde. In die raumlich getrennten
yInkubationskammern” wurden 60 pl des Master Mix pipettiert. Damit aufgrund der
Warmeentwicklung der Master Mix nicht verdunstet, wurde die Inkubationskammer mit einer
diinnen Plastikfolie abgedichtet. AnschlieBend wurden die vorbereiteten Objekttrager auf den
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Aufsatz fur Objekttrager in den Primus in situ Thermocycler (MWG Biotech) gelegt und das PCR-
Programm gestartet (Tabelle 2). Nach der Umschreibung von mRNA in cDNA und der
anschlieBRenden cDNA-Amplifikation wurden die Plastikfolie und der Dichtungsrahmen entfernt
und der Gewebeschnitt mit einem Fluoreszenz-Einbettmedium und einem Deckglas
eingedeckelt. Die mikroskopische Auswertung der Gewebeschnitte fand an der Sporthochschule
K6In unter der Anleitung von Prof. Dr. Wilhelm Bloch an einem konfokalen Mikroskop (LSM 710,
Zeiss) statt.

Tabelle 2: In situ RT-PCR Programm fiir Reverse Transkription und Amplifikation.

Phase Temperatur [°C] Zeit [min] Zyklen
Reverse Transkription 42 15

Denaturierung 99

Kihlen 5

Initiale Denaturierung 95

Denaturierung 95

) 40 x

Anlagerung + Elongation 58

Finale Elongation 72 10

Lagerung 4 oo

3.1.4 Agarose-Gelelektrophorese

Die Agarose-Gelelektrophorese wird in der Molekularbiologie angewendet, um amplifizierte
DNA-Strange aufzutrennen und deren GroRe im Vergleich zu DNA-Standards, mit bekannter
Basenpaargrofle zu bestimmen (Sharp et al., 1973).

Fir ein 1,5 % Agarosegel wurden 1,5 g Agarose in 100 ml 1x TAE-Puffer (Tris-Acetat-EDTA-Puffer)
unter Kochen gel6st. Der abgekihlten, verfliissigten Agarose wurden 5 pl des DNA-Farbstoffs
Roti-Safe zugegeben und griindlich gemischt. Das Gel wurde anschliefend zligig in einen
Gelschlitten gegossen, von Luftblasen befreit und mit einem Taschenkamm versehen. Sobald das
Agarosegel ausgehdrtet war, wurde das Gel in die mit Laufpuffer (1x TAE-Puffer) gefillte
Elektrophoresekammer Uberfiihrt und die Kdmme entfernt. Die mit einem 5x Ladepuffer
versehenen DNA-Proben wurden anschlieBend gemeinsam mit einem DNA GrofRenmarker
aufgetragen und ein elektrisches Feld angelegt. Nukleinsduren sind negativ geladene Molekiile
und wandern entsprechend ihrer molekularen Masse zur Anode. Kleinere
Amplifikationsprodukte bewegten sich schneller durch die Siebstruktur des Agarosegels, als
hochmolekulare Produkte. Durch den anfangs zugegebenen DNA-bindenden Farbstoff, konnten
die derart separierten  Amplifikationsprodukte mit Hilfe einer  UV-Licht-Gel-
Dokumentationsstation visualisiert werden.
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3.2 Arbeiten mit Mausen
3.2.1 Haltung und Zucht

Die fur diese Arbeit verwendeten Mause wurden in der Tierhaltungsanlage des Walther-Straub-
Instituts fiir Pharmakologie und Toxikologie, der medizinischen Fakultat der Ludwig-Maximilians-
Universitat in Miinchen gehalten. Die Mause befanden sich dauerhaft getrenntgeschlechtlich in
individuell bellUfteten Kafigen (individually ventilated cages (IVC)) und waren einem 12 h
Lichtrhythmus, 22 °C RT und 50 % Luftfeuchtigkeit ausgesetzt. Wasser und Nahrung standen
ihnen ad libitum zur Verfigung. Zuchttiere wurden kontinuierlich und monogam verpaart und
Jungtiere nach drei Wochen von den Eltern entwoéhnt. Zum Zeitpunkt des Absetzens wurden die
Jungtiere mit einem Ohrloch versehen und eine Schwanzspitzenbiopsie fiir die Bestimmung des
Genotyps vorgenommen (3.2.2).

Fir die vorliegende Arbeit wurden Organentnahmen am getdteten Tier vorgenommen. Das
, Toten von Tieren zu wissenschaftlichen Zwecken” (Organentnahme) war zu dem Zeitpunkt des
Verfassens dieser Arbeit weder anzeige-, noch genehmigungspflichtig. Der laut dem § 4 (1a)
erforderte Sachkundenachweis (Felasa C Kurs) wurde erbracht und die korrekte Vorgehensweise
von der Tierschutzbeauftragten, Frau Dr. Eibicht-Weber, tGberpriift.

Tiere, deren Organe in dieser Arbeit zu Untersuchungszwecken verwendet wurden, wurden vor
der Organentnahme oder der Blutentnahme mit dem Inhalationsnarkotikum Isofluran betaubt
und durch einen Genickbruch getotet.

Fiir funktionelle Untersuchungen wurden ausschlielich Taslrl-mcherry bzw. Tas2r131-hrGFP
Mause verwendet, die in sechster Generation auf C57BL/6N (98,4 % C57BL/6N-
Stammhintergrund) zurlickgekreuzt waren. Als Kontrolltiere wurden Geschwister, Wildtyp-Tiere
der gleichen Mauslinie und des gleichen genetischen Hintergrunds oder C57BL/6N-Mause
verwendet. Die Angabe des entsprechenden Kontrolltiers erfolgt in den jeweiligen
Ergebnisbeschreibungen.

3.2.1.1 Analyse des Reproduktionserfolgs

Zur Analyse des Reproduktionserfolgs wurden die Zeiten zwischen dem Zuchtbeginn und dem
ersten Wurf eines Zuchtpaares (= Zeit bis zum 1. Wurf) sowie die Zeiten zwischen den einzelnen
Wiirfen eines Paares (= Wurfabstand) protokolliert. Die GréRe eines Wurfes wurde in seiner
Gesamtzahl (Weibchen und Mannchen) direkt nach der Geburt festgehalten und die
Geschlechterverteilung ermittelt. Daten von Zuchtpaaren des gleichen Verpaarungsansatzes
wurden vereint, das arithmetische Mittel gebildet und auf Abweichungen zu erfassten Daten aus
hausinternen C57BL/6N-Wildtyp-Zuchten untersucht.

3.2.1.2 Analyse der Lebenserwartung neugeborener Jungtiere

Neben der Untersuchung des Reproduktionserfolgs der verwendeten Mauslinien (siehe 3.2.1.1),
wurde die durchschnittliche Lebenserwartung von neugeborenen Jungtieren in den ersten drei
Lebenswochen bestimmt. Todesfélle innerhalb eines Wurfes wurden anteilig zur WurfgréRe
festhalten und fiir jeden Verpaarungsansatz das arithmetische Mittel gebildet und dieses mit
Daten der C57BL/6N-Zucht verglichen.
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3.2.1.3 Analyse der Genotypverteilung nach G. Mendel

Die Nachkommen jedes Zuchtpaares wurden genotypisiert (siehe 3.2.2) und die
Genotypverteilung im Vergleich zu den Vererbungsregeln genetischer Merkmale nach Gregor
Mendel berechnet (Campbell et al., 2006). Die Verteilung der einzelnen Genotypen innerhalb
eines Verpaarungsansatzes wurde anteilig auf die Gesamtzahl der beobachteten Tiere
berechnet. Diese Ergebnisse wurden abschlieRend mit der zu erwartenden Genotyp-Verteilung
Uber den statistischen Chi-Test verglichen.

3.2.2 Genotypisierung

3.2.2.1 Schwanzspitzenverdau
Die Bestimmung des Genotyps von gentechnisch veranderten Madusen erfolgte PCR-basiert an
extrahierter, genomischer DNA, die aus Schwanzspitzenbiopsien gewonnen wurde (siehe 3.2.1).
Die frisch gezwickten, oder kurzzeitig bei 4 °C gelagerten Schwanzspitzen wurden Gber Nacht in
330 pl eines Puffergemischs (Puffer B, versetzt mit 10 % SDS und 1 mg/ml Proteinase K) bei 55 °C
in einem Wasserbad inkubiert.

3.2.2.2 DNA-Isolation

Die verdauten Schwanzspitzen wurden mit 1,5 pl RNase A (Stock: 10 mg/ml) versehen und fiir
30 min bei 37 °C in einem Wasserbad inkubiert. AnschlieBRend wurde die Losung mit 100 pl
gesattigter NaCl-Losung (35 % w/v in ddH,0) verdiinnt, wodurch es zu einer Neutralisierung der
Probe kam. Nach einer 15 min Schittelperiode bei RT wurden Gewebereste durch eine
Zentrifugation fiir 30 min bei 16.000 g pelletiert und die DNA im Uberstand in ein neues
Reaktionsgefal Uberfiihrt. Die DNA-Fallung erfolgte durch die Zugabe von 860 ul 100 % Ethanol
(EtOH) und einer weiteren Zentrifugation fir 15 min bei 16.200 g. Die prazipitierte DNA wurde
mit 500 pl 70 % EtOH versetzt und erneut fiir 5 min bei 16.000 g zentrifugiert. Der Uberstand
wurde verworfen, und die pelletierte DNA bei RT getrocknet (2-3 h). Das DNA-Pellet wurde in
100 pl ddH,0 aufgenommen und fiir Genotyp-Bestimmungen verwendet (siehe 3.2.2).

3.2.2.3 PCR

Der zu typisierende DNA-Abschnitt wurde aus der extrahierten, genomischen DNA (siehe
3.2.2.2) in einer PCR in vitro amplifiziert, indem spezifische DNA-Primer eingesetzt wurden, die
eine Vervielfaltigung der Gensequenz von beiden Seiten beschrankten (Mullis et al., 1986; Saiki
et al., 1985). Die Zusammensetzung der Komponenten der PCR-Reaktion zur Genotypisierung
glichen der einer Standard-PCR (siehe 3.1.3.1), wohingegen das PCR-Programm nach dem
,Touchdown-Prinzip“ aufgebaut war (siehe 3.1.3.2). Nach Ablauf der Amplifikation der
entsprechenden DNA-Abschnitte wurden die PCR-Proben mit 5x Ladepuffer versehen, in einer
Agarose-Gelelektrophorese der molekularen Masse nach aufgetrennt und mit UV-Licht angeregt
(siehe 3.1.4).

50



Methoden

BL-IRES-mCherry BL-IRES-hrGFP

Tabelle 3: PCR-Programm zur Genotypisierung der Mauslinien Tas1rl und Tas2r131

Phase Temperatur [°C] Zeit [min] Zyklen
Initiale Denaturierung 95 15

Denaturierung 95 1

Anlagerung 65 0,45 5X
Elongation 72

Denaturierung 95 1

Anlagerung 63 0,45 - 30x
Elongation 72 3 )

Finale Elongation 72 10

Lagerung 4 oo

Tabelle 4: PCR-Programm zur Genotypisierung der TRPM5-knockout-Mauslinie.

Phase Temperatur [°C] Zeit [min] Zyklen
Initiale Denaturierung 95 5

Denaturierung 95 0,5

Anlagerung 70 0,5 r 10x
Elongation 72 1

Denaturierung 95 0,5 ]
Anlagerung 59 0,5 r 35X
Elongation 72 1

Finale Elongation 72 5

Lagerung 4 oo

3.2.3 Spermienisolation aus dem Nebenhoden und Bestimmung mannlicher

Reproduktionsparameter
Spermien werden in den Hodenkanalchen gebildet und wandern von dort in den Nebenhoden,
wo sie im caudalen Abschnitt bis zur Ejakulation gespeichert werden (Cheng et al., 2010; de
Kretser et al.,, 1998). Fir alle hier zusammengefassten funktionellen Untersuchungen an
Spermien und die quantitative Bestimmung der Spermienanzahl wurden Spermien aus der
cauda epididymis von mindestens 10 Wochen alten Mannchen verwendet.

Die mit Isofluran betdubte und durch einen Genickbruch getétete, mannliche Maus wurde
gewogen, um das Korpergewicht als biometrisches Merkmal zu bestimmen. Danach wurde der
Bauchraum unverziiglich eroffnet und der caudale Abschnitt beider Nebenhoden sowie circa
1cm der Samenleiter entnommen und in eine Petrischale mit 37 °C-warmen HS-Puffer
Uberfiihrt. Dort wurde das Gewebe von Fett-, Fremdgewebe- und Blutresten befreit und in eine
weitere, mit 2 ml 37 °C-warmen HS-Puffer gefiillte Petrischale transferiert. Der Nebenhoden und
der Samenleiter wurden mit einem Skalpell mehrfach eingeschnitten, so dass die Spermien in
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das sie umgebende, flissige Medium schwimmen konnten. Die Petrischale wurde fiir diesen
Vorgang mindestens 30 min in einen 37 °C Warmeschrank gestellt. AnschlieRend wurde die
Spermiensuspension, moglichst frei von epididymalen Geweberesten, in ein 2 ml ReaktionsgefaR
Uberfihrt. Um die Spermien vor duBerem Stress, wie Scherkrdften oder Erschiitterungen zu
schitzen, wurden diese ausschlieBlich mit abgeschnittenen Pipettenspitzen dullerst vorsichtig
pipettiert und ruckartige Bewegungen vermieden. Zur Bestimmung der Spermienanzahl wurde
eine 1:40 Verdiinnung in ddH,0 angesetzt und die Zellzahl pro Milliliter (ml) mit einer Neubauer
Zahlkammer bestimmt. Da zu Beginn der Prozedur beide Nebenhoden in 2 ml Puffer
eingeschnitten wurden, wurde die mit der Zdhlkammer bestimmte Spermienanzahl mit dem
Faktor zwei multipliziert, um die Gesamtspermienanzahl eines Mannchens zu ermitteln. Um
einen moglichen Effekt der Gendeletion auf das mannliche Reproduktionssystem genauer zu
analysieren wurde das Hodengewicht ermittelt, indem beide Hoden eines Mannchens direkt
nach deren Entnahme gewogen wurden. Hierbei wurde darauf geachtet, dass keinerlei Fett,
oder andere Gewebereste das Resultat der Hodengewichtsbestimmung verfalschten.

3.2.4 Gewinnung von Serum und Plasma aus Blutproben der Maus

Das Blut eines Sdugers besteht aus dem zellularen (Erythrozyten, Leukozyten und
Thrombozyten) und dem flissigen Bestandteil, dem Blutplasma (Blutserum mit
Gerinnungsfaktoren). Das Blutplasma bzw. Blutserum wird vom Koérper als Transportmittel fir
Hormone verwendet, so dass in diesem die Konzentration unterschiedlicher Hormone im Kérper
bestimmt werden kann. Im Rahmen dieser hier vorgestellten Studien wurden zu Beginn
Serumproben von entnommenem Blut gewonnen, wohingegen im Verlauf der Arbeit mit
Blutplasma gearbeitet wurde, da sich dieses fiir die massenspektrometrische
Testosteronbestimmung als geeigneter erwies. Fir die Blutgewinnung wurde einer mit Isofluran
betdaubten und durch Genickbruch getéteten Maus mit einer Kaniile (23 G) rasch Vollblut aus der
rechten Herzkammer entnommen.

Als Blutserum (kurz: Serum) wird der fliissige, klare Uberstand bezeichnet, der sich in vitro nach
abgeschlossener Blutgerinnung vom Koagulum absetzt. Das Serum ist im Gegensatz zum
Blutplasma frei von Fibrinogenen. Eine Serumprobe vom Blut einer Maus wurde gewonnen,
indem die Koagulation des Blutes in einem Reaktionsgefal erlaubt wurde und nach 30 min eine
vollstandige Gerinnung festgestellt werden konnte. Durch eine Zentrifugation des geronnenen
Blutes fiir 10 min bei 4.500 g setzten sich die Blutzellen und das Fibrin des Blutes ab und das
Serum verblieb im Uberstand. Dieses wurde in ein neues ReaktionsgefaR tberfiihrt und bis zur
Verwendung bei -80 °C gelagert.

Da Blutplasma alle Gerinnungsfaktoren enthalt, wurde bei der Blutentnahme das Blut schnell in
Ethylendiamintetraessigsdure (EDTA)-beschichtete ReaktionsgefdRe Uberfiihrt, um eine
Koagulation des Blutes zu verhindern. Das Gefdll wurde anschlieBRend zehnmal vorsichtig
invertiert und bei 4 °C bis zur zeitnahen Blutfraktionierung aufbewahrt. Die zelluldren
Bestandteile wurden hierbei durch eine Zentrifugation fiir 10 min bei 5.000 g und 4 °C von dem
flissigen Blutplasma getrennt, das vorsichtig abgenommen und in ein neues ReaktionsgefaR
pipettiert wurde. Bis zur Verwendung des Blutplasmas wurde dieses bei -80 °C aufbewahrt.
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3.3 Proteinbiochemische Methoden

3.3.1 Immunhistochemische Untersuchung von murinen Gewebe

Die Expression eines Proteins kann mit zahlreichen Techniken untersucht werden, unter
anderem mit der indirekten Markierung im Gewebe durch eine Antikorperreaktion. Das Prinzip
beruht auf der Basis der Antigen-Antikorper-Reaktion, bei der ein Antikérper das zu
untersuchende Protein an seinem Antigen-Epitop erkennt und durch eine Komplexierung mit
einem Fluorochrom-gekoppelten Zweitantikorper die Lokalisation des Proteins im Gewebe
erkennbar macht. Der Expressionsort kann anschlieRend an einem Fluoreszenz- oder konfokalen
Mikroskop untersucht werden.

3.3.1.1 Fixierung, Anfertigen und immunhistochemische Untersuchung von Gefrierschnitten

3.3.1.1.1  Gewebefixierung und Einbetten in Einbettmedium

Das einer Maus entnommene und gesauberte Organ wurde zigig in 4 % PFA in
Natriumphosphatpuffer, pH 7.4, Gberfiihrt und fir 2 Stunden (h) bei 4 °C fixiert. Um ein Platzen
der Zellen durch die anschlieende Lagerung bei -80 °C zu vermeiden, wurde das fixierte Organ
Uber Nacht bei 4 °C in einem 20-25 % Sucrose/PBS-Puffer inkubiert. Das kryoprotektierte Organ
wurde mit Einbettmedium in einem Hitchen aus Aluminiumfolie auf Trockeneis eingebettet und
bis zum Schneidevorgang bei -80 °C aufbewahrt.

3.3.1.1.2 Anfertigung von Gefrierschnitten

Die Gefrierblocke wurden mit Einbettmedium auf einer Halterung des Cryostaten (CM3050 S,
Leica) befestigt und in die Objektfassung eingespannt. Wahrend des Schneidevorgangs betrug
die Kammerinnentemperatur -18 °C und die Temperatur des Objekttisches -20 °C. Die
Schnittdicke, die vom Gewebetyp abhangig war, lag zwischen 6 und 15 um und ist fir jedes
Versuchsvorhaben im Ergebnisteil genau angegeben. Die, durch eine rotierende Bewegung der
Klinge, erzeugten Gewebeschnitte wurden auf beschichtete Objekttrager aufgezogen und bis zur
weiteren Verwendung bei -80°C gelagert.

3.3.1.1.3 Immunhistochemische Markierung

Wahrend der Arbeit mit Gewebe, das ein Fluoreszenzprotein exprimierte, wurde sorgfaltig
darauf geachtet, dass die Durchfiihrung der Methode unter Ausschluss von Licht erfolgte. Zur
immunhistochemischen Markierung wurden Gefrierschnitte 10-15 min bei RT angetaut und
30 min mit einer Blockierungs- und Permeabilisierungslésung (10 % FCS in 0,3 Triton X-100/PBS)
in einer feuchten Kammer bei 4 °C behandelt. Indem unspezifische Bindestellen gesattigt
wurden, flhrte die Blockierung zu einer spezifischeren Bindung des Antikorpers an das Epitop.
Der Antikorper wurde in 5 % FCS in 0,3 % Triton X-100/PBS verdiinnt, auf den Gewebeschnitt
aufgebracht und UGber Nacht bei 4 °C in einer feuchten Kammer inkubiert. Der (iberschissige,
nicht-gebundene Antikérper wurde durch dreimaliges Waschen von je 10 min in einer
Glaskiivette mit 1x PBS entfernt. Der Fluorochrom-gekoppelte Sekundarantikérper, der das
spezienspezifische Fc-Fragment des Erstantikérpers erkennt, wurde ebenfalls in frisch
angesetzter 5 % FCS in 0,3 % Triton X-100/PBS-Lésung verdiinnt und 2 h bei RT in einer feuchten,
lichtundurchlassigen Kammer auf dem Gewebeschnitt belassen. Fir die Darstellung von
Zellkernen mit TO-PRO-3 (1:1.000) oder DAPI (1:10) wurde der Zweitantikorperlosung der
Farbstoff in der entsprechenden Verdinnung zugefligt. Erneut wurde Uberflissiger Antikérper
durch drei Waschgdnge von je 10 min mit 1x PBS entfernt und der Schnitt auf dem Objekttrager
mit Mounting-Medium und einem Deckglas eingedeckelt und mit Nagellack versiegelt. Die
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Untersuchung der Fluoreszenzmarkierung fand an einem konfokalen Mikroskop (LSM 510 Meta,
Zeiss) der Zahnklinik der LMU Minchen statt. Hierbei wurde zuerst ein Praparat, welches
ausschlieBlich mit dem Sekundarantikorper inkubiert wurde (Negativkontrolle) untersucht, um
die unspezifische Bindung des Fluoreszenz-gekoppelten Antikérpers und das dadurch
entstehende Signal festzustellen. Die hierbei verwendeten Laser-Einstellungen wurden derart
justiert, dass ein Hintergrundsignal &duBerst gering zu detektieren war. Dadurch konnte
sichergestellt werden, dass alle anschlieBend mit den gleichen Laser-Einstellungen
aufgenommenen Fluoreszenzsignale keine falsch-positiven Ergebnisse darstellten.

3.3.1.2 Fixierung, Anfertigung und immunhistochemische Untersuchung von Paraffinschnitten

3.3.1.2.1  Gewebefixierung und Einbetten in Paraffin

Fir die immunhistochemische Untersuchung von Paraffinschnitten wurden die Organe in
warmes, flissiges Paraffin, welches bei RT aushéartet, eingebettet. Hierflir wurden die zu
untersuchenden Organe aus dem getoteten Tier entnommen und mit 1x PBS von Blut- und
Fellresten gesaubert. Direkt nach der Entnahme wurden die Organe in 10 % gepufferter
Formalinldsung (3,7 % Formaldehyd in PBS) Gber Nacht bei 4 °C fixiert, um autolytische Prozesse
und eine mikrobiologische Degradation zu vermeiden. Fir das Einbetten in Paraffin, welches
nicht mit Wasser mischbar ist, wurde das Organ zuvor entwdassert. Hierfir wurde eine
aufsteigende Ethanolreihe (je zweimal 70 %, 80 %, 90 %, 100 %) verwendet, der sich ein
zweimaliges Bad in Xylol anschloss, welches eine organisch-chemische Flissigkeit ist, die sich
sowohl mit Alkohol, als auch mit Paraffin mischen |asst. Jeder dieser einzelnen
Inkubationsschritte dauerte 1 h. Im Anschluss erfolgte die Inkubation des Gewebes in
erwarmten, flissigen Paraffin, wodurch es zu einer Infiltration des Gewebes durch flissiges
Wachs kam. Nach dem Durchtranken wurde das Organ in einer Einbettkassette mit flissigem
Paraffin eingebettet und bis zur vollstindigen Erhartung auf einer Kalteplatte belassen. Die
dauerhafte Lagerung dieser Paraffinblocke erfolgte bei 4 °C. Die Vorgange der entwdssernden,
aufsteigenden Alkoholreihe und des Einbettens in Paraffin wurden am Institut fiir Rechtsmedizin
der LMU mit einem Gewebeinfiltrationsautomaten und einer Einbettstation durchgefiihrt.

3.3.1.2.2  Anfertigung von Paraffinschnitten

Mithilfe eines Rotationsmikrotoms wurden von den angefertigten Paraffinblocken 3 pum dicke
Gewebeschnitte angefertigt. Diese wurden anschlieBend in ein 45 °C warmes Wasserbad
Uberfiihrt, wodurch die, durch das Schneiden entstandenen, Falten geglattet wurden. Die
Gewebeschnitte wurden auf beschichtete Objekttrager aufgezogen und aufrecht fir 2 h bei
80°C erwdarmt, damit Uberschiissiges Paraffin abflieBen konnte. Entparaffinierte
Gewebeschnitte wurden bis zur Verwendung bei 4 °C gelagert.

3.3.1.2.3  Immunhistochemische Markierung

Eine Antigen-Antikorper-Reaktion findet im wassrigen Milieu statt, weswegen Paraffinschnitte,
welche zuvor vollstandig entwéassert wurden (siehe 3.3.1.2.1), wieder rehydriert werden
mussten. Hierfir erfolgte eine zweimalige Inkubation in Xylol (je 10 min) und eine absteigende
Ethanolreihe (100 %, 100 %, 80 %, 70 %; jeweils 5 min), sowie eine abschlieRende Inkubation in
ddH,0. Durch die vorangegangene Formalin-Fixierung kann es zu einer Proteinquervernetzung
kommen, wodurch Epitope ,maskiert” werden. Dies wurde durch eine sogenannte
,Demaskierung” (Antigen-Retrieval) riickgdngig gemacht. Hierfiir wurde der Gewebeschnitt nach
der Rehydrierung in kochenden Citratpuffer iberfiihrt und 10 min in der Mikrowelle gekocht.
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Nach einer Abkiihlphase von 30 min bei RT wurde fiir den Antikérper-basierten Nachweis eines
Proteins mit den Paraffinschnitten ebenso verfahren, wie fiir die Gefrierschnitte bereits erldutert
wurde (siehe 3.3.1.1.3). Zunachst erfolgte eine Blockierung unspezifischer Proteinbindestellen
(10 % FCS in 0,3 Triton X-100/PBS), und die Inkubation mit einem Priméarantikdrper Gber Nacht
bei 4 °C in einer feuchten Kammer. Der Uberschissige und ungebundene Primarantikorper
wurde durch dreimaliges Waschen von je 10 min mit 1x PBS entfernt, und die
Sekundarantikorperlosung, die direkt mit einem Kernfarbstoff versetzt wurde, fiir 2 h bei RT und
unter Ausschluss von Licht auf den Gewebeschnitt gegeben. Durch erneutes Waschen mit 1x PBS
wurde ungebundener Antikdrper entfernt und der Gewebeschnitt abschlieBend mit Mounting-
Medium und einem Deckglas eingedeckelt. Die Detektion der Fluoreszenzmolekiile fand an
einem konfokalen Mikroskop (LSM 510 Meta, Zeiss) der Zahnklinik der LMU Miinchen statt. Zu
Beginn der mikroskopischen Analysen wurde die Negativkontrolle untersucht und die Laser-
Einstellungen derart gewahlt, dass kein Hintergrundsignal durch unspezifische Bindungen des
fluoreszierenden Zweitantikérpers zu detektieren war. Diese Einstellungen wurden fir die
weiteren Aufnahmen nicht verdandert und auf diese Weise die Aufnahme falsch-positiver Signale
verhindert.

3.3.1.3 Immunzytochemische Untersuchung von Spermien

3.3.1.3.1  Anfertigung von Spermienausstrichen fir die Mikroskopie

Fiir immunzytochemische Farbungen an isolierten Spermien wurde der caudale Abschnitt des
Nebenhodens entnommen, in HS-Puffer gewaschen, um Blut-, Fell- und Fettreste zu entfernen
und in eine Petrischale mit 2 ml vorgewarmten HS-Puffer Uberfiihrt. Das Gewebe wurde
mehrere Male mit einem Skalpell eingeschnitten. In einem 37 °C Warmeschrank konnten die
Spermien fir mindestens 15 min in das sie umgebende Medium schwimmen. Die
Spermiensuspension wurde anschlieRend in ein 2 ml ReaktionsgefaR Gberfiihrt und 5 min bei
400 g zentrifugiert, wobei der Uberstand verworfen wurde. Das Pellet wurde zweimal in 1x PBS
gewaschen und pro Nebenhoden in 250 pl 1x PBS aufgenommen. Ungefdhr 20 pl dieser
Spermiensuspension wurden innerhalb eines Fettkreises auf einem Objekttrager ausgestrichen
und bei RT getrocknet. Eine Proteindegradation wurde vermieden indem die Praparate
anschlieRend fir 5 min in 1x PBS rehydriert und mit eiskaltem Methanol 2 min bei -20°C fixiert
und permeabilisiert wurden. Die Praparate wurden nach der Fixierung in 1x PBS gewaschen und
bei 4 °C bis zur Verwendung gelagert.

3.3.1.3.2 Immunzytochemische Markierung

Unspezifische Antigen-Antikorper-Bindungen in Spermien von zuvor angefertigten Ausstrichen
(siehe 3.3.1.3.1) wurden durch eine 30 min Inkubation in einer feuchten Kammer mit einer
Blockierungslosung (10 % FCS in 1x PBS) bei RT vermieden. Der Primarantikérper wurde in 5 %
FCS in 1x PBS verdiinnt und die Loésung auf die Spermienausstriche aufgebracht, so dass tber
Nacht in einer dunklen, feuchten Kammer bei 4 °C eine AntikOrperreaktion stattfinden konnte.
Der ungebundene Antikérper wurde durch dreimaliges Waschen von je 10 min mit 1x PBS
entfernt, und der Sekundarantikorper fiir 2 h bei RT in einer feuchten Kammer auf den Zellen
inkubiert. Der Fluorochrom-gekoppelte Zweitantikérper wurde in der gleichen, frisch
angesetzten Losung wie der Erstantikdrper verdlinnt. Fir die Visualisierung der Zellkerne
wurden der Zweitantikorperlosung entweder der Farbstoff TO-PRO-3 (1:1.000) oder DAPI (1:10)
zugegeben. Der Uberschissige Antikorper und ungebundener Farbstoff wurden durch drei
Waschschritte von je 10 min mit 1x PBS entfernt und die Praparate mit Mounting-Medium
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eingedeckelt und mit Nagellack versiegelt. Die Detektion der Fluoreszenzproteine fand an einem
konfokalen Mikroskop (LSM 510 Meta, Zeiss) der Zahnklinik der LMU Miinchen statt.

3.3.1.3.3  Akrosomale Markierung mit Peanut agglutinin

Dem Spermienkopf sitzt ein Vesikel auf, welches mit hydrolytischen Enzymen gefillt ist und als
Akrosom bezeichnet wird. Dieses kann mit einem spezifischen Marker, peanut agglutinin (PNA),
angefarbt werden, wodurch bei der Maus eine sichelférmige Markierung im Spermienkopf
sichtbar gemacht werden kann (Aviles et al.,, 1997). In dieser Arbeit wurden Fluoreszenz-
gekoppelte Lectine verwendet, an die entweder das Fluorochrom FITC (griin, PNA-FITC) oder
TRITC (rot, PNA-TRITC) gekoppelt war. Fiir die Anwendung des Fluorochrom-gekoppelten PNAs,
wurden die Spermien, wie in den Abschnitten 3.3.1.3.1 und 3.3.1.3.2 beschrieben, behandelt
und das fluoreszierende PNA (1:500) der Zweitantikorperlsung zugegeben. Die mikroskopische
Analyse dieser Markierung erfolgte an einem konfokalen Mikroskop (LSM Meta 510, Zeiss) der
Zahnklinik der LMU Minchen.

3.3.2 Gewebefraktionierung

Der Expressionsort eines Proteins innerhalb der Zelle kann Hinweise auf die mogliche Funktion
des Proteins geben. Die Methode der fraktionellen Zentrifugation erlaubt es die Lokalisation
eines Proteins, aufgrund unterschiedlicher GréBen und Dichten der einzelnen Zellbestandteile,
bestimmten Fraktionen zuzuordnen (Lottspeich, 2006; McKeel and Jarett, 1970). Der
differentiellen  Zentrifugation  schlieRt  sich  eine  SDS-PAGE  (SDS-Polyacrylamid-
Gelelektrophorese) mit anschlieRender Western Blot Analyse an.

Zu Beginn wurde das Gewebe, das entweder frisch prapariert, oder bei -80 °C gelagert und zur
Aufbereitung kurz vorher aufgetaut wurde, gewogen und pro Gramm Gewebe mit 10 ml
Sucrosepuffer, versetzt mit cOmplete Proteaseinhibitor, iberfiihrt. Die Zerkleinerung und der
Zellaufschluss fanden auf Eis in einem Homogenisator mit einem Glaspistill statt. Das
Homogenisat wurde in ein entsprechendes Reaktionsgefall transferiert und 3x 30 Sekunden
(sek) mittels eines Ultraschallstabs sonifiziert. Durch die hochfrequenten Ultraschallwellen
wurden die Zellen, die durch die mechanische Einwirkung noch nicht aufgeschlossen waren,
aufgebrochen. Der erste Zentrifugationsschritt fir 10 min bei 2.000 g und 4 °C fihrte zur
Prazipitierung der schweren Zellkomponenten, wie den Zellkernen und dem Zytoskelett. Dieses
Pellet wurde verworfen, und der Uberstand (= S1), der die Zellmembranen und die
membranassoziierten Proteine enthielt, fir die weitere Fraktionierung verwendet. Nachdem ein
Aliquot des Si1-Uberstands fiir anschlieBende proteinbiochemische Untersuchungen
abgenommen wurde, wurde der Restlberstand erneut fir 1 h bei 10.000 g und 4 °C
zentrifugiert. Im Uberstand (= S2) befanden sich die zytosolischen und membranassoziierten
Proteine, wohingegen sich die Zellmembranen im Pellet (= P2) absetzten, das in ddH,0 gelost
wurde. Es wurde von allen Fraktionen (S1, S2, P2) die Proteinkonzentration bestimmt (siehe
3.3.3) und derart mit ddH,0 verdiinnt und mit SDS-Ladepuffer versetzt, dass sich eine finale
Proteinkonzentration von 2 mg/ml ergab. Auf diese Weise konnten die vorbereiteten Proben auf
die Verteilung eines Proteins innerhalb der Zelle hin mit Hilfe der Western Blot Methode (siehe
3.3.4.2) untersucht werden.
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3.3.3 Proteinbestimmung nach Bradford

Die quantitative Bestimmung des Proteingehalts einer Probe verhindert falsch-negative
Ergebnisse bezlglich der Proteinexpression. Der Bradford-Test wird mit dem Farbstoff
Coomassie-Brillant Blau durchgefiihrt, der in saurer Losung Proteine bindet, wodurch sich das
Absorptionsmaximum von 470 nm auf 595 nm verschiebt, das dann mit Hilfe eines Photometers
gemessen werden kann (Bradford, 1976).

Fiir die Proteinbestimmung wurden 2 pl Probe mit 98 ul ddH,0 und 1,5 ml Bradford-Reagenz
vermengt und 5 min bei RT inkubiert. Die Konzentrationsbestimmung konnte nur in
Abhangigkeit von einer Standardprobe stattfinden, welche sich aus 2 pl BSA (2 mg/ml), 2 ul des
fiir die Probe verwendeten Puffers, 96 ul ddH,0 und 1,5 ml Bradford-Reagenz zusammensetzte.
Um die Reaktivitdt des verwendeten Puffers in der Auswertung vernachldssigen zu kénnen,
wurde eine Leerprobe, die aus 2 ul des Puffers, 98 ul ddH,O und 1,5 ml Bradford-Reagenz
bestand, angesetzt. Sowohl diese Probe als auch die Standardprobe wurden fiir 5 min bei RT
inkubiert, bevor zuerst die Leerprobe und dann der Standard und die Versuchsproben in einer
Halbmikrokiivette in einem Photometer bei 595 nm gemessen wurden. Die hierbei ermittelten
Werte wurden zu den Werten der Standardprobe ins Verhaltnis gesetzt und dadurch eine
guantitative Ermittlung ermdglicht. Bis auf die Leerprobe, wurden alle Proben in Triplikaten
angesetzt und gemessen. Mit Hilfe dieser Konzentrationsbestimmung war es moglich gleich viel
Proteinmenge auf ein SDS-Gel aufzutragen und so Expressionsraten eines Proteins in
unterschiedlichen Proben miteinander zu vergleichen.

3.3.4 SDS-PAGE — Diskontinuierliche SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese

Der Nachweis eines Proteins kann Uber die Molekiilmassenauftrennung durch eine SDS-PAGE
und der Ubertragung der Proteine auf eine Nitrozellulosemembran mit anschlieBendem
Immunnachweis erfolgen. Hierbei wird die aufzutrennende Probe mit einem Ladepuffer versetzt,
der die Detergenzien Natriumdodecylsulfat (SDS) & B-Mercaptoethanol enthilt. Durch die
Anlagerung des SDS an die Proteine und das zuséatzliche Aufkochen der Probe, wodurch eine
Denaturierung der Proteine erfolgt, kbnnen die enthaltenen Proteine linearisiert werden. Die so
vorbereiteten Proben durchwandern anschlieRend die Gelmatrix eines diskontinuierlichen SDS-
Gels, wodurch es zu einer massenabhdngigen Auftrennung der Proteine kommt, da schwerere
und somit langere Proteine von dem Gel starker zuriickgehalten werden und dadurch eine
langsamere Laufgeschwindigkeit haben, als leichtere, kiirzere Proteine. Im Anschluss an die
Proteinauftrennung kdnnen die Proteine Uber einen elektrischen Transfer (Western Blot-
Verfahren) aus dem SDS-Gel auf eine Nitrozellulosemembran Gbertragen werden. Die auf der
Membran befindlichen Proteine kénnen dann {iber eine indirekte Immunreaktion markiert und
beispielsweise Uber ein Verfahren mit Chemilumineszenz detektiert werden.

3.3.4.1 SDS-Gel

Fir die Proteinauftrennung wurde ein diskontinuierliches SDS-Gel angefertigt, das sich aus
einem unteren Trenngel und einem oberen Sammelgel zusammensetzte (Laemmli, 1970). Das
Trenngel war variabel in seiner Acrylamidkonzentration (6 — 12 %; Acrylamid / Bisacrylamid
37,5:1), hatte einen pH von 6,8 und eine lonenkonzentration von 0,5 M Tris/HCI, wohingegen
das Sammelgel immer aus 5 % Acrylamid bestand, sowie einen pH von 8,8 und eine
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lonenkonzentration von 1,5 M Tris/HC| aufwies. Von der Molektulmasse des nachzuweisenden
Proteins wurde das prozentuale Gehalt des Acrylamids im Trenngel abhdngig gemacht. Kleinere
Molekile, die schneller durch das Gel wandern und fir die ein dichteres Gel eine bessere
Auftrennung sicherstellt, wurden in hochprozentigen Acrylamid-Gelen aufgetrennt, wohingegen
fir groRere Proteine ein weniger stark vernetztes Gel verwendet wurde. Kurz vor dem Giel3en
des Gels, wurde die Trenngel-Lésung mit 30 pg/ml Ammoniumpersulfat (APS), einem
Polymerisationsinitiator und 0,06 % Temed, ein Polymerisationskatalysator, versetzt, wodurch es
rasch zu einer Polymerisation des Gels bzw. des Quervernetzers Acrylamid kam. Um einen
glatten Abschluss des Gels und somit einen guten Ubergang zum darauffolgenden Sammelgel zu
ermoglichen, wurde das noch flissige Trenngel mit Isopropanol lberschichtet. Dieses wurde
nach der Auspolymerisation entfernt und die mit Temed und APS versetzte Sammelgel-Losung
auf das ausgehartete Trenngel gegossen. Nach dem GieRen und vor dem Aushéarten des Gels
wurde das Sammelgel direkt mit einem Probenkamm versehen, welcher Taschen in das spater
polymerisierte Gel formte, in die die Versuchsproben geladen werden konnten. Die Proben
wurden mit einem vierfach konzentrierten SDS-Ladepuffer versehen und dreimal je 30 sek
sonifiziert. Durch die denaturierenden Komponenten des Ladepuffers und der Sonifizierung
sowie dem anschlieRenden Aufkochen der Probe bei 95 °C fiir 5 min wurde ein guter
Zellaufschluss, aber auch die Zerstérung genomischer DNA gewahrleistet. Die Proben wurden,
neben einem ProteingréBenmarker, auf das diskontinuierliche SDS-Gel aufgetragen, das sich in
einer mit 1x Laufpuffer befillten Laufkammer befand. Um alle Proben in einer Lauffront zu
sammeln, wurde zu Beginn an die Laufkammer eine Spannung von 80 V angelegt, bei der das
Proteingemisch durch das Sammelgel laufen konnte. AnschlieRend wurde das Spannungsfeld auf
120 V erhoht und die Proben im Trenngel massenabhangig aufgetrennt.

3.3.4.2 Western Blot

In der Biochemie ist die Methode des Western Blots eine sehr giangige Moglichkeit um Proteine,
die in einem SDS-Gel aufgetrennt wurden (siehe 3.3.4.1) auf eine Membran zu Gbertragen, die
dann Uiber unterschiedliche Reaktionen nachgewiesen werden kénnen (Towbin et al., 1979).

Sobald die Proteine im SDS-Gel ausreichend aufgetrennt waren, wurde das Gel in eine Semi-Dry
Western Blot Kammer (berfiihrt, wo es auf eine Nitrozellulosemembran gelegt wurde, welche
eine hohe Proteinbindekapazitat aufweist und Proteine Uber hydrophobe Wechselwirkungen
binden kann. Um diese Bindestellen zu aktivieren, wurden sowohl die Membran, als auch die
Filterpapiere in Blotpuffer getrankt, der Methanol enthielt. Der Aufbau eines ,Blotstapels” sah
wie folgt aus: Auf die Anode der Kammer wurden sechs Filterpapiere, die in Anodenpuffer |
getrankt wurden gelegt. Dieser Stapel wurde mit drei Filterpapieren, sowie einer
Nitrozellulosemembran, die zusammen mit dem Anodenpuffer 1l befeuchtet wurden,
weitergefiihrt. Das SDS-Gel wurde daraufhin luftblasenfrei auf die Membran gelegt und mit
sechs Filterpapieren, die mit Kathodenpuffer durchnadsst waren, iberschichtet. Mit einer kleinen
Walze wurden Lufteinschlisse entfernt und die Blotkammer verschlossen. Fir den
Elektrotransfer der Proteine auf die Membran wurde ein elektrisches Feld senkrecht zum Gel
angelegt, wodurch die Proteine Richtung Anode, zur Membran, wanderten. Pro Blotstapel wurde
eine Stromstarke von 0.8 mA/cm? Strom angelegt. Je nachdem wie groR das zu Ubertragende
Protein war, wurde eine Ubertragungszeit von 30-180 min gewahlt.
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3.3.4.3 Proteinfdrbung mit Ponceau S

Zur Uberpriifung eines erfolgreichen Proteintransfers auf eine Nitrozellulosemembran, wurde
eine Ponceau S Farbung an den Vorgang des Western Blots angeschlossen. Bei Ponceau S
handelt sich um einen roétlichen Farbstoff, der Proteine auf der Membran reversibel anfarben
kann, indem er an die positiv geladenen Aminogruppen bindet (Rice and Hammer, 1969).

Die Membran wurde bei RT ungefdahr 5 min mit einer Ponceau S Losung inkubiert und das
Ubertragungsergebnis festgehalten. Der Farbstoff konnte iiber mehrere kurze Waschschritte mit
Leitungswasser ausgewaschen werden.

3.3.4.4 Immunfirbung

Fiir die Feststellung, ob das Protein von Interesse in der verwendeten Probe enthalten war,
wurde in der vorliegenden Arbeit die indirekte Immuno-Farbemethode angewendet. Zu Beginn
wurden, dhnlich dem immunhisto- und immunzytochemischen Verfahren (siehe 3.3.1.1.3), die
unspezifischen Proteinbindestellen mit 5 % Magermilchpulver (in TBST) fir 30 min abgesattigt.
Der Erstantikérper wurde in 3 % Magermilchpulver (in TBST) verdiinnt und die Membran Uber
Nacht auf einer Wippe bei 4 °C mit diesem inkubiert. Am nachsten Tag wurde der ungebundene
Antikorper durch drei Waschschritte mit TBST von je 10 min entfernt. Der
Meerrettichperoxidase (HRP)-gekoppelte Zweitantikorper, der den F.-Teil des Erstantikorpers
bindet, wurde anhand der Spezies, aus der der Erstantikbrper gewonnen wurde, ausgewahlt,
und in 3 % Magermilchpulver (in TBST) verdiinnt (1:7.500). Nach einer einstlindigen Inkubation
des Zweitantikorpers auf der Nitrozellulosemembran bei RT und drei Waschschritten mit TBST
von je 10 min, wurde aus zwei ECL-L6sungen (Substrat) eine 1:1 Mischung erstellt und diese
gleichmaBig auf der Membran verteilt. Eine Inkubationszeit von 1 min I6ste eine Enzym-
Substrat-Reaktion aus, bei der die Peroxidase mit H,0, als Oxidationsmittel das Substrat
umsetzte und eine detektierbare Chemilumineszenz entstand. Die Uberschissige Flissigkeit
wurde entfernt und die Membran luftblasenfrei zwischen zwei Klarsichtfolien gelegt. Mit dem
Programm Chemicapt und dem Chemilumineszenz-Detektionssystem ,,Chemismart” wurde eine
Belichtungszeit zur Detektion der Chemilumineszenz ausgewahlt. Anhand der entstandenen
Aufnahme und dem parallel aufgetragenen GréRenstandard konnte festgestellt werden, ob das
Protein in der Probe nachweisbar war. Alle Western Blot Membranen wurden anschlieBend in
Folie eingeschweil3t, um ein eventuelles ,, Re-probing” zu ermdglichen.

3.3.4.5 Membrane-Stripping und Re-probing

Eine bereits mit Antikérper versehene und entwickelte Western Blot Membran kann erneut mit
einem anderen Antikorper markiert (Re-probing) und entwickelt werden. Fiir diesen Schritt ist es
notwendig, den gebundenen Antikérper und mogliche Nachweisreagenzien mit einem Puffer,
der B-Mercaptoethanol enthalt, von der Membran zu I6sen (Membrane-Stripping). Hierfir
wurde die Membran durch eine Inkubation von 10 min in 1x TBST reaktiviert, um dann fir
45 min bei 65 °C in Stripping-Puffer zu inkubieren. AnschlieRend wurde die Membran dreimal
jeweils 10 min in 1x TBST gewaschen und mit dem normalen Immunfarbungsprotokoll fir
Western Blot Membranen (siehe 3.3.4.4) fortgefahren.
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3.4 Reproduktionsbiologische Methoden

3.4.1 Morphologische Untersuchung mannlicher Reproduktionsorgane der Maus
Das mannliche Reproduktionssystem einer Maus besteht hauptsachlich aus dem Hoden, den
Nebenhoden und dem sich daran anschlieRenden Samenleiter. Im Hoden werden die Spermien
gebildet und passiv durch den Nebenhoden bis hin zum Ductus deferens geleitet, wo sie bis zur
Ejakulation gespeichert werden. Untersuchungen beziglich des Reproduktionserfolgs schlieRen
morphologische Untersuchungen des Reproduktionssystems ein, da von morphologischen
Missbildungen bereits eventuelle Fehlfunktionen abgeleitet werden kdnnen. In der vorliegenden
Arbeit wurde sich auf die mannlichen Reproduktionsorgane und dabei hauptsachlich auf den
Hoden und die einzelne Spermienzelle konzentriert.

3.4.1.1 Analyse der Hodenmorphologie

3.4.1.1.1 HE-Farbung

Der Gewebeaufbau eines Organs wird in der Histologie unter anderem mit dem Hamatoxylin-
Eosin Farbeverfahren (HE-Farbung) untersucht. Hamatoxylin, ein natirlicher Inhaltsstoff von
Blauholz, der nach einer Oxidationsreaktion und der Zugabe von mehrwertigen Metallkationen
seine braunblaue Farbung erlangt, farbt saure bzw. basophile Strukturen, wie Zellkerne und das
Endoplasmatische Retikulum, blau. Eosin hingegen ist ein synthetischer Farbstoff, der basische
bzw. acidophile Strukturen, wie Zellplasmaproteine, Keratin und Mitochondrien rot anfarbt
(Avwioro, 2011; Lillie et al., 1976).

Fiir die Durchfihrung dieser Farbemethode wurden die angefertigten Paraffinschnitte gewdssert
(siehe 3.3.1.2.3), zweimal flr je 10 min in Xylol, in einer absteigenden Ethanolreihe (100 %,
100 %, 80 %, 70 %; je 5 min) und in ddH,0 inkubiert. Die sauren, basophilen Strukturen in den
Gewebeschnitten wurden zuerst durch eine 3-5 min Inkubation in Hamatoxylin nach Mayer
angefarbt. Durch ein kurzes Spilen in ddH,0 wurde Uberschissige Farbelosung entfernt
wodurch die angefarbten Strukturen rétlich-braun erschienen, wobei die Neutralisation des
sauren pH-Werts durch ein 15 min ,Blauen” in Leitungswasser zu der charakteristischen blauen
Farbung fihrte. Die Gewebeschnitte wurden 2 min in ddH,0 gespilt und als Nachstes die
basischen, acidophilen Strukturen durch eine 3 min Inkubation in Eosin G (0,5 % wassrig;
1 Tropfen Eisessig auf 100 ml Lésung) rot angefarbt. Ein Spiilen in Leitungswasser entfernte
Uberschiissige Farbelosung. Flr eine dauerhafte Fixierung und Lagerung wurden die gefarbten
Gewebeschnitte mit Eukitt, einem Kunstharzlack, eingedeckelt. Hierfliir mussten die Schnitte
wiederum in einer aufsteigenden Ethanolreihe (70 %, 80 %, 100 %, 100 %; je 5 min) und zwei
Inkubationen von je 3 min in Xylol entwassert werden, da das Eindeckmedium nicht mit Wasser
mischbar ist. Die entwadsserten Gewebeschnitte wurden mit Eukitt und einem Deckglas
verschlossen. Die morphologische Untersuchung der HE-gefarbten Gewebeschnitte erfolgte an
einem Lichtmikroskop (IX71, Olympus, Hamburg).

3.4.1.1.2 Vermessung und quantitative Bestimmung von Hodentubuli

Ein Hoden ist aus mehreren Tubuli seminiferi aufgebaut, in denen die Spermienproduktion
stattfindet. Durch die Erfassung der Tubulidurchmesser und der quantitativen Tubuli-
Bestimmung und damit der Abschatzung des Interstitium testis, kdnnen pathomorphologische
Veradnderungen festgestellt werden.
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Zur Bestimmung eines Tubulus-Durchmessers wurden Paraffinschnitte des Hodens angefertigt
(siehe 3.3.1.2.2) und zur Unterscheidung verschiedener Gewebestrukturen dem HE-
Farbeverfahren unterzogen (siehe 3.4.1.1.1). Mit Hilfe eines Lichtmikroskops wurden
Ubersichtsaufnahmen von méglichst runden Tubuli angefertigt (Objektiv 40x), und deren
Durchmesser mit dem Programm Cell*A (Olympus, Hamburg) durch das Setzen eines
rechtwinkligen Fadenkreuzes ermittelt. Aus den Langen beider Fadenkreuz-Achsen wurde der
Mittelwert berechnet, der als ,mittlerer Durchmesser” bezeichnet wird.

Flr die quantitative Bestimmung der Tubulianzahl wurden ebenfalls HE-gefarbte Paraffinschnitte
von Hoden lichtmikroskopisch untersucht. Es wurden ausschlieRlich testikuldare Tubuli
ausgezahlt, die keine Schnittartefakte aufwiesen.

3.4.1.2 Analyse der Spermienmorphologie

Anhand von Coomassie-gefarbten Spermienausstrichen wurden mit einem Lichtmikroskop
(Objektiv 100x Ol) einzelne Zellen aufgenommen und lber eine Mikroskop-Software (Cell"A,
Olympus, Hamburg) morphologisch analysiert. Hierfiir wurde ein Spermienkopf hinsichtlich vier
unterschiedlicher Parameter vermessen: gerade Kopflange (1), gerade Akrosomlange (Il), Umfang
(1), Flache (1V).

3.4.1.2.1 Coomassie-Farbung

Um die Morphologie von Spermien mikroskopisch zu untersuchen und intakte Akrosomen
anzufarben, wurde in der vorliegenden Arbeit der Triphenylfarbstoff Coomassie-Brilliant-Blau
(Coomassie) verwendet. Der Farbstoff bindet Proteine an den basischen Seitenketten der
Aminosauren, wodurch besonders proteinreiche Strukturen im Spermium sichtbar gemacht
werden kdonnen (Moller et al., 1990).

Fir den Farbevorgang wurden 2 min lang mit eiskaltem Methanol fixierte und getrocknete
Spermienausstriche (siehe 3.3.1.3.1) bei RT mit etwa 300 pl Coomassie-Farbelésung fir 7 min
inkubiert. Danach wurde die Farbelosung verworfen und der Objekttrager kurz in Leitungswasser
geschwenkt und Uberschissige Farbelosung entfernt. AnschlieRend wurden 2-3 Tropfen einer
65°C warmen Kaisers Gylcerin-Gelatine  Einschlusslésung  aufgetropft, und die
Spermienpraparate mit einem Deckglas eingedeckelt. Nach dem Ausharten des Eindeckmediums
konnte die Spermienmorphologie bzw. der akrosomale Status der Spermienprobe
lichtmikroskopisch (Objektiv 100x Ol) erfasst werden.

3.4.1.3 Quantitative Bestimmung apoptotischer Vorkommnisse in Gewebeschnitten des Hodens
Die Apoptose bezeichnet den programmierten Zelltod einer Zelle, der mit einem
charakteristischen Abbau der DNA durch Endonukleasen und der Entstehung von DNA-
Fragmenten einhergeht. Die dabei entstehenden, freien 3’OH-Enden apoptotischer Zellen
konnen Uber eine terminale Desoxyribosyl-Transferase (TdT) erkannt werden, ein Prinzip, das
sich die TUNEL-Technik (TdT-mediated dUTP nick end labeling) zunutze macht. Dabei werden
durch die TdT rot-fluoreszierende Nukleotide enzymatisch an die freien 3’OH-Enden gehédngt
(TUNEL-Reaktion). Da vitale Zellen nur sehr wenige freie 3’OH-Enden enthalten, kénnen durch
die roten Fluoreszenzsignale apoptotische Ereignisse sichtbar gemacht werden und vitale von
apoptotischen Zellen unterschieden werden (Darzynkiewicz et al., 2008).

In dieser Arbeit wurde mit dem In Situ Cell Death Detection Kit, TMR red (Roche, Mannheim) die
Apoptoserate an Paraffinschnitten (siehe 3.3.1.2.2) von Formalin-fixierten murinen Hoden
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bestimmt. Daflir wurden 3 um dicke Gewebeschnitte rehydriert, indem sie zweimal je 10 min in
Xylol und in einer absteigenden Ethanolreihe (100 %, 100 %, 80 %, 70 %; je 5 min) inkubiert
wurden. Anschliefend wurden die Membranen der Zellen fiir die TdT durchlassig gemacht, in
dem die Gewebeschnitte mit einer Permeabilisierungslosung (0,1 % Triton X-100, 0,1 %
Natriumcitrat) fir 8 min in einer feuchten Kammer inkubiert wurden. Die Gewebepraparate
wurden daraufhin zweimal mit 1x PBS gewaschen und die im Kit enthaltene Enzymldsung
aufpipettiert. Nach Angaben des Herstellers wurden 50 pl Enzymlésung zu 450 pl
Markierungslosung gegeben und kraftigt gemixt. Ungefdhr ein Zehntel der TUNEL Reaktions-
Mixtur (50 ul) reichten fiir Gewebeschnitte auf einen Objekttrager. Die Enzymreaktion fand 1h
bei 37 °C in einer feuchten Kammer statt. Anschliefend wurde das Gemisch durch zwei 1x PBS-
Waschschritte fur je 5 min wieder entfernt. Zur optischen Kontrastierung der Zellkerne wurden
die Gewebeschnitte mit 0,1 pg/ml einer DAPI-Losung fur 30 min bei RT angefarbt.
Uberschiissiger Farbstoff wurde durch dreimaliges Waschen mit 1x PBS entfernt, und die
angefertigten Praparate zur Verzogerung des Ausbleichens des Tetramethylrhodamins mit
Mounting-Medium eingedeckelt.

Die Identifizierung und Quantifizierung der apoptotischen Zellen erfolgte an einem
Fluoreszenzmikroskop (IX71, Olympus, Hamburg). Dazu wurden in einem Hodenquerschnitt vier
gleichgrolle Gewebeausschnitte ausgesucht und die Anzahl der darin befindlichen Hodentubuli
bestimmt. AnschlieRend wurden die durch ein rotes Fluoreszenzsignal leicht erkennbaren
apoptotischen Zellen gezahlt. Durch diese Vorgehensweise wurde nicht nur die Apoptoserate fir
alle vier Blickfelder bestimmt, sondern auch die Anzahl apoptotischer Zellen pro Tubulus
berechnet. Pro Tier wurden vier Hodenschnitte analysiert, aus deren Einzelwerten das
arithmetische Mittel gebildet und als eine UntersuchungsgréBe (,N“) behandelt wurde. Aus den
derart erfassten Hoden-spezifischen Apoptoseraten fiir ein Mannchen wurde mit den
Ergebnissen weiterer untersuchter Mannchen des gleichen Genotyps der Durchschnitt
berechnet und Uber den statistischen T-Test mit den quantitativen Resultaten anderer Genotyp-
Gruppen verglichen.

3.4.1.4 Computergestiitzte Motilitdtsanalyse von Spermien (CASA)

Neben morphologischen Auffilligkeiten im Reproduktionsgewebe, konnte auch eine
verminderte Motilitdt der Spermien auf einen Defekt in der Spermienbildung/Funktionalitat
hindeuten. Um auch diesen Parameter zu erfassen, wurden computergestiitzte
Spermienanalysen in Kooperation mit Frau Dr. Susan Marschall vom Helmholtz Zentrum in
Minchen durchgefiihrt. Folgende Parameter wurden hierbei bestimmt: Anteil der motilen Zellen
(MQT, [%]), Anteil der progressiv motilen Zellen (PROG, [%]), Pfadgeschwindigkeit (average path
velocity, VAP, [um/sec]), Progressivgeschwindigkeit (straight line velocity, VSL, [um/sec]),
Spurgeschwindigkeit (curvilinear velocity, VCL, [um/sec]), seitliche Kopfauslenkung (amplitude of
lateral head displacement, [um]), Schlagfrequenz (beat cross frequency, [Hz]), Linearitatsindex
(Quotient aus VSL und VAP, straightness, STR, [%]) und Linearitdt (Quotient aus VSL und VCL,
linearity, LIN, [%)]).

Die isolierten caudalen Abschnitte des Nebenhodens wurden in 0,9 % NaCl/H,O gewaschen und
von Fett- und Fellresten befreit. AnschlieRend wurden die Nebenhodenabschnitte in 500 ul
vorgewdrmten HTF-Puffer Uberflihrt, eingeschnitten und 5 min bei 37 °C inkubiert. Die im
Nebenhoden verbliebenen immotilen Spermien wurden durch mechanisches Herausdriicken in
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die Suspension der motilen Spermien Uberfihrt. Von dieser Spermiensuspension wurden 10 pl
entnommen und in 500 ul HTF-Puffer, welcher mit Mineraldl Gberschichtet war, tberfihrt und
flr 10 min bei 37 °C inkubiert. Fiir jede Messung, die mit dem Programm /VOS Sperm Analyzer
durchgefiihrt wurde, wurden 10 ul der Spermiensuspension in zwei Messbereiche eines 2x CEL
Objekttragers pipettiert. Uber einen Monitor wurden fiinf Messbereiche ausgewahlt, die frei von
Geweberesten und Luftblasen waren. Die voll automatisierte Messung erfolgte fir 0,5 sek bei
60 Hz. Pro Tier wurden jeweils drei Objekttrager mit je zwei Aliquots der Spermien analysiert.
Fir die Auswertung wurde aus den erhaltenen sechs Messwerten jedes Parameters der
Durchschnitt gebildet, der in die Berechnung der Mittelwerte fir die Motilitdtsanalyse des
jeweils untersuchten Genotyps der Mauslinie einging.

3.4.2 Quantitative Untersuchung der in vitro ausgeldsten Akrosomreaktion
Wahrend der in vitro Kapazitierung der Spermien erlangen die méannlichen Keimzellen die
Fahigkeit zur Durchfihrung der Akrosomreaktion, die bei der Befruchtung der Eizelle fiir den
enzymatischen Abbau der Zona pellucida wichtig ist (de Lamirande et al., 1997; Visconti et al.,
2011). Bei einem geringen Anteil der Spermien kommt es wahrend der sekundaren
Reifungsphase aber auch zu einem spontanen Verlust des Akrosoms, so dass eine spdtere
Insemination der Eizelle unmoglich ist (Klemm and Engel, 1991; Mortimer et al., 1989; Visconti
et al., 1999). Zur Untersuchung der vollstandigen Kapazitierung und der dadurch mit einem Ca”'-
lonophor (A23187) mdglichen Induzierbarkeit der Akrosomreaktion, wurden Spermien aus
caudalen Abschnitten des Nebenhodens transgener Mause verwendet und der in vitro
Kapazitierung unterzogen.

3.4.2.1 In vitro Untersuchung der spontanen- und der artifiziell ausgelésten Akrosomreaktion
A23187 ist ein Ca2+-lonophor, mit dessen Hilfe die maximale, durch Ca*" induzierbare,
Akrosomreaktionsrate festgestellt werden kann. Durch die, anhand eines derart starken
Stimulus, kinstlich hervorgerufenen Akrosomreaktion kann neben der Erfassung des maximal
moglichen Akrosomverlusts auch die Uberpriifung der notwendigen Exozytosemaschinerie in
genmanipulierten Mannchen stattfinden.

Fir diese Untersuchung wurden frisch entnommene, caudale Nebenhodenabschnitte und ein
Teil des Samenleiters in HS-Puffer gewaschen (siehe 3.2.3). Das Gewebe wurde in eine
Petrischale mit 2 ml Kapazitierungspuffer tberfiihrt und mehrmals mit einem scharfen Skalpell
eingeschnitten. AnschlieRend wurde die Petrischale mit dem eingeschnittenen Gewebe in einen
37 °C Brutschrank mit 5 % CO, Sattigung liberfiihrt. Um den zeitabhangigen Kapazitierungsstatus
zu erfassen, wurden zu den Zeitpunkten 0, 30, 60 und 90 (min) jeweils ein Aliquot (50 ul) der
Spermiensuspension abgenommen und alle zelluldren Reaktionen mit 500 pl
Spermienfixierpuffer abgestoppt. Nach 90 min wurde die verbleibende Spermiensuspension
vorsichtig in ein 2 ml Reaktionsgefall iberfiihrt. Wahrend einer anschlieenden Zentrifugation
fir 5 min bei 400 g, RT, wurde die Spermienanzahl/ml bestimmt. Der Uberstand der
zentrifugierten Probe wurde vorsichtig abgenommen und verworfen, wohingegen das Pellet in
1 ml HS-Puffer resuspendiert und auf eine Konzentration von 3 *10° Spermien/ml eingestellt
wurde. Von dieser Spermienprobe wurden jeweils 100 pl fir einen weiteren Zeitwert
(t = 120min), die Stimulation mit dem Ca®*-lonophor A23187 (100 pM) und die
Lésungsmittelkontrolle (DMSO) in ein neues Reaktionsgefal liberfiihrt. Der ergédnzende Zeitwert
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fungierte als Negativkontrolle fiir die beiden zusatzlich angelegten Stimulationsproben. Die
maximal mogliche Akrosomreaktionsrate der Spermien wurde durch die Stimulation mit dem
Ca’*-lonophor A23187 (100 puM; Endkonzentration 10 pM) ausgeldst und untersucht (Brucker
and Lipford, 1995). Um eine Reaktion durch das Losemittel DMSO, in dem das lonophor
verdinnt war, auszuschlieBen, wurden die Spermien mit 0,1 % DMSO inkubiert. Alle drei
Reaktionsansdtze wurden fiir weitere 30 min in einem 37 °C warmen Wasserbad belassen und
anschliefend mit 500 pl Fixierungspuffer behandelt. Nach 30 min wurden alle Proben fiir 1 min
bei 16.000 g, RT, zentrifugiert und der Uberstand verworfen. Die pelletierten Spermien wurden
in 200 ul Post-Fixierungspuffer resuspendiert und unter gleichen Bedingungen erneut
zentrifugiert. Der Uberstand wurde bis auf 20-30 pl abgenommen und das Pellet in diesem
Volumen resuspendiert und auf einen mit einem Fettkreis versehenen Objekttrager
ausgestrichen und bei RT getrocknet.

3.4.2.2 Bestimmung des akrosomalen Status

Fir die quantitative Bestimmung der Akrosomreaktion wurden die angefertigten
Spermienpraparate mit einer Coomassie-Farbelosung behandelt, wodurch proteinreiche
Strukturen blau angefarbt wurden (siehe 3.4.1.2.1). Am Lichtmikroskop wurden ungefahr 200
Spermien auf ihren akrosomalen Status hin untersucht, indem U{berprift wurde, ob ein
Spermienkopf durch eine dunkelblaue Sichelstruktur markiert war.

Im Rahmen dieser Arbeit wurde die Auswirkung des physiologischen Stimulus der Zona pellucida
auf die Akrosomreaktion untersucht. Fiir den in vitro Vorgang wurden zuvor Eihlllen isoliert und
solubilisiert (siehe 3.4.3) (Kirkman-Brown et al., 2002; Liu and Baker, 1996). Zur Stimulierung der
Spermien mit isolierter Zona pellucida wurden Spermien nach 90 min in vitro Kapazitierung mit
isolierten Eihillen bzw. dem Reaktionspuffer, in dem die Eihillen aufgenommen wurden, fir
30 min im 37 °C warmen Wasserbad inkubiert. Die Menge der zu stimulierenden Spermien
ermittelte sich aus dem Grundsatz, im Uberschuss isolierte Zonae pellucidae fir die
Spermienstimulation zu verwenden (zehn Zonae pellucidae/ul Spermien). Nach der Stimulation
wurden die Spermien fixiert, auf Objekttragern ausgestrichen, mit einer Coomassie-Farbeldsung
gefarbt und die prozentuale Akrosomreaktionsrate an einem Lichtmikroskop ausgewertet (siehe
3.4.1.2.1).

3.4.3 Isolierung und Solubilisierung von Zona pellucida

Neben der Gewinnung von Eizellen aus den Ovarien, ist es ebenso moglich die Eihillen, Zonae
pellucidae, von den Eizellen zu entfernen und aufzureinigen. Hierflir wird eine
Dichtegradientenzentrifugation mit einem Percoll-Gradienten angewendet, die es in
Zusammenwirkung mit DNasen, Detergenzien, Tensiden und Protease-Inhibitoren ermdoglicht die
Eihllle moglichst intakt von der Eizelle abzuldsen.

Wahrend der Prozedur wurden nur Reaktionsgefde und Pipettenspitzen verwendet, die mit
einer Silanverbindung beschichtet wurden, so dass ein Verlust der Eihilllen durch Anheften der
Zonae vermieden werden konnte. Am Tag vor der Zona pellucida lsolierung wurden die
Pipettenspitzen durch zweimaliges Aufnehmen von Sigmacoat und dem anschlieBendem Spiilen
mit ddH,0 beschichtet. GroRere ReaktionsgefaRe wurden ebenfalls mit Sigmacoat benetzt und
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anschlieRend mit ddH,0 gespult. Alle beschichteten Utensilien wurden Uber Nacht unter
Luftabzug getrocknet.

Fir den Dichtegradienten wurde Percoll in unterschiedlichen Konzentrationen (2,5 ml 2 %,
2,5ml 10 %, 3 ml 22 %) mit dem spater fir die Isolierung eingesetzten Puffer (HB-Puffer)
verdinnt. Jeweils 2 ml der 2 % und 10 % Percoll-Verdiinnungen wurden vorsichtig auf die 22 %
Percoll-Schicht geschichtet, wobei die Percoll-Konzentrationen von unten nach oben im
Reaktionsgefa® abnahmen. Der Gradient wurde bis zum Ende der Ovarien-Praparation bei 4 °C
gelagert.

Die Ovarien von ungefahr 20, mindestens 5-6 Wochen alten Balb/C-Weibchen wurden prapariert
und die isolierten Eierstocke sofort in eisgekihlten 2 ml HB-Puffer Uberfiihrt, welcher mit
cOmplete Proteaseinhibitor, 1 mM Phenylmethylsulfonylfluorid (PMSF), 1 uM Pepstatin,
0,2 mg/ml Aprotinin und 0,2 mg/ml DNase | supplementiert war. Die Gewebesuspension wurde
in einen Glashomogenisator Uberfihrt und das Gewebe mit einem Glaspistill mechanisch
zerkleinert. Ein zusatzlicher Zellaufschluss erfolgte durch die Zugabe von jeweils 10 %
Nonidet P-40 (NP-40) und Natrium-Desoxycholat, in HB-Puffer. Das Homogenisat wurde
vorsichtig auf den gekihlten Percoll-Gradienten geschichtet, wobei sich die oberste Schicht (2 %)
mit den homogenisierten Ovarien vermischte. Die Trennung der Eihillen von den Eizellen
erfolgte durch eine zweistlindige Zentrifugation mit einem Ausschwingrotor bei 200 g und 4 °C.
Die entstandenen drei Fraktionen wurden in separaten GefdRen aufgenommen und mit HB-
Puffer (ohne Aprotinin und DNase 1) auf 35 ml (10 % Fraktion, enthalt Zonae) bzw. auf 5 ml (2 %
und 22 % Fraktion) aufgefiillt. Die Phasen, die keine Zonae enthalten sollten (2 % und 22 %)
wurden bis zum Ende der Isolierung auf Eis aufbewahrt Die separierte 10 %-Fraktion wurde in
1,5 ml Reaktionsgefalle tberfiihrt und fir 10 min bei 16.000 g und 4 °C zentrifugiert, damit sich
die darin enthaltenen Zonae im Pellet absetzten. Die Uberstinde wurden bis auf 500 pl
abgenommen und verworfen und die Pellets vereinigt. Die leeren Reaktionsgefalle wurden mit
500 ul des Puffers gespiilt und diese Menge an Flissigkeit erneut zusammengefiihrt, um so
wenig Material wie moglich zu verlieren. Dieser Vorgang wurde wiederholt, bis ein
ReaktionsgefaR mit einem Pellet iibrig blieb. Der Uberstand dieses GefaRes wurde bis auf 100 pl
abgenommen und das Pellet in 1,5 ml HS-Puffer, der mit NaHCO; und BSA (siehe 3.4.2.1), sowie
einer cOmplete Proteaseinhibitortablette und den Proteaseinhibitoren PMSF (100 ul) und
Pepstatin (70 pl) (= HS+Pl) versetzt wurde, resuspendiert. Von nun an wurde stets eine
Leerkontrolle, bestehend dem HS+PI Puffer, mitgefiihrt. Die Probe und die Leerprobe wurden fir
10 min bei 16.000 g und 4 °C zentrifugiert, der Uberstand abgenommen und das Pellet in 150 pl
HS+PI resuspendiert. Fiir das spatere Aliquotieren der Zonae-Fraktion wurde die Anzahl der in
der Probe befindlichen Eihiillen bestimmt. Dafiir wurden mit Hilfe eines Lichtmikroskops die
Zonae in 1 pl Suspension gezahlt und auf das Gesamtvolumen der Suspension hochgerechnet.
Fir die Solubilisierung der Glykoproteine aus den Eihiillen wurde die Probe und die Leerprobe
mit konzentrierter 37 % Salzsdure (HCI) (1:154, durch Vorversuche ermittelt) versetzt und
dadurch ein pH-Wert von 2,5 eingestellt. Die Probe und Leerprobe wurden 15 min bei 37 °C
inkubiert und fiir 10 min bei 16.000 g, RT, zentrifugiert. Um den pH-Wert des Uberstands, in dem
sich im Anschluss an die Zentrifugation alle Zonae befanden, zu neutralisieren (pH-Wert 7,4),
wurde dieser in ein neues Reaktionsgefall Gberfiihrt und mit 5 M Natronlauge (NaOH) versetzt
(1:85, durch Vorversuche ermittelt). Das entstandene Zona-Solubilisat und die Leerprobe
wurden aliquotiert, in flissigen Stickstoff schockgefroren und fiir eine ldngere Lagerung bei

65



Methoden

-80 °C aufbewahrt. Zur Bestimmung des Aliquotvolumens wurde beachtet, dass im spateren
Verlauf 30 pl Spermien einer 3 x 10° Zellen/ml-Suspension mit 7-10 Zonae/pl Spermien stimuliert
werden sollten.

3.4.4 Quantitative Bestimmung der intrazelluliren Ca®*-Konzentration in
Spermien

3.4.4.1 Beschichtung von Deckgldsern
In dieser Arbeit wurde das basale, intrazellulire Ca*-Level in einzelnen, vitalen Spermien
bestimmt, welche zuvor auf beschichteten Deckglasern fixiert wurden.

Fir die Beschichtung der Deckglaser wurde Laminin und Poly-L-Ornithin verwendet, die zur
verbesserten Adhasion der Zelle beitragen. Im ersten Schritt wurde Laminin (50 ug/ml) mit 1x
PBS verdiinnt (1:20) und davon 50 ul in die Mitte eines runden 24 mm Deckglaschens pipettiert.
Nach 1 h Inkubation wurde das Deckglas mit ddH,O gewaschen und getrocknet. Im zweiten
Schritt wurden 50 ul 0,01 % Poly-L-Ornithin in ddH,0 auf die exakt gleiche Stelle pipettiert und
flir 1 h bei RT inkubiert. Die Lésung wurde ebenfalls abgesaugt, und das Deckglas mit ddH,0
gewaschen und getrocknet. Bis zur Verwendung wurden die vorbereiteten Deckglaser bei 4 °C
gelagert.

3.4.4.2 Beladung von Spermien mit dem Ca’*-Indikator Fura-2AM

Die Methode des Calcium Imagings beruht auf den Fluoreszenzfarbstoff Fura-2, der tiber Ca**
Chelatkomplexe bildet und als Ca**-Indikator fungiert. Ein Derivat des Farbstoffs, das mit einem
Acetoxymethylester versehen wurde (Fura-2-AM), ist membrangangig und verbleibt nach dem
Abspalten des Esters durch endogene Esterasen aktiv in der Zelle, so dass das gemessene Signal
Uberwiegend stabil bleiben kann. Die photometrische Konzentrationsbestimmung des
intrazelluldren Ca®* erfolgt durch eine ratiometrische Messung der Fluoreszenzinderung der
Anregungswellenldngen 340 nm (gebundenes Fura-2) und 380 nm (ungebundenes Fura-2). Die
Emission wird bei 510 nm festgehalten und aus den Ratio-Werten das Level der Ca*-
Konzentration ermittelt (Grynkiewicz et al., 1985).

Die Bestimmung der intrazelluldren Ca’*-Konzentration wurde an isolierten unkapazitierten bzw.
kapazitierten caudalen Spermien vorgenommen, die, wie bereits beschrieben, isoliert wurden
(siehe 3.2.3). Nach einer 15 min Inkubation im 37 °C Warmeschrank (unkapazitierte Spermien)
bzw. einer 60 min Inkubation im Zellinkubator bei 37 °C mit 5 % CO,-Sattigung (kapazitierte
Spermien) wurde die Spermiensuspension vorsichtig in ein 2 ml Reaktionsgefal Gberfihrt und
fiir 5 min bei 16.000 g zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen und das Pellet in 1 ml HS-
Puffer resuspendiert und erneut bei gleichen Einstellungen zentrifugiert. Das Spermienpellet
wurde in 800 pl einer Fura-2AM Losung (800 ul HS, 8 pl Pluronic und 5 pl Fura-2AM)
resuspendiert, die zur optimalen Dispersion des Fluoreszenzindikators mit Pluronic versetzt
wurde. Die Zellen wurden fiir 30 min unter Ausschluss von Licht mit Fura-2AM beladen. Nach
drei Zentrifugationsschritten fir je 5 min bei 16.000 g wurde das Pellet zuerst in 2 ml HS-Puffer
resuspendiert, wohingegen nach den beiden letzten Zentrifugationsschritten das Pellet in jeweils
1 ml HS-Puffer aufgenommen wurde. Nach der letzten Resuspension des Spermien-Pellets
schlossen sich eine 20 min Swim-up- und Recovery Phase an, in der sich die vitalen Spermien von
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den toten, absinkenden Spermien trennten und durch die eine ausreichende Verseifung des
Fura-2-AM Esters gewahrleistet wurde.

3.4.4.3 Messung und Auswertung der Ca’*-Konzentration

Fur die Messung des intrazelluldren Ca**-Levels wurden 20 pl der Spermiensuspension in die
Mitte eines beschichteten Deckglases (siehe 3.4.4.1) pipettiert und 1 min inkubiert, so dass sich
die Spermien anheften konnten. Nicht angeheftete Zellen wurden durch zweimaliges Waschen
mit jeweils 600 ul HS-Puffer entfernt. Das Deckglas wurde fiir die Messung in eine Messkammer
eingespannt, so dass ein Umspilen der Spermien mit 600 ul HS-Puffer moglich war und
Stimulationssubstanzen in Losung verabreicht werden konnten. An einem Fluoreszenzmikroskop
(IX70, Objektiv 63x-0Ol, Olympus, Hamburg) wurde mit einer Anregungswellenlinge von 360 nm
ein Ausschnitt mit moglichst vitalen und gut beladenen Spermien gesucht. Mit Hilfe des
Programms TillVision (Tillphotonics) konnte eine Ubersicht aufgenommen werden auf der um
jeden Spermienkopf, inklusive einer leeren Region (Hintergrund-Messung) eine region of interest
(ROI) markiert werden konnte, in der die Ca’*-Konzentration gemessen wurde. Im Anschluss
wurden die Spermien alternierend 10 ms mit 340 nm bzw. 380 nm angeregt. Nach ungefahr
40 sek wurden vorsichtig 200 pl des Ca*-lonophors lonomycin (15 pM in DMSO) in die
Messkammer pipettiert, wodurch anhand eines rapiden und dauerhaften Ca**-Anstiegs
festgestellt werden konnte, ob die zu untersuchenden Zellen noch vital waren (Liu and Hermann,
1978). In der Auswertung wurden die Messwerte der Hintergrund-Messung von den
Messwerten der Spermien abgezogen und die basale Ratio aus den ersten zehn Messsekunden
gebildet. Es wurden ausschlieRRlich Messungen von Spermien inkludiert, die auf den lonomycin-
basierenden Vitalitatstest mit etwa 50 % intrazellulirem Ca®*-Anstieg reagierten.

3.4.5 Messung der intrazellularen cAMP-Konzentration in Spermien

Spermien haben keine transkriptionelle Aktivitdt, weswegen die mannlichen Keimzellen auf
duBere Stimuli unter anderem mit intrazelluldren Verdanderungen des sekunddren Botenstoff
cAMP reagieren kdnnen. Mit der Bestimmung des basalen cAMP-Levels und dem Einsatz eines
cAMP-modulierenden  Aktivators (3-Isobutyl-1-methylxhantin; IBMX; Adenylatzyklasen-
Aktivator) und Inhibitors (NaHCO;’; Phosphodiesterasen-Inhibitor) in genmodifizierten Spermien,
kann untersucht werden, ob die Signalweiterleitung durch die genetische Manipulation
eventuell beeintrachtigt und dadurch die Fruchtbarkeit des Tieres verandert sein kdnnte.

3.4.5.1 Stimulation von isolierten Spermien

Zur Untersuchung der cAMP-Konzentration in Spermien, wurden vier verschiedene Stimulantien
vorbereitet: 1 mM IBMX, 50 mM NaHCO5', 1ImM IBMX + 50 mM NaHCO’; und reiner HS-Puffer, in
dem die Reagenzien geldst wurden. Jeweils 100 ul dieser Stimulantien wurden in einzelne
Reaktionsgefdle vorgelegt und bei 37 °C vorgewadrmt.

Einer durch einen Genickbruch getdteten Maus wurden beide caudalen Abschnitte der
Nebenhoden und je ein Stiick der proximalen Samenleiter entnommen. Wahrend ein
epididymaler Abschnitt in eine Petrischale mit 2 ml HS-Puffer Gberfihrt und mehrmals
eingeschnitten wurde (unkapazitierte Spermienprobe), wurde der zweite Nebenhodenschwanz
in eine Petrischale mit 2 ml HS+-Puffer Gberfihrt und eingeschnitten (kapazitierte
Spermienprobe). Die unkapazitierte Spermienprobe wurde 15 min bei 37 °C im Warmeschrank
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inkubiert, so dass die Spermien in das sie umgebende Medium austreten konnten. Die
kapazitierte Probe hingegen wurde 60 min in einem 37 °C Inkubator mit 5 % CO,-Sattigung
belassen. Nach 15 min wurde die Spermiensuspension der unkapazitierten Spermien vorsichtig
in ein Reaktionsgefall Uberfihrt und fir 5 min bei 400 g zentrifugiert. Wahrend der
Zentrifugation wurde (iber eine zuvor vorbereitete 1:40 Verdiinnung der Spermien die
Spermienanzahl in der Probe bestimmt. Im Anschluss an die Zentrifugation wurde der Uberstand
verworfen und das Spermienpellet in 1 ml HS-Puffer resuspendiert. Hieraus wurden in Bezug auf
die zuvor bestimmte Spermienanzahl, 700 ul einer 10*¥10° Spermien/ml Suspension erstellt,
wovon jeweils 100 pl auf die zuvor vorbereiteten Stimulantien pipettiert wurden. Die bei RT
durchgefiihrte Inkubation der Spermien mit den Stimulantien betrug exakt 5 min und wurde
durch das Schockgefrieren in flissigen Stickstoff rapide abgestoppt. Die Spermien der
kapazitierten Spermienprobe wurden nach 60 min ebenfalls vorsichtig in ein Reaktionsgefald
tberfiihrt und 5 min bei 400 g zentrifugiert. Der Uberstand wurde abgenommen und das Pellet
in 2 ml HS-Puffer resuspendiert. Die Zentrifugation wurde wiederholt und der Uberstand erneut
verworfen. Das Pellet wurde anschlielend in 1 ml HS-Puffer resuspendiert und die Probe wie
zuvor zentrifugiert. Nach dem Verwerfen des letzten Uberstands war das BSA aus dem
Kapazitierungspuffer nahezu vollstindig entfernt und das Pellet wurde in 1 ml HS-Puffer
aufgenommen. Die Spermienanzahl dieser Probe wurde bestimmt und in 700 pl Gesamtvolumen
auf 10*10° Spermien/ml eingestellt. Wie bereits bei der unkapazitierten Spermienprobe, wurden
jeweils 100 pl Spermiensuspension auf die frisch vorbereiteten und warmgestellten Stimulantien
pipettiert und fiir exakt 5 min gemeinsam inkubiert. Die Reaktion wurde durch das Uberfiihren
in flissigen Stickstoff beendet und die Proben bis zur Extraktion des cAMPs bei -80 °C gelagert.

3.4.5.2 Chloroform-Extraktion von cAMP

Aus zuvor stimulierten Spermienproben (siehe 3.4.5.1) wurde mit Hilfe einer Chloroform-
Extraktion das cAMP isoliert und in eine 96-Mikrotiterplatte aus dem Kit cAMP Biotrak
Enzymeimmunoassay (EIA non-acetylation) der Firma General Healthcare Ubertragen. Es handelt
sich hierbei um einen kompetitiven Immunoassay, bei dem die mit einem anti-Kaninchen
Antikorper beschichtete Platte von einem, nach Angaben des Herstellers zugegebenen anti-
cAMP Antikorper gebunden werden kann, an den wiederum extrahiertes cAMP binden kann. Fiir
die exakte Bestimmung der cAMP-Konzentration in den vorbereiteten Proben wird zusatzlich ein
Peroxidase-gekoppeltes cAMP-Konjugat hinzupipettiert, das mit dem cAMP aus der Probe um
die anti-cAMP Bindestelle konkurriert. Eine anschlieRende Inkubation mit einem Enzymsubstrat
flhrt zu einer messbaren katalytischen Reaktion, Giber die Riickschlisse auf die Konzentration
des Botenstoffs in der Probe gezogen werden kénnen.

Fir die Konzentrationsbestimmung des second messengers cAMP wurden zunachst die Proteine
aus den stimulierten und auf Eis aufgetauten Proben (aus 3.4.5.1) mit 100 ul 7 % Perchlorsdure
(PCA) geféllt und anschlieBend fiir 15 min bei 3.000 g bei 4 °C pelletiert. Vorsichtig wurden in
zwei Schritten jeweils 125 pl des Uberstands in ein neues, vorgekiihltes ReaktionsgefiR
Gberfiihrt und mit 62,5 pul 10 mM EDTA, das alle Enzymreaktionen stoppte, vermischt. Die
Extraktion des cAMPs erfolgte mit 338 pl einer 1:1 Chloroform/Trioctylamin-Mischung. Bei
Raumtemperatur wurden die Proben dreimal jeweils 10 sek kraftig durchmischt, so dass sich die
auftretende Phasentrennung fiir kurze Zeit aufhob. Durch die anschlieRende Zentrifugation fur
5 min bei 1.500 g, RT, war es moglich zweimal 120 ul von der oberen, wassrigen Phase zu
entnehmen und in einem neuen, geklhlten ReaktionsgefdB zu sammeln. Eine erneute
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Zentrifugation der so gewonnenen Probe stellte sicher, dass sich die moglicherweise
versehentlich mitliberflihrte organische Phase im Reaktionsgemisch absetzte. Dadurch konnte
eine Beladung der Mikrotiterplatte ausschlieRlich mit der wassrigen Phase, die das gesamte
cAMP beinhaltet, erfolgen.

Die Standardproben, anhand derer die Konzentrationen der Versuchsproben ermittelt werden
konnten, wurden durch eine Verdiinnungsreihe des definierten und dem Kit beiliegenden
Standardgemischs hergestellt. Um vergleichende Messbedingungen fiir die Standardproben und
die zu bestimmenden Proben zu erzielen, wurde der Verdinnungspuffer ebenfalls einer
Chloroform-Extraktion unterzogen. Es wurden 2 ml HS-Puffer, in dem die Spermien
aufgenommen wurden, mit 1 ml 7 % PCA vermischt und davon 2,5 ml mit 625 pl 10 mM EDTA
und 3,4 ml Chloroform/Trioctylamin (1:1) vermengt. Wie bei den zu messenden Proben fand
eine Phasenmischung durch dreimaliges, kraftiges Mischen von je 10 sek und eine Zentrifugation
fir 5 min bei 1.500 g, RT, statt. Die obere, wassrige Phase wurde fir das Verdinnen des
Standards verwendet.

3.4.5.3 Messung und Auswertung der cAMP-Konzentration

Von den vorbereiteten Standardproben und den Versuchsproben wurden jeweils 100 ul in die
Schachte der Mikrotiterplatte pipettiert. Zur Bestimmung der unspezifischen Bindung an den
anti-Kaninchen Antikérper wurde auch eine Probe mit dem verwendeten Verdiinnungspuffer
angesetzt. Hierflr wurden 200 pl dieses Puffers in die entsprechende Vertiefung lberfihrt. Bis
auf den Schacht zur Ermittlung der unspezifischen Bindung, wurden alle weiteren Vertiefungen
mit 100 pl des verdiinnten cAMP-Antiserums Uberschichtet. Samtliche Proben, sowie der
Standard und die unspezifische Bindungsprobe sind in Duplikaten ausgefiihrt worden. Die
Bindung des extrahierten cAMPs an den anti-cAMP Antikorper erfolgte tGber 2 h hinweg auf Eis.
Im Anschluss an die Inkubationszeit wurden in alle Vertiefungen 50 pl des nach
Herstellerangaben verdiinnten Peroxidase-gekoppelten cAMPs pipettiert, welches sich an die
noch ungebundenen cAMP-Antikérper Bindestellen heften konnte. Erneut erfolgte eine
Inkubation von 1 h auf Eis. Durch das anschlieRende Entleeren der Vertiefungen wurden alle
Bindungsreaktionen unterbrochen und zusatzlich jeder Schacht viermal mit dem beigefiihrten
Waschpuffer gewaschen. Fiir die exakte Bestimmung der enzymatischen Aktivitdt und dadurch
der cAMP-Konzentration, wurden nach dem letzten Waschschritt in jede Vertiefung der Platte
150 pl Enzymsubstrat zugegeben und nach 1 h Inkubation bei RT die optische Dichte bei 630 nm
gemessen. Zusatzlich wurde nach der 1. Messung die Reaktion mit 100 pl 1 M Schwefelsdure
(H,SO,) abgestoppt und erneut die optische Dichte bei 450 nm in einem
Fluoreszenzspektrometer gemessen. Die Ermittlung der cAMP Konzentration in der Probe fand
indirekt durch die Bestimmung der katalytischen Substratumsetzung, aufgrund der gebundenen
cAMP-gekoppelten Peroxidase statt. Je mehr Substrat katalytisch umgesetzt wurde, desto mehr
Enzym-gebundenes cAMP konnte zuvor an den anti-cAMP Antikérper binden und desto weniger
Bindestellen waren durch das extrahierte, freie cAMP belegt. Die bestimmten Messwerte
wurden zu den Werten der optischen Dichte der Standardproben ins Verhaltnis gesetzt und
dadurch die genaue cAMP-Konzentration in den entsprechenden Proben bestimmt.
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3.4.6 Bestimmung des Testosteronspiegels in Serum und Plasma der Maus
Testosteron ist ein Sexualhormon, das in beiden Geschlechtern produziert wird, jedoch im Mann
in einer hoheren Konzentration vorliegt. Es ist flir den mannlichen Phanotyp und die
Spermienproduktion verantwortlich, so dass Schwankungen der Hormonkonzentration auch
Einfluss auf die Reproduktion des Lebewesens haben kénnten. Uber das Blut gelangt das
Steroidhormon an seine Wirkungsorte, weswegen eine Konzentrationsbestimmung des
Hormons Uber das Blutplasma moglich ist. Da die Testosteronsynthese einem circadianen
Rhythmus unterliegt und in den Morgenstunden ihr Maximum erreicht, wurde den getoteten
Mannchen (11-16 Wochen) vormittags Vollblut aus der rechten Herzkammer entnommen und
das Serum bzw. Plasma isoliert (siehe 3.2.4).

Fir die Bestimmung der Testosteronkonzentration im Serum der Tas2r131-Mause, wurde das
Testosterone EIA Kit (Cayman Chemicals) verwendet. Es handelt sich dabei um einen
kompetitiven ELISA (engl.: enzyme linked immunosorbent assay), mit einer Maus anti-Kaninchen
beschichteten Mikrotiterplatte, die mit einem Testosteron Antiserum, Acetylcholinesterase-
(AChE)-konjugierten Testosteron und freien Serum-Testosteron beladen wird. Beide Formen des
Testosterons konkurrieren um die Testosteron-Bindestellen des anti-Testosteron Antikorpers.
Fir die Bestimmung der Testosteron-Konzentration im Serum wurde das Testosteron aus der
Probe extrahiert, um mogliche Stérungsreaktionen durch Antikérper und vorhandene Proteine
zu verhindern. Fir die Extraktion wurden 50 pl Serum mit 250 ul Diethylether versetzt und
kraftig geschittelt. Die obere, organische Phase, in der sich das Testosteron befand, wurde
anschliefend in ein neues Reaktionsgefald iberfiihrt. Dieser Vorgang wurde zweimal wiederholt
und die Uberstinde der organischen Phase vereint. Das organische Ldsungsmittel wurde
anschlieRend bei RT in einer Vakuumzentrifuge verdampft, und das Pellet im mitgelieferten
Reaktionspuffer resuspendiert. Die Beladung der Mikrotiterplatte erfolgte gemaf dem
Herstellerprotokoll. Durch die Zugabe eines AChE-Substrats konnte anhand messbarer
Absorptionswerte an einem Fluoreszenzspektrometer und mit Hilfe der erstellten Standardkurve
die Menge an gebundenem AChE-konjugiertem Testosteron bzw. freien Testosteron festgestellt
werden. Jede Probe wurde in dreifacher Ausfiihrung gemessen und daraus das arithmetische
Mittel berechnet.

Zur Bestimmung der Testosteronkonzentration im Plasma der TRPM5-knockout-Mause wurden
pro Maus 50 pl Blutplasma an Frau Dr. Prehn (Arbeitsgruppe Prof. Adamski) aus dem Helmholtz
Zentrum-Minchen OberschleiRheim geschickt. Die in den Proben enthaltenen Proteine wurde
mit Methanol/Zinksulfat ausgefallt und anschlieRend die Konzentration des freien
Gesamttestosterons mit Hilfe der LC-MS/MS Methode (liquid chromatography tandem mass
spectrometry) quantitativ bestimmt.
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3.5 Statistik

Fir die Auswertung der erhobenen Daten wurde das Programm Excel 2010 (Microsoft Office)
und Prism 5.0 (Graph Pad) verwendet. Alle Datensitze wurden mit Hilfe des Grubb’s Outlier
Tests (http://graphpad.com/quickcalcs/Grubbsl.cfm) auf signifikante AusreiBer hin untersucht
und diese aus der statistischen Analyse ausgeschlossen. Sofern nicht anders angegeben, sind in
der vorliegenden Arbeit alle Daten als Mittelwerte + Standardfehler des Mittelwerts (SEM)
angegeben. Vergleichende Untersuchungen von Datensdtzen von Geschwisterpaaren, oder
gleichgroflen Stichproben einer Gruppe wurden mit Hilfe des zweiseitigen studentischen T-Tests
fir gepaarte Stichproben durchgefiihrt. Wurden Daten von unabhédngigen Gruppen
durchgefiihrt, wurde der zweiseitige studentische T-Test flir unpaarige Stichproben angewendet.
Eine statistische Signifikanz wurde bei einem p-Wert < 0,05 angenommen.
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4 Ergebnisse

4.1 Expression des Tas2rl31 im mannlichen Reproduktionsgewebe: Studien

zur funktionellen Rolle des Bitterrezeptors flr die mannliche Fertilitat

Zahlreiche Publikationen der letzten Dekade zeigen, dass neben den drei Mitgliedern der Tas1-
Geschmacksrezeptor-Familie (lwatsuki et al., 2010; Meyer et al., 2012; Mosinger et al., 2013;
Voigt et al., 2012) auch einige Vertreter der mit ca. 30 Subtypen wesentlich umfangreicheren
Familie der Tas2-Bitterrezeptoren im mannlichen Reproduktionssystem der Maus exprimiert
werden (Li and Zhou, 2012; Voigt et al., 2012; Xu et al., 2013).

In einer vorangegangenen Promotionsarbeit in der Arbeitsgruppe wurde von Frau Dr. Dorke
Meyer mit Hilfe von umfangreichen PCR-Studien mit Primern fiir alle Tas2Rs und muriner Hoden
cDNA gezeigt, dass die Anzahl der Transkripte flr den Bitterrezeptor Tas2r131 im Vergleich zu
anderen Tas2Rs besonders hoch ist (Meyer, 2013). AuBerdem wurde in hierarchischen
Clusteranalysen gezeigt, dass der Tas2rl31 gegeniber den anderen Vertretern der
Bitterrezeptorfamilie eine isolierte Position einnimmt. Die geringe Homologie zu anderen
Bitterrezeptoren und die besonders starke Expression im Hodengewebe machen den Tas2r131
zu einem besonders interessanten Forschungsobjekt, mit dem Ziel seine genaue Funktion fir die
mannliche Reproduktionsfihigkeit zu erfassen. In diesem Zusammenhang sind u.a. die
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Ergebnisse initialer Zuchtversuche an der noch nicht-kongenen Tas2r131
erwdhnen. Geschlechtsspezifische Zuchtansitze mit einem Wildtyp (Tas2r131 [+/+])-Weibchen
und einem heterozygoten (Tas2r131 [+/-]) Mannchen zeigten dabei eine signifikante
Genotypverschiebung unter den Nachkommen. Entgegen der Mendelschen Vererbungslehre,
nach der in der F1-Generation je 50 % Tas2r131 [+/+]- bzw. Tas2r131 [+/-]-Nachkommen
erwartet werden, wurden von Zuchtpaaren mit dieser geschlechtsspezifischen Genotyp-
Kombination der Elterntiere signifikant mehr heterozygote Nachkommen gezeugt ([+/+]: 37 %
Jungtiere; [+/-]: 63 % Jungtiere; Chi-Test, p < 0,001) (Meyer, 2013). In Zuchtpaaren mit einem
heterozygoten (Tas2r131 [+/-]) Weibchen und Wildtyp (Tas2r131 [+/+])-Mannchen wurde diese
unerwartete Genotypverschiebung hingegen nicht beobachtet. AuBerdem wurde festgestellt,
dass Tas2rl31 [-/-]-Mannchen der verwendeten noch nicht-kongenen Tas2r131°-'RESTGFP.
Mauslinie, im Vergleich zu Tas2r131 [+/+]-Mannchen mit dem gleichen genetischen Hintergrund
eine signifikant erhdhte Anzahl an Spermien im Nebenhoden aufwiesen (Meyer, 2013). Die
erhohte Spermienanzahl in den Tas2r131-defizienten Mannchen fiihrte zu der Hypothese, dass
in Tas2r131 [+/-]-Méannchen die Verteilung der haploiden Spermien (Tas2r131 [+] und Tas2r131
[-]) nicht gleichmaRig ist (50:50), sondern dass der prozentuale Anteil der Keimzellen mit einem
Tas2r131-defizienten [-] Allel erhéht sein kdnnte. Durch eine derart veranderte Haufigkeit der
Tas2r131 [-]-Spermien in den heterozygoten Mannchen wirde die statistische
Wahrscheinlichkeit der Befruchtung einer Tas2r131 [+]-Oozyte durch ein Tas2r131 [-]-Spermium
zwangslaufig ansteigen, was eine mogliche Erklarung fiir die beobachtete Genotypverschiebung
unter den Nachkommen sein kdnnte (Meyer, 2013).

Zur Uberpriifung dieser Hypothese sind funktionelle, beispielsweise Fluoreszenz-basierte Ca*-
Imaging Studien mit einem spezifischen Liganden fir den Tas2r131, bei denen aktivierte
Spermien quantifiziert werden konnten, allerdings noch nicht moglich, da fir diesen
Bitterrezeptor noch kein Ligand identifiziert werden konnte (Chandrashekar et al., 2000;
Meyerhof et al., 2011; Mombaerts, 2004). Obwohl in der verwendeten Mauslinie die codierende
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Sequenz fir den Tas2r131 entfernt und durch eine hrGFP-exprimierende Fluoreszenzkassette
ersetzt wurde, die unter der Tas2rl31-Promotorkontrolle exprimiert wird, ist aufgrund der
beschriebenen, duBerst schwachen GFP-Markierung in epididymalen Spermien (Meyer, 2013;
Voigt et al.,, 2012) auch eine FACS-basierte Sortierung und anschlielende prozentuale
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Quantifizierung der beiden Spermienpopulationen heterozygoter Tas2r131
nicht moglich.

Ein weiterer alternativer experimenteller Ansatz besteht darin, das Tas2r131-Protein in Tas2r131
[+]-Spermien mit Hilfe eines spezifischen Antikérpers zu markieren und anschliefend in
guantitativen Analysen zu bestimmen, ob in heterozygoten Tas2r131-Méannchen die Population
der Tas2r131 [-]-Spermien groRer ist als die der Tas2r131 [+]-Spermien. Da zum Zeitpunkt der
Untersuchung jedoch kein funktionierender anti-Tas2r131 Antikorper zur Verfligung stand,
wurden in Zusammenarbeit mit der Firma Synaptic Systems vier polyklonale Antikdrper gegen
den Tas2r131 generiert. Der folgende Abschnitt beschreibt die durchgefiihrten Studien zur

Spezifitatsanalyse der produzierten anti-Tas2r131 Antikorper.

4.1.1 Spezifitatsanalyse der generierten Tas2r131-spezifischen polyklonalen
Antikorper

Die Familie der Bitterrezeptoren gehort zu der groRten Membranproteinfamilie, den GPCRs, die
u. a. firr die Signaltransduktion gustatorischer und olfaktorischer aber auch hormoneller Stimuli
verantwortlich sind (Katritch et al., 2013; Rosenbaum et al., 2009). Bei der Generierung eines
Antikorpers, der einen speziellen GPCR-Subtyp erkennt, liegt die Herausforderung u. a. darin,
eine fir diesen Rezeptor spezifische Peptidsequenz zu finden, die, ungeachtet der grofRen
Diversitat der Bindungspartner, keine oder kaum Sequenzhomologien zu anderen Vertretern der
untereinander sehr homologen Familie der GPCRs aufweist. Trotz eines -einzigartigen
Aminosaureabschnittes eines Rezeptors stellen die strukturellen Unterschiede zwischen dem
linearen Peptid und dem nativen GPCR mit seiner dreidimensionalen Struktur und moglichen
multiplen Glykosylierungen, weitere Schwierigkeiten dar (Gupta et al., 2008; Takeda et al,,
2015). Um diese zu minimieren und gleichzeitig eine Kreuzreaktivitdt des Antikorpers
insbesondere mit anderen im Hoden exprimierten Bitterrezeptoren (Xu et al., 2013) zu
vermeiden, wurden Peptidsequenzen des N- und C-Terminus des Tas2r131 ausgewahlt, da diese
Regionen selbst in Rezeptoren des gleichen GPCR-Subtyps sehr divers sind und sich daher gut als
Erkennungssequenz fir einen Antikorper eignen (Gupta et al., 2008). Aus diesem Grund wurden
gemeinsam mit der Firma Synaptic Systems zwei fiir den Tas2r131-spezifische Peptidsequenzen
ausgewahlt, die im C-Terminus bzw. N-Terminus der Rezeptoraminosauresequenz liegen. Zwei
Kaninchen wurden mit diesen beiden Peptiden immunisiert und spater die Spezifitat der vier
gewonnenen und aufgereinigten Antikérper in immunhistologischen Analysen getestet.

Um die Spezifitdt eines der vier generierten Tas2r131-Antikorpers zu Uberpriifen, stellt das
Zungengewebe einer Tas2r131 [-/-]-hrGFP-Maus das ideale Kontrollgewebe dar, da hier keine
endogene Tas2r131-Expression vorliegt, so dass eine Immunreaktion mit einem spezifischen
anti-Tas2r131 Antikorper ausbleiben sollte. Zusatzlich dazu kann die Anzahl der anti-Tas2r131
markierten Geschmackszellen in Tas2r131 [+/+]-Gewebe mit der Anzahl hrGFP-fluoreszierender
Geschmackszellen in Tas2r131 [-/-]-Gewebe verglichen werden, was noch als zuséatzliches
Spezifitatskriterium herangezogen werden kann. Daher wurden zuerst immunhistologische
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Untersuchungen zur quantitativen Expression des Tas2rl31 in unterschiedlichen
Geschmackspapillen durchgefihrt.

4.1.1.1 Tas2r131 in unterschiedlichen Geschmackspapillen der Zunge

Mit Hilfe wvon Antikorpernachweisen und genverdanderten Mauslinien konnte in
vorangegangenen Studien gezeigt werden, dass Rezeptoren der Tasl-Familie Gberwiegend in
den Pilzpapillen exprimiert werden, wahrend die Expression von Bitterrezeptoren hauptsachlich
in der groReren und mit mehr Typ-ll Zellen ausgestatteten Wallpapille beobachtet wurde (Adler
et al., 2000; Hoon et al., 1999; Meyer, 2013; Nelson et al., 2002; Voigt et al., 2012).

Um zu verifizieren, wie viele Tas2r131-positive Zellen in einer Geschmacksknospe der drei
verschiedenen Typen von Geschmackspapillen vorzufinden sind, wurden Gefrierschnitte von
Tas2r131-defizienten hrGFP-Geschmackspapillen angefertigt, und auf die Expression des hrGFP-
Reportergens hin untersucht (siehe 3.3.1.1). Da die Bitterrezeptoren an das im
Geschmackssystem besonders stark exprimierte G-Protein a-Gustducin binden (Adler et al.,
2000; Wong et al., 1996), sollte zusatzlich Gber immunhistochemische Versuchsansatze gepriift
werden, ob der Bitterrezeptor Tas2r131 immer mit dem gustatorischen G-Protein colokalisiert
erscheint.

Abbildung 12 fasst die erzielten Ergebnisse der Analyse der Expression des Tas2r131in den drei
Geschmackspapillen der fast vollstindig kongenen Mauslinie exemplarisch zusammen. In
Pilzpapillen, die im vorderen Zungenbereich vorkommen und jeweils nur eine
Geschmacksknospe haben, konnten zwar vereinzelte a-Gustducin-exprimierende Zellen
festgestellt werden, jedoch keine auf den Tas2r131 hindeutende hrGFP-Fluoreszenz (Abbildung
12 A-C). In Geschmacksknospen der Blatterpapillen, die seitlich im hinteren Bereich der Zunge
situiert sind, konnte hingegen zusatzlich zur a-Gustducin-reprasentierenden roten Fluoreszenz
auch die hrGFP-Fluoreszenz des Tas2r131-Rezeptors in den gleichen Zellen beobachtet werden
(Abbildung 12 D-F). Anhand der hrGFP-Expression und der positiven Immunreaktion mit dem
a-Gustducin-Antikorper konnte auch fiir die groBte der Geschmackspapillen, die Wallpapille, die
Coexpression von Tas2r131 und a-Gustducin in denselben Geschmackszellen belegt werden
(Abbildung 12 G-l). Die Beobachtung der vermehrt auftretenden Expression des Tas2r131-
Bitterrezeptors in den Geschmackspapillen des hinteren Zungenbereichs stimmt mit der
quantitativen Expressionsanalyse der Arbeitsgruppe von Herrn Prof. Meyerhofer (iberein (Voigt
et al., 2012) und bestatigt das zuvor beschriebene Geschmacksrezeptor-Expressionsmuster auf
der Zunge. In den in Abbildung 12 dargestellten immunhistochemischen Ergebnissen wird
auBerdem deutlich, dass a-Gustducin nicht ausschlieRlich in Tas2r131-hrGFP Zellen exprimiert
wird, sondern dariber hinaus in weiteren Geschmackszellen. Die Colokalisation von Rezeptor
und G-Protein bekraftigt daher zum einen die Interaktion des Tas2r131 und des a-Gustducins
(Chandrashekar et al., 2006; Wong et al., 1996). Zum anderen belegt die a-Gustducin-Expression
in Tas2r131-negativen Zellen die Beteiligung der G-Protein-Untereinheit an der gustatorischen
Signalweiterleitung in weiteren Geschmackszellen, zuséatzlich zu den Tas2r131-positiven Zellen
(Behrens et al., 2011; Mombaerts, 2004).
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Abbildung 12: Tas2rl31-Colokalisation mit oa-Gustducin in verschiedenen Geschmackspapillen. Die
schematische Zeichnung zeigt die Lokalisation der Pilz-, Blatter- und Wallpapille auf der murinen Zunge. Um zu prifen,
ob der Tas2r131 in allen drei Geschmackspapillen exprimiert wird und mit dem gustatorischen G-Protein colokalisiert
ist, wurden Gefrierschnitte von Tas2r131-hrGFP Pilz-, Blatter- und Wallpapillen mit einem a-Gustducin-Antikérper und
einem rot-fluoreszierenden Zweitantikorper (Alexa 546 konjugierter anti-Kaninchen Antikorper aus Esel) inkubiert.
Gezeigt sind beispielhafte Aufnahmen von Tas2r131-hrGFP- und a-Gustducin-exprimierenden, spindelférmigen
Geschmackszellen in Geschmacksknospen der Pilzpapille [C], Blatterpapille [F] und Wallpapille [I]. Eine Tas2r131-
hrGFP Fluoreszenz konnte nicht in den Pilzpapillen an der Zungenspitze [A], jedoch in der Blatter- [D] und Wallpapille
[G] beobachtet werden. a-Gustducin-exprimierende Geschmackszellen konnten hingegen in allen drei Typen der
Geschmackspapillen nachgewiesen werden [B, E, H]. In Uberlagerungen der endogenen hrGFP- und der
anti-a-Gustducin-Fluoreszenzsignale wurde deutlich, dass eine Expression des Geschmacksrezeptors und der
G-Protein a-Untereinheit in den gleichen Zellen erfolgt (Pfeil). Die Expression von a-Gustducin wurde dariber hinaus
in weiteren Geschmackszellen der Wall- und Blatterpapille festgestellt und konnte zusatzlich in Tas2r131-negativen
Pilzpapillen gefunden werden. MaRstab: 10 um.

4.1.1.2 Spezifitdtstest eines neu  generierten  Tas2r131-spezifischen  Antikérpers in
Geschmackszellen

Zur Generierung eines Tas2r131-Antikorpers wurden zwei Kaninchen (Tier 842 + 843) jeweils mit
zwei spezifischen Peptidsequenzen (N-terminale Sequenz: STTSEDSRTKIHKK; C-terminale
Sequenz: SLHRFSSLY) immunisiert. Die vier gebildeten Antikérper wurden immobilisiert und
Peptidspezifisch aufgereinigt. Die Spezifitat der hergestellten Antikérper wurde iberprift, indem
immunhistologische Markierungen von Geschmackszellen der Zunge durchgefiihrt wurden
(siehe 3.3.1.1). Hierfir wurden Gefrierschnitte der Wallpapille von Wildtyp- und Tas2r131-
defizienten Mausen verwendet, wobei das Tas2rl31-defiziente Gewebe als ideale
Negativkontrolle fungierte, da aufgrund der Deletion der gesamten Tas2rl31-codierenden
Sequenz keine immunologische Reaktivitat zu erwarten war.

Zu Beginn wurde eine Verdiinnungsreihe der Antikérper an Tas2r131 [+/+]-Gewebeschnitten der
Wallpapille getestet, und die Antikérper aufgrund der beobachteten schwachen Reaktivitat der
Immunglobuline (Daten nicht gezeigt) folglich in einer 1:50 Verdunnung (2 pg/ml) eingesetzt. In
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den, in Abbildung 13 dargestellten reprasentativen Fluoreszenzaufnahmen ist deutlich zu
erkennen, dass alle vier Antikérper aus beiden Kaninchen die spindelférmigen Geschmackszellen
in den Geschmacksknospen der Wallpapille markieren (Abbildung 13).

Aus den in Abbildung 12 zusammengefassten GFP-Markierungen der Tas2r131B-RESTGFP.
Reportermauslinie hat sich bereits gezeigt, dass in einer Geschmacksknospe der Wallpapille
ungefahr 1-3 Zellen den Tas2r131-Rezeptor exprimieren, was mit bereits publizierten Daten
(Voigt et al., 2012) sowie den Vorarbeiten von Frau Dr. Dorke Meyer (ibereinstimmt (Meyer,
2013). Vergleicht man diesen Befund nun aber mit denen hier vorgestellten Studien zur
Spezifitatsbestimmung der produzierten anti-Tas2r131 Antikérper, so wird deutlich, dass die
anti-Tas2r131-Markierung fir IgGs beider Kaninchen in wesentlich mehr Zellen zu erkennen ist,
als zu erwarten gewesen ware: Die rote Fluoreszenz ist in fast in allen spindelférmigen Zellen der
Geschmacksknospe der angeschnittenen Wallpapille zu erkennen (Abbildung 13 A, C, E, G).
Dieses Markierungsmuster deutet darauf hin, dass neben dem Tas2r131 noch andere,
moglicherweise sehr homologe Bitterrezeptoren von allen vier produzierten anti-Tas2r131
Antikorpern detektiert werden.

Um diese Vermutung zu Uberpriifen, wurden zusatzlich immunhistochemische Studien an
Zungen-Gewebeschnitten der Tas2r131-defizienten Mauslinie durchgefiihrt. Die Wahl dieser
Gewebekontrolle hat den Vorteil, dass zum einen kein Tas2r131 exprimiert wird; zum anderen
kann mit Hilfe der GFP-Fluoreszenz abgeschatzt werden, wie viele Zellen in der Wildtyp-
Geschmacksknospe tatsdchlich den Tas2r131 exprimieren. Und schlieRlich kann durch
Verwendung der neu generierten Tas2r131 Antikdrper und eines Alexa546-gekoppelten
Sekundarantikorpers direkt festgestellt werden, ob die Immunreaktivitdit der Tas2r131-
Antikorper in den gleichen oder auch anderen Zellen, als den hrGFP-positiven Zellen, zu
registrieren ist.

Die in Abbildung 13 ausgewahlten Aufnahmen der Immunmarkierung an coronalen Schnitten
der Wallpapille einer Tas2r131-defizienten Maus zeigen jeweils die griine GFP-Fluoreszenz und
die Bindung der Tas2r131-Antikorper, die hier in rot dargestellt ist (Abbildung 13 B, D, F, H). Eine
Analyse der Markierungen macht deutlich, dass alle Tas2r131-Antikorper, trotz der fehlenden
Expression des Bitterrezeptors, eine deutliche Markierung im Tas2r131-defizienten
Zungengewebe aufweisen. Zudem ist zu erkennen, dass die rote Fluoreszenz nicht nur in GFP-
negativen Zellen (Abbildung 13 B, D, F, H; Pfeile) sondern auch in GFP-positiven Zellen
auszumachen ist (Abbildung 13 B, D, F, H; gelbe Markierung, Pfeilspitzen).

Aus den Befunden dieser Studien muss daher geschlussfolgert werden, dass, trotz der Auswahl
zweier Tas2rl131-spezifischen Peptidsequenzen zur Immunisierung der Kaninchen, die
produzierten Antikorper offenbar neben dem Tas2r131 noch weitere Rezeptoren aus der
Bitterrezeptorfamilie, andere GPCRs in den Geschmackszellen (z. B. ORs (Kang and Koo, 2012))
oder sogar unspezifisch andere Proteine erkennen. Zusatzlich ist fir die neu generierten
Antikorper festzuhalten, dass die Immunreaktivitdt der C-terminal ausgerichteten Tas2r131-
Antikorper beider Kaninchen starker ausgepragt war, als die Antigen-Antikdrper-Reaktion der
Tas2r131-Antikorper, die eine weiter N-terminal-gelegene Peptidsequenz in der Tas2r131-
Aminosauresequenz erkennen.
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Abbildung 13: Untersuchungen zur Spezifitat von anti-Tas2r131 Antikorpern. Die schematische Abbildung zeigt
den Tas2rl31-Rezeptor, dessen Aminosduresequenz in der Plasmamembran (PM) dargestellt ist. Die zur
Immunisierung eingesetzten Peptide sind jeweils durch einen Unterstrich hervorgehoben. Zur Generierung von
Tas2r131-spezifischen Antikorpern wurden zwei Kaninchen (842 + 843) mit den spezifischen Peptiden immunisiert.
Die gebildeten Antikérper wurden anschliefend aufgereinigt und an Gefrierschnitten der Wallpapille von Wildtyp- und
Tas2r131-hrGFP Mausen getestet. Hierflir wurden die Gewebeschnitte mit einer 1:50 Verdliinnung der aufgereinigten
Antikorper inkubiert und anschlieBend mit einem rot-fluoreszierenden Zweitantikdrper (Alexa 546 konjugierter anti-
Kaninchen Antikorper aus Esel) die Antigen-Antikorperbindung nachgewiesen.

Die Aufnahmen von einzelnen Geschmacksknospen in [A, B, E, F] zeigen Reaktionen des Tas2r131-Antikorpers, der
eine N-terminale Peptidsequenz erkennt, wohingegen [C, D, G, H] immunologische Reaktionen des gegen den
C-Terminus der Tas2r131-Peptidsequenz gerichteten Antikdrpers demonstrieren. In allen Geschmacksknospen von
Wildtyp-Gewebeschnitten [A, C, E, G] sind zahlreiche und deutliche Geschmackszellmarkierungen durch die einzelnen
Tas2r131-Antikorper zu erkennen. In Kontrollschnitten der Tas2r131-hrGFP Maus [B, D, F, H], in der die codierende
Sequenz entfernt und durch eine hrGFP-Sequenz unter der Tas2r131-Promotorkontrolle ersetzt wurde, sind Signale
des Antikdrpers (rot) und des endogenen hrGFPs (griin) in der Uberlagerung colokalisiert (gelb) zu erkennen [B, D, F,
H; Pfeilspitzen]. Die Erkennung von Tas2r131-hrGFP Zellen und weiterer Geschmackszellen [B, D, F, H; Pfeile], |asst
eine unspezifische Erkennung weiterer Bitterrezeptoren bzw. anderer GPCRs durch alle vier generierten Antikorper
vermuten. Geschmacksknospen der Wallpapille sind jeweils durch eine Randmarkierung hervorgehoben. Mafistab:
10 pm.

4.1.2 Analyse der moglichen Ursache einer Genotypverschiebung in

Nachkommen geschlechtsspezifischer heterozygoter Tas2r131-Zuchtpaare
Wie bereits in der Einleitung erwahnt, haben friihere Arbeiten an der Tas2r131 B RESHGRP_

Mauslinie gezeigt, dass von Tas2r131-Zuchtpaaren mit einem Tas2r131 [+/+]-Weibchen und
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einem Tas2r131 [+/-]-Mannchen signifikant mehr heterozygote Tas2r131-Nachkommen gezeugt
werden, als nach den Mendelschen Vererbungslehren zu erwarten gewesen ware (Meyer, 2013).
Im Weiteren wurde deshalb gepriift, ob die beobachtete Genotypverschiebung durch eine
groflere Subpopulation an Tas2r131 [-] haploiden Spermien in heterozygoten Tas2r131-
Mannchen zu erklaren ist. Wenn ja, sollte auch in Zuchtpaaren mit homozygot defizienten
Tas2r131-Mannchen und heterozygoten Tas2r131-Weibchen eine Genotypverschiebung unter
den Nachkommen festzustellen sein. Aus Verpaarungen von Elterntieren mit einem
heterozygoten- und einem homozygot defizienten Genotyp kdnnen ausschlieRlich heterozygote-
und homozygot defiziente Nachkommen geboren werden, wobei der Anteil der Nachkommen
mit einem bestimmten Genotyp bei jeweils 50 % liegt. Um diese Genotypverteilung unter den
Nachkommen genauer zu untersuchen wurden die Anteile der heterozygoten [+/-]- und
homozygot defizienten [-/-]-Genotypen aller Nachkommen von Zuchtpaaren mit einem
homozygot defizienten Tas2r131 [-/-]-Weibchen und einem heterozygoten Tas2r131 [+/-]-
Mannchen bzw. von Zuchtpaaren mit einem heterozygoten Tas2r131 [+/-]-Weibchen und einem
homozygot defizienten Tas2r131 [-/-]-Mdnnchen bestimmt. Die erfassten prozentualen Anteile
der entstandenen Genotypen aus geschlechtsspezifischen Tas2r131-Verpaarungen wurden
durch den statistischen Chi-Test auf die Abweichung von der erwarteten Mendelschen
Verteilung hin untersucht.

In Abbildung 14 A und B sind die Genotypverteilungen der Jungtiere der jeweils dariiber
angegebenen geschlechtsspezifischen Tas2r131-Verpaarungen gezeigt. Wahrend bei
Verpaarungen von homozygot defizienten Tas2r131-Weibchen mit heterozygoten Tas2r131-
Maéannchen unter den Nachkommen eine statistisch zu erwartende Mendelsche Verteilung
beobachtet werden konnte ([+/-] 48 % Jungtiere, [-/-] 52 % Jungtiere; p = 0,599) (Abbildung
14 A), war die Verteilung der Genotypen unter Nachkommen der Verpaarungen, in denen das
Mannchen Tas2rl31-defizient war, zugunsten der homozygot defizienten Nachkommen
signifikant verschoben ([+/-] 40 % Jungtiere, [-/-] 60 % Jungtiere; p = 0,012) (Abbildung 14 B).
Die Befunde der untersuchten Genotypverteilung der Jungtiere der geschlechtsspezifischen
Tas2rl31-Verpaarungen zeigen, dass eine Abweichung der beobachteten Genotyp-Haufigkeit
unter den Nachkommen nur dann festzustellen war, wenn das Mannchen homozygot defizient
fir den Tas2rl31-Rezeptor war. Diese Befunde zeigen, dass die beobachtete
Genotypverschiebung tatsachlich durch die Tas2rl31-defiziente Spermien-Population
hervorgerufen werden kénnte, da der Genotyp der Tas2r131-Weibchen keinen Einfluss zu haben
scheint.
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Abbildung 14: Genotypverteilung der Nachkommen geschlechtsspezifischer, homozygot defizienter
Tas2r131-Zuchtpaare und die Analyse der Fertilititsparameter. Fir die Untersuchung der Auswirkung der
Tas2r131-Defizienz auf die Genotypverteilung der Nachkommen von geschlechtsspezifischen Tas2r131 homozygot
defizienten Zuchtpaaren wurden die Genotypen der Nachkommen bestimmt, und anschlieBend der Anteil des
jeweiligen Genotyps an der Gesamtzahl der untersuchten Nachkommen berechnet. Dargestellt sind die prozentualen
Anteile der erfassten Genotypen und die nach Mendel zu erwartende Genotypverteilung der Nachkommen (rot
gestrichelte Linie) der angegebenen Verpaarungsansatze.

In Zuchtpaaren, deren Weibchen Tas2r131 homozygot defizient und deren Mannchen Tas2r131-heterozygot sind, ist
eine nach den Mendelschen Vererbungsregeln zu erwartende Haufigkeit der Genotypen zu beobachten [A]. Werden
hingegen Tas2r131 [+/-]-Weibchen mit Tas2r131 [-/-]-Méannchen verpaart, kann eine signifikante Verschiebung der
Genotypverteilung der Nachkommen zugunsten der Tas2r131 homozygot defizienten Jungtiere festgestellt werden
[B]. Dargestellt sind Mittelwerte + SEM von 130 Jungtieren aus 19 Wirfen [A] bzw. 144 Jungtieren aus 21 Wirfen [B].
Fur die statistische Analyse der Genotypverteilung wurde der Chi-Test angewandt (p < 0,05 *).

Zur weiteren Uberpriifung eines méglicherweise geschlechtsspezifischen Einflusses der Tas2r131-Defizienz auf den
Reproduktionserfolg wurden zudem entweder homozygot defiziente Tas2rl31-Weibchen mit heterozygoten
Méannchen oder heterozygote Tas2r131-Weibchen mit homozygot defizienten Mannchen kontinuierlich monogam
miteinander verpaart. Dabei wurde jeweils der Abstand zwischen den einzelnen Wiirfen und die WurfgroRe erfasst.
Die Ergebnisse dieser Fertilitdtsparameter der analysierten Zuchtpaare sind tabellarisch als Mittelwerte + SEM
angegeben und wurden lber den unpaarigen statistischen T-Test mit den Ergebnissen von Wildtyp-Zuchtpaaren
(C57BL/6N) verglichen (p < 0,05 *).

Fir Verpaarungen eines homozygot defizienten Tas2r131 [-/-]-Weibchens mit einem
heterozygoten Tas2r131 [+/-]-Mannchen bzw. einem Tas2r131 [+/-]-Weibchens mit einem
Tas2r131 [-/-]-Mé&nnchens wurden parallel zur Genotypbestimmung der Nachkommen, der
zeitliche Wourfabstand (d) und die WurfgroRe erfasst. Diese Beobachtungen wurden
anschlieRend mit denen von C57BL/6N-Verpaarungen verglichen und mit Hilfe des unpaarigen
T-Tests statistisch bewertet. Wahrend in reinen homozygot defizienten Tas2r131-Verpaarungen
der Abstand zwischen zwei Wirfen etwas, jedoch nicht signifikant kiirzer war (28,5 + 2,8 Tage)
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als in C57BL/6N-Verpaarungen (33,2 + 2,0 Tage) (Tabelle 5), war in Verpaarungen mit
homozygot defizienten Weibchen und heterozygoten Tas2r131-Méannchen der Wurfabstand
signifikant verkirzt (26,4 + 1,4 Tage; p = 0,009) (Abbildung 14). War der Tas2r131 homozygot
defiziente Elternteil das Mannchen, war diese Veranderung nicht mehr zu beobachten, und der
Abstand zwischen den Wirfen (33,6 £ 2,0 Tage, p = 0,864) &dhnlich zu dem der C57BL/6N-
Verpaarungen (Abbildung 14). Wahrend in heterozygoten- und Tas2r131 homozygot defizienten
Verpaarungen keine signifikanten Veranderungen des Wurfabstands, aber eine signifikant
erhohte WurfgroRe festgestellt werden konnte (Tabelle 5), war die WurfgroRRe in den Tas2r131
[-/-] x [+/-]- und Tas2r131 [+/-] x [-/-]-Verpaarungen zwar erhoht, jedoch nicht signifikant
unterschiedlich zu der C57BL/6N-WurfgroRe (Tas2r131 [-/-] x [+/-]: 7,0 £ 0,5 Jungtiere, p = 0,138;
Tas2rl131 [+/-] x [-/-]: 6,8 £ 0,2 Jungtiere, p = 0,224) (Abbildung 14).

Tabelle 5: Fertilitit von Tas2r131-defizienten Mausen. Zur Untersuchung des Reproduktionsphdnotyps von
Tas2r131-defizienten Mausen wurden heterozygote- und homozygot defiziente Tas2r131-Tiere dauerhaft monogam
verpaart, und die aufgefiihrten Fertilitatsparameter (Wurfabstand [d], WurfgroRe) bestimmt. Die Ergebnisse wurden
mit Hilfe eines unpaarigen T-Tests mit den Zuchtergebnissen von C57BL/6N ([+/+] x [+/+]) statistisch verglichen, und
signifikant abweichende Resultate mit einem Stern (*) gekennzeichnet. Gezeigt sind Mittelwerte * SEM; p < 0,05 *.

Tas2r131 @ x & [#/+]1x[+/+] [+/-1 x [+/-] [-/-1x[-/-]

Wourfabstand [d] 33,2220 30,7x1,1 28,528
Wurfgréfie 6,0+£0,2 72+0,1* 7,7+0,2*
Wiirfe / Paare 40/8 110/ 28 11/4

Die erhohte WurfgréRe von Tas2r131 heterozygoten- und homozygot defizienten Zuchtpaaren
(Tabelle 5) sowie von geschlechtsspezifischen Tas2r131-Verpaarungen, ebenso wie die
registrierte auf das Mannchen zuriickzufihrende Genotypverschiebung der Nachkommen
zugunsten homozygot defizienter Tas2r131-Jungtiere (Abbildung 14) fiihrten anschliefend zu
der Fragestellung, ob die vermehrt geborenen Tas2rl31-defizienten Tiere aus
Tas2r131 [+/-] x [-/-]-Verpaarungen uberwiegend mannlich sind, so dass zuséatzlich zur
Genotypverschiebung eine Geschlechterverschiebung zu registrieren sein sollte. Daher wurden
die Geschlechter der Nachkommen aus  Tas2r131 [-/-]  x [+/-1- und
Tas2r131 [+/-] x [-/-]-Verpaarungen bestimmt und anschlieRend gepriift, ob es innerhalb eines
auftretenden Genotyps zu der nach Mendelschen Regeln zu erwarteten Haufigkeit von 50 % des
weiblichen und des mannlichen Geschlechts kommt.

In Tabelle 6 sind die beobachteten prozentualen Geschlechteranteile fiir jeden moglichen
Genotyp ([+/-] oder [-/-]) der Nachkommen (F1-Generation) aus den angegebenen
Verpaarungen aufgelistet. Es ist zu erkennen, dass fiir jeden auftretenden Genotyp in der F1-
Generation, unabhidngig von der geschlechtsspezifischen Tas2r131-Verpaarung, keine
signifikante Abweichung von der erwarteten Geschlechterverteilung auftrat, fir deren
Berechnung der statistische Chi-Test angewandt wurde. Die in Abbildung 14 beobachtete
Genotypverschiebung in Tas2r131 [+/-] x [-/-]-Verpaarungen ist daher nicht damit zu erklaren,
dass die scheinbar bessere Vererbung des Tas2r131 homozygot defizienten Allels durch das
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Zuchtmannchen dazu fiihrt, dass die Weitergabe der genetischen Information (iberwiegend an
ein Geschlecht erfolgt.

Tabelle 6: Prozentuale Anteile der Geschlechterhdufigkeit in der F1-Generation bezogen auf den
beobachteten Genotyp von Nachkommen aus geschlechtsspezifischen Tas2r131-Verpaarungen. Aus den
angegebenen Verpaarungsansatzen sind die moglichen Genotypen in der F1-Generation und die prozentualen Anteile
der beobachteten Geschlechterverteilung eines Genotyps tabellarisch aufgelistet. Grundlage dieser Auswertung sind
die in Abbildung 14 eingegangenen Datensatze der analysierten Wiirfe. Fir jeden beobachteten Genotyp ([+/-] oder
[-/-]) wurde eine Geschlechterverteilung von jeweils 50 % erwartet. Die Abweichung der bestimmten
Geschlechterhadufigkeit von der erwarteten Geschlechterhaufigkeit wurde mit dem Chi-Test tberprift. Es konnte
weder fir die bisher unauffillige Tas2r131 [-/-] x [+/-]-Verpaarung noch fiir die Tas2r131 [+/-] x [-/-]-Verpaarung, fir
die eine Genotypverschiebung zugunsten der homozygot defizienten Nachkommen beobachtet wurde, eine
verdnderte Geschlechterverteilung unter den Nachkommen festgestellt werden. Die prozentualen Anteile der
geborenen [-/-]-Weibchen und —Mé&nnchen an der Gesamt [-/-]-Nachkommensanzahl der Tas2r131 [+/-] x [-/-]-
Verpaarung sind fett gedruckt dargestellt, um so hervorzuheben, dass nicht mehr Mannchen mit dem Tas2r131
homozygot defizienten Allel geboren werden. Gezeigt sind die prozentualen Anteile der beobachteten
Geschlechterhaufigkeit innerhalb eines auftretenden Genotyps von Nachkommen aus der entsprechend angegebenen
Verpaarung. Statistischer Test: Chi-Test; p < 0,05 *.

mgl. Genotypen der F1-Generation

[+/-] [-/-]
w ¥ 3 J 7
Verpaarung + +
[-/-] x [+/] 59 41 45 55
[+ x [/] 49 51 53 47

Die  bisherige Analyse der Reproduktionsparameter der geschlechtsspezifischen
Tas2rl31-Verpaarungen (Tabelle 5, Tabelle 6) lasst keine kausale Ursache dafiir erkennen,
warum Zuchtpaare mit einem heterozygoten Tas2r131-Weibchen und einem homozygot
defizienten Tas2r131-Mannchen mehr Nachkommen mit einem homozygot defizienten Genotyp
zeugen, als statistisch nach Mendel zu erwarten ware (Abbildung 14). Allerdings muss in diesem
Zusammenhang erwdhnt werden, dass die Schwanzspitzenbiopsien der Nachkommen, die als
Grundlage fir die Genotypisierung fungieren, erst zum Zeitpunkt der Trennung von den
Elterntieren, also nach den ersten drei Lebenswochen der Jungtiere, vorgenommen wurden
(siehe 3.2.1). Daher stellte sich die Frage, ob in den ersten drei Wochen nach der Geburt die
postnatale Mortalitdtsrate von Jungtieren des heterozygoten Genotyps erhoht ist, so dass die
beobachtete = Genotypverschiebung auf eine  verbesserte Uberlebensrate  der
Tasr2r131 [-/-]-Jungtiere zurlickzufihren ist.

Aus diesem Grund lag es nahe zu (Uberpriifen, ob die Nachkommen der
Tas2r131 [+/-] x [-/-]-Zuchtpaare eine erhohte postnatale Mortalitdtsrate aufweisen (siehe
3.2.1.2). Fir diese Analyse wurde die Anzahl der in den ersten drei Lebenswochen verstorbenen
Jungtiere von C57BL/6N ([+/+])-, Tas2r131-heterozygoten ([+/-])-, -homozygot defizienten ([-/-])-
und geschlechtsspezifischen Tas2r131-Verpaarungen ([-/-] x [+/-] bzw. [+/-] x [-/-]) erfasst. Die
Mortalitatsraten der einzelnen Verpaarungsansatze wurden mit den Beobachtungen der
C57BL/6N-Zuchtpaare mit Hilfe des unpaarigen statistischen T-Tests verglichen. Da es aus
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technischen Griinden nicht moglich war, den Genotyp der toten Jungtiere zu bestimmen, war es
beziiglich der Bestimmung der Uberlebensrate der Nachkommen notwendig, den prozentualen
Anteil verstorbener Jungtiere in Bezug auf die WurfgréBe zu berechnen, und dann die
Mittelwerte der Sterblichkeitsraten fir die Nachkommen der einzelnen Verpaarungsansatze zu
vergleichen.

Abbildung 15 macht deutlich, dass die unterschiedlichen Verpaarungsansatze keine statistisch
signifikant veranderten Sterblichkeitsraten zeigten, was moglicherweise auf eine zu geringe
Anzahl an analysierten Jungtieren zuriickzufiihren sein konnte. Auffallig war jedoch, dass in den
homozygot defizienten Verpaarungen ([-/-] x [-/-]), ebenso wie in den Verpaarungen mit einem
heterozygoten Tas2r131-Zuchtweibchen und einem homozygot defizienten
Tas2r131-Zuchtmannchen ([+/-] x [-/-]), deutlich weniger Nachkommen in den ersten drei
Wochen nach der Geburt verstarben.
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Abbildung 15: Sterblichkeitsrate der Nachkommen von heterozygoten und homozygoten Tas2r131-
Zuchtpaaren. Fiir die Nachkommen jedes Wurfs wurde der prozentuale Anteil verstorbener Jungtiere in den ersten
drei Lebenswochen berechnet und der Mittelwert fiir einen Verpaarungsansatz gebildet. Es ist erkennbar, dass
deutlich weniger Nachkommen aus homozygot defizienten Tas2r131-Verpaarungen sowie Verpaarungen mit Tas2r131
[+/-1-Weibchen und Tas2r131 [-/-]-M&nnchen friihzeitig versterben. Mit Hilfe des unpaarigen T-Tests konnte dieser
Unterschied im Vergleich zu C57BL/6N [+/+]-Verpaarungen allerdings nicht als signifikant interpretiert werden.
Eingehende Wurfe/Jungtiere/Todesfalle: [+/+] x [+/+] 40/240/19; [+/-] x [+/-] 110/790/54; [-/-] x [-/-] 11/85/3;
[-/-] x [+/-] 20/140/9; [+/-] x [-/-] 22/149/3. Statistischer Test: unpaariger T-Test: p < 0,05 *.

postnatale Mortalitdtsrate

Die bisher durchgefiihrten Analysen der Genotyp-abhéngigen Geschlechterverteilungen (Tabelle
6) und der untersuchten Sterblichkeitsraten (Abbildung 15) gaben keine kausale Erkldrung fir
die registrierte Genotypverschiebung von Nachkommen aus Tas2r131 [+/-] x [-/-]-Zuchtpaaren
(Abbildung 14). Eine weitere mogliche Ursache des signifikant haufiger auftretenden Tas2r131-
defizienten Genotyps unter den Nachkommen der Tas2r131 [+/-] x [-/-]-Zuchtpaare kdnnte eine
verstarke Motilitdt der Tas2r131-defizienten Spermien sein. Bereits von Frau Dr. Dorke Meyer
begonnene und in der vorliegenden Arbeit fortgefliihrte Computer-unterstiitzte
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Motilitatsanalysen an Spermien von Tas2r131 [-/-]-Madnnchen im Vergleich zu Wildtyp-
Geschwistertieren (Rickkreuzungsgrad auf C57BL/6: 75-98,4 %) (siehe 3.4.1.4) zeigten jedoch
keinen auffilligen Befund einer erhohten Motilitdt, der die Genotypverschiebung in
geschlechtsspezifischen Zuchtpaaren erklaren kénnte.

4.1.3 Quantitative und morphologische Untersuchungen an Tas2r131-defizienten

Hodengewebe und Spermien
Die Tas2r131®-R&MSPP_Mauslinie wurde durch die Injektion von genetisch manipulierten
embryonalen Stammzellen in Blastozysten des C57BL/6-Mausstamms generiert, wobei die
verwendeten Zellen aus der murinen ES-Zelllinie R1 des Donorstamms 129/Sv stammten (Voigt
et al., 2012). Hierbei wurde ein spezifischer genetischer Locus von dem Donorstamm auf einen
Rezipientenstamm (C57BL/6) Ubertragen. Nachkommen dieser genetisch manipulierten Tiere
haben deswegen einen gemischten genetischen Hintergrund mit genomischen Anteilen beider
Mausstamme (129/Sv und C57BL/6). Zur Reduzierung der Variabilitat der Versuchsergebnisse,
die auf einen gemischten genetischen Hintergrund zuriickzufiihren ist (Montagutelli, 2000; Silva,
1997; Yoshiki and Moriwaki, 2006), wurde eine kongene Mauslinie gezilichtet. Eine Mauslinie
wird als kongen bezeichnet, die den libertragenen genetischen Locus mit dem genetischen
Hintergrund des Rezipientenstamms tragt, wobei der genetische Anteil des Donorstamms
nahezu vollstandig verdrangt ist (Flaherty, 1981; Snell, 1578). Um eine solche kongene Mauslinie
zu etablieren, werden durch das mehrfache Riickkreuzen eines heterozygoten Tiers mit einem
Tier des Rezipientenstamms die Donorstamm-Allele durch die genetischen Anteile des
Rezipientenstamms ersetzt, und dadurch sukzessive der Donorstammanteil im Genom
minimiert. Eine Mauslinie wird nach zehn Riickkreuzungsgenerationen als vollstdndig kongen
bezeichnet (Greenhouse, 1990; Zimmermann F, 2000) und ist, bis auf den zu untersuchenden
genetischen Locus, in allen Genloci identisch mit dem Rezipientenstamm. Mause, die in
mindestens sechster Generation auf einen Mausstamm zurlickgekreuzt wurden, und deren
Genom dadurch zu 98,4 % identisch mit dem Rezipientenstamm-Genom ist, werden als
»,beginnend kongen” bezeichnet und konnen bereits im Vergleich zu Wildtyptieren des
Mausstamms fiir Studien eingesetzt werden (Quelle: Jackson Laboratory). Die in Frau Dr. Dorke

BLIRES-NGFP_Mauslinie stammten  aus

Meyers Dissertation verwendeten Tiere der Tas2rl31
unterschiedlichen Rickkreuzungsgenerationen, die jedoch noch nicht beginnend kongen waren
(genetischer C57BL/6 Anteil < 98,4 %). Um die Auswirkungen des gemischten genetischen
Hintergrunds der 129/Sv- und C57BL/6-Mausstimme weiterhin zu minimieren, wurden in der
vorliegenden Arbeit fiir die weiterfihrenden Untersuchungen der Tas2r131%"""* """ _Mauslinie
Tiere eingesetzt, die in sechster Generation auf den C57BL/6N-Mausstamm (= N6; 98,4 %

C57BL/6N) zurtickgekreuzt waren.

4.1.3.1 Subzelluldre Lokalisation des Tas2r131 in Gewebe des murinen mdnnlichen
Reproduktionstrakts

Um zu Uberpriifen, ob das beobachtete testikulare Expressionsmuster des Tas2r131 in nicht-

kongenen Tas2rl131-Mannchen mit der subzellularen Verteilung des hrGFP-Reporterproteins in

Tas2r131-defizienten Mannchen, die in sechster Generation auf den C57BL/6N-Mausstamm

zuriickgekreuzt waren, Gbereinstimmt, wurde die Tas2r131-Lokalisation auf histologischer Ebene
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Uberprift. Als Negativkontrolle wurden fir diese Untersuchung zusatzliche Analysen an
Tas2r131 [+/+]-Mé&usen durchgefihrt, fir die keine griine hrGFP-Fluoreszenz erwartet werden
kann.

Aus einigen Veroffentlichungen war bekannt, dass das G-Protein a-Gustducin im mannlichen
Reproduktionsgewebe unterschiedlicher Spezies exprimiert wird (Fehr et al., 2007; Li and Zhou,
2012; Mosinger et al., 2013; Spinaci et al., 2014). Fir den Vergleich des Tas2r131-hrGFP-
Expressionsorts mit dem des a-Gustducins, wurden zusatzlich immunhistochemische Studien mit
einem anti-a-Gustducin Antikérper an Tas2r131 [+/+]-Mé&usen durchgefiihrt.

In Abbildung 16 sind exemplarische Aufnahmen von immunhistochemischen Studien an
Gefrierschnitten des Hodens (Abbildung 16 A-C; siehe 3.3.1.1) und ausgestrichenen Spermien
(Abbildung 16 D-F; siehe 3.3.1.3) von Tas2r131 [+/+]- und Tas2r131 [-/-]-M&usen (genetischer
Hintergrund N6) gezeigt.

Die Abbildung 16 A und D zeigen immunologische, in rot dargestellte anti-a-Gustducin
Antikorperreaktionen an Gewebeschnitten des Hodens und isolierten epididymalen Spermien.
Die auf den anti-a-Gustducin Antikorper zuriickzufiihrende rote Fluoreszenz ist vermehrt in den
inneren Bereichen eines jeden Hodentubulus zu beobachten. Da die Spermatogenese in den
Hodentubuli von aulRen nach innen verlauft, und vom Lumen aus die reifsten Spermien in den
Nebenhoden gelangen, kann die a-Gustducin Expression auf die spaten Spermatogenesestadien
eingegrenzt werden (Abbildung 16 A). In Spermien konnte mit Hilfe des anti-a-Gustducin
Antikorpers und eines akrosomalen Markers (peanut agglutinin, PNA; siehe 3.3.1.3.3), der FITC-
gekoppelt war und damit im griinen Wellenlangenbereich emittiert, eine akrosomale
Sichelmarkierung (Abbildung 16 D; Pfeilspitze) sowie eine leichte Mittelstiick-Markierung im
Flagellum (Abbildung 16 D; Pfeil) beobachtet werden. Unbehandelte Gewebeschnitte und
ausgestrichene Spermien von Tas2r131 [+/+]-Mannchen zeigen, den Erwartungen entsprechend,
keine endogene hrGFP-Fluoreszenz (Abbildung 16 B und E).

Die griine Fluoreszenz des Reportergens war in Gefrierschnitten von Tas2r131 [-/-]-Hoden
erkennbar (Abbildung 16 C) und zeigte in einem Querschnitt eines Hodentubulus die gleiche
Lokalisation, wie sie fiir das a-Gustducin bereits beschrieben wurde, namlich in den spaten
Spermatogenesestadien (Fehr et al., 2007). In den Spermien hingegen wurde keine a-Gustducin-
dhnliche Expression des hrGFPs beobachtet. Stattdessen ist in Abbildung 16 F eine deutliche
hrGFP-Fluoreszenz im sogenannten cytoplasmic droplet am Ende des mitochondrienreichen
Mittelstiicks des Flagellums zu erkennen (Abbildung 16 F; Pfeil). Wahrend der Spermatogenese
phagozytieren die Sertoli Zellen groRe Teile des Zytoplasmas der mannlichen Keimzellen, wobei
noch verbleibende nicht phagozytierte Reste des Zytoplasmas im cytoplasmic droplet des
Spermiums ausgelagert werden (Cooper, 2005). Das in der Tas2r131%""&"*_Mauslinie
exprimierte Reporterprotein ist aufgrund fehlender Zielsignale, mit denen funktionelle Proteine
normalerweise versehen werden, im Zytoplasma der Zelle lokalisiert, wohingegen der endogene
Tas2r131-Rezeptor zur Plasmamembran transportiert wiirde. Wegen der zu erwartenden
zytoplasmatischen Lokalisation des hrGFPs kénnte es daher durchaus moglich sein, dass das
Fluoreszenzprotein in das cytoplasmic droplet transportiert wird.

Anhand der gezeigten Aufnahmen konnte belegt werden, dass die Expression des
Bitterrezeptors Tas2rl131, unabhdngig vom genetischen Hintergrund der Mannchen, im
Reproduktionsgewebe in den spaten Stadien der Spermatogenese stattfindet, und dass die
Lokalisation des gustatorischen Signalproteins im Flagellum der Spermien und dort vermehrt im
cytoplasmic droplet festzustellen ist.
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Abbildung 16: Expression der gustatorischen Signalproteine a-Gustducin und Tas2r131 in Hodengewebe und
Spermien der Maus. Zur Untersuchung des Tas2r131-Expressionsorts im mannlichen Reproduktionsgewebe und fiir
vergleichende Studien mit dem G-Protein a-Gustducin wurden Gefrierschnitte des Hodens und isolierte epididymale
Spermien von Tas2r131 [+/+]- und Tas2r131 [-/-]-Madusen analysiert. Abgebildet sind reprasentative Aufnahmen von
Hoden-Gefrierschnitten und ausgestrichenen epididymalen Spermien einer Tas2r131 [+/+}- [A, B, D, E] sowie einer
Tas2r131 [-/-]-Maus [C, F]. Das Gewebe der Tas2r131 [+/+]-Maus fungierte sowohl zur Demonstration der
a-Gustducin-Expression als auch als Negativkontrolle fiir die hrGFP-Fluoreszenz. Durch die Behandlung mit einem
anti-a-Gustducin Antikdrper und einem Alexa 546 konjugierten anti-Kaninchen Antikérper aus Esel konnte in Tas2r131
[+/+]-Hodenschnitten die Lokalisation des a-Gustducins in den spaten Stadien der Spermatogenese in den inneren
Bereichen eines Hodentubulus bestatigt werden [A]. Bei Betrachtung der subzellularen Lokalisation des a-Gustducin-
Signals in epididymalen Spermien wird deutlich, dass das G-Protein im akrosomalen Bereich des Spermienkopfes
vorkommt und mit dem griin-fluoreszierenden Signal des akrosomalen Markers PNA-FITC colokalisiert erscheint.
Durch die Uberlagerung des roten a-Gustducin- und des griinen PNA-Signals erscheint diese Colokalisation gelb
[D; Pfeilspitze]. Im Flagellum des Spermiums war eine rot dargestellte a-Gustducin-Markierung zusatzlich im
Mittelstlick erkennbar [D, Pfeil]. In Gefrierschnitten des Hodens und in isolierten Spermien einer Tas2r131 [+/+]-Maus
[B+E] war keine hrGFP-Fluoreszenz zu beobachten. Ahnlich den anti-o-Gustducin  markierten
Tas2r131 [+/+]-Hodenschnitten, war in Tas2r131 [-/-]-Gewebeschnitten eine Tas2rl31-reprasentierende, griine
Fluoreszenz in Stadien der Spermatozyten und Spermatiden zu sehen [C]. Epididymale Spermien einer
Tas2r131 [-/-]-Maus zeigten eine auffillige Expression des Reportergens im cytoplasmic droplet, einer Struktur mit
bislang unklarer Funktion [F; Pfeil]. In blau dargestellt sind Zellkerne, die mit TO-PRO-3 angefarbt wurden. Einzelne
Hodentubuli wurden durch eine Umrandung hervorgehoben. LZ: Leydig Zelle; SZ: Sertoli Zelle. MaRstab: 100 pm
(Hoden), 10 um (Spermien).

Gen-defiziente Mause flr a-Gustducin und den Tas1r3 zeichnen sich bezlglich der Hoden- und
Spermienmorphologie durch verdanderte Spermienkopfformen und zelluldre Auffilligkeiten in
einzelnen Tubuli seminiferi aus (Mosinger et al., 2013; Xie et al., 2014). Daher stellte sich fir die

fast kongene Tas2r1318-RESHrGFP

-Mauslinie die Frage, ob die Deletion der Tas2r131-codierenden
Sequenz zu einer veranderten Morphologie des Hodengewebes bzw. der madnnlichen Keimzellen
fihrt. In morphometrischen Analysen, die die Gesamtanzahl der Hodentubuli sowie den
Tubulusdurchmesser einschlossen, wurde zusatzlich die Apoptoserate in Tas2r131-defizienten
Hodengewebe bestimmt. Zur Untersuchung der Tubuli seminiferi-assoziierten morphologischen
Parameter wurden Paraffinschnitte von isolierten Hoden angefertigt und eine Ubersichtsfarbung
nach dem Hamatoxylin-Eosin Farbeverfahren, mit dem Zellkerne und zytoplasmatische
Bestandteile dargestellt werden, durchgefihrt (siehe 3.4.1.1.1). Von sieben Geschwisterpaaren
wurde pro Tier die Gesamtanzahl der Hodentubuli in jeweils vier verschiedenen Hodenschnitten

unterschiedlicher Schnittebenen ausgezahlt. Die mittlere Anzahl der gesamten Tubuli basierte
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auf den sieben Mittelwerten jeden Genotyps und war fur Tas2r131 [-/-]-Mannchen (220,4 +
13,7 Tubuli) gegentiber Tas2r131 [+/+]-Méannchen (244,4 + 7,9 Tubuli) signifikant verringert
(Abbildung 17; Tubulianzahl; paariger T-Test: p = 0,004). Da in Tas2rl31-defizienten
Gewebeschnitten des Hodens keine vergroBerten Interstitialraume aufgefallen sind, konnten
daher eventuell groRere Tubulidurchmesser erwartet werden. An Hodenschnitten von finf
Geschwisterpaaren der untersuchten Tiere wurden daher die mittleren Tubulidurchmesser Gber
ein rechtwinklig angelegtes Fadenkreuz bestimmt. Pro Tier wurden erneut jeweils vier
Hodenschnitte unterschiedlicher Schnittebene verwendet und pro Gewebeschnitt finf Tubuli
beziiglich ihres Durchmessers vermessen. Aus 100 analysierten Tubuli wurde der Mittelwert
gebildet und daraus abgeleitet, dass die Samenkanalchen der Tas2r131-defizienten Mannchen
einen groReren Durchmesser hatten, als ihre Tas2r131 Wildtyp-Geschwister (Tas2r131 [+/+]:
171,3 + 11,1 um; Tas2r131 [-/-]: 173,7 £ 9,9 um). Analysen mit dem paarigen T-Test ergaben
keine statistisch signifikante Abweichung (Abbildung 17; Tubulidurchmesser; p = 0,403).

Stérungen in der zellularen Kommunikation aufgrund des Fehlens eines Mitglieds einer
wichtigen Signalkaskade, konnen zum Fehlverhalten der Zelle und damit zur apoptotischen
Reaktion fuhren. Als Apoptose wird der programmierte Zelltod einer einzelnen Zelle bezeichnet.
Durch auBere, wie auch intrazelluldre Ausloser kann die komplexe Signalkaskade, die zur
Apoptose fiihrt, induziert werden, woraus u.a. der Abbau der DNA der betroffenen Zelle
resultiert (Kerr et al., 1972). Auch wahrend der Spermatogenese kann es zu apoptotischen
Ereignissen kommen, die zur Aussortierung von Keimzellen fiihrt. Eine verstarkte Apoptoserate
in Gewebeschnitten von heterozygoten Tas2r131-Hoden kénnte daher einen Hinweis auf die
Ursache der beobachteten Genotypverschiebung (Abbildung 14 A) geben, weswegen die
testikuldre Apoptoserate erfasst wurde. Die quantitative Bestimmung apoptotischer Zellen in
Hodengewebe wurde anhand von Paraffinschnitten unter Verwendung des In situ cell death
detection Kit, TMR red (Roche) durchgefiihrt (siehe 3.4.1.3). Hierbei wurden von sieben
Geschwisterpaaren jeweils vier Hodenschnitte unterschiedlicher Schnittebenen analysiert. An
einem Fluoreszenzmikroskop wurde die Anzahl an Hodentubuli Gber vier gleichgroRe Blickfelder
in  einem Gewebeschnitt ermittelt. AnschlieBend wurden die rot-fluoreszierenden,
apoptotischen Ereignisse pro Tubulus gezahlt und ins Verhaltnis zur Anzahl der Hodentubuli in
den gleichen vier Blickfeldern gesetzt. Die Gesamtdaten aller apoptotischen Tas2r131 [+/+]-
Untersuchungen (0,5 + 0,1 apoptotische Zellen/Tubulus) wurden mit Hilfe des paarigen T-Tests
mit den Daten der Untersuchungen an Hodenschnitten von Tas2r131 [-/-]-Tieren (0,6 + 0,1
apoptotische Zellen/Tubulus) verglichen. Die Haufigkeit auftretender apototischer Ereignisse in
einem Hodentubulus ist statistisch nicht signifikant unterschiedlich (Abbildung 17, apoptotische
Zellen/Tubulus; p = 0,641).
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Tas2r131 [+/+] [-/-]
Tubulianzahl 244,4+7)9 220,4 + 13,7**
Tubulidurchmesser [um] 171,3+11,1 173,7+9,9
apoptotische Zellen/Tubulus 0,5+0,1 0,6+0,1

Abbildung 17: Quantitative Analysen zur Hodenmorphologie von Tas2r131-defizienten Mannchen. Anhand
HE-gefarbter Paraffinschnitte des Hodens (3 um) von Tas2r131 [+/+]- und Tas2r131 [-/-]-Mé&usen wurden die
Gesamtzahl an Tubuli und ihr Durchmesser ermittelt. Die bestimmte Tubulianzahl von sieben Geschwisterpaaren (N6)
war in Tas2r131 [-/-]-Mausen signifikant erniedrigt (paariger T-Test, p = 0,0042). Von finf Geschwisterpaaren wurden
die mittleren Durchmesser von jeweils 100 Hodenkanalchen (Tubuli seminiferi) Giber ein rechtwinkliges Fadenkreuz
vermessen. Zwischen den Tubulidurchmessern beider Genotypen war kein signifikanter Unterschied festzustellen
(p = 0,403). An ungefarbten Paraffin-Hodenschnitten von sieben Geschwisterpaaren (N6) wurde ein Versuch zur
Darstellung apoptotischer Ereignisse durchgefiihrt und rot-fluoreszierende, apoptotische Zellen quantitativ in Bezug
auf die gleichzeitig bestimmte Hodentubulianzahl ermittelt. Die gemittelten Werte ergaben keinen signifikanten
Unterschied zwischen Tas2r131 [+/+] und Tas2r131 [-/-] (p = 0,641). Uber der Tabelle sind exemplarische Aufnahmen
HE-gefarbter Paraffinschnitte des Hodens und ein Fadenkreuz, wie es fir die Bestimmung der mittleren
Tubulidurchmesser verwendet wurde, abgebildet (links: Tas2r131 [+/+], rechts Tas2r131 [-/-]). MaRstab: 25 um.
Gezeigt sind Mittelwerte + SEM; p < 0,05 *und p <0,01 **.

Zusétzlich zur Untersuchung des testikularen Tas2r131 [-/-]-Gewebes wurde die Morphologie
der Spermien von fiinf Tas2r131-Geschwisterpaaren ([+/+] und [-/-]; N6) analysiert (siehe
3.4.1.2) und mit den Ergebnissen verglichen, die Frau Dr. Dorke Meyer in ihrer Dissertation mit
Tieren der ersten Rickkreuzungsgeneration erhalten hat. Die detaillierte Betrachtung der
Spermien erfolgte durch eine Vermessung der Spermienképfe hinsichtlich der vier Parameter:
gerade Kopflange (l), gerade Akrosomlange (IlI), Umfang (lll) und Flache (IV) (Abbildung 18).
Dazu wurden die epididymalen Spermien auf Objekttrdgern ausgestrichen und zur
Kontrastierung der subzelluldren Strukturen mit einer Coomassie-Farbel6sung angefarbt.
Anhand mikroskopischer Aufnahmen und der Cell*A-Software (Olympus, Hamburg) wurden die
vier Parameter fiir jeweils 50 Spermien eines Genotyps (pro Genotyp je zehn Spermien von funf
Mannchen) bestimmt. Mit dem paarigen T-Test wurden die gemessenen Groflen miteinander
verglichen und auf eine vorliegende Signifikanz hin geprift. Die geraden Langen des
Spermienkopfes (Parameter | und IlI) waren durch die Deletion der Tas2rl131-codierenden
Sequenz unverdndert (Abbildung 18; Tas2r131 [+/+] I: 7,2 + 0,1 um; Il: 7,4 + 0,1 um;
Tas2r131 [-/-]11: 7,2 £ 0,1 um p = 0,661; 1l: 7,3 £+ 0,1 um p = 0,703), jedoch waren sowohl der
Umfang (ll1), als auch die Flache (IV) des Kopfes in Tas2r131 [-/-]-Spermien signifikant vergroRert
(Abbildung 18; Tas2r131 [+/+] lll: 22,2 + 0,2 pm; IV: 18,7 + 0,2 um?; Tas2r131 [-/-] Ill: 22,9

87



Ergebnisse

0,2 um p = 0,001; IV: 19,9 + 0,4 um? p = 0,0006). Diese Auffilligkeit konnte in Spermien von
Tas2r131 [-/-]-Mannchen der ersten Rickkreuzungsgeneration nicht festgestellt werden.
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Abbildung 18: Vermessung Spermienkopf-bezogener Morphologieparameter an Tas2rl31-defizienten
Spermien. Zur Erfassung morphologischer Anomalien an epididymalen Spermien von finf Tas2r131-
Geschwisterpaaren (N6) wurden die Spermien auf einem Objekttrager ausgestrichen und mit Coomassie angefarbt.
Anhand von mikroskopischen Aufnahmen wurden die Parameter gerade Kopflange (1), gerade Akrosomlange (l1),
Umfang (lll) und Flache (IV) computergestiitzt bestimmt. Pro Genotyp wurden 50 Spermien von finf Mannchen
vermessen, und die Ergebnisse mit Hilfe des paarigen T-Tests statistisch ausgewertet. Zwischen den Parametern | und
Il konnte kein Unterschied zwischen den Geschwisterpaaren festgestellt werden, wohingegen der Umfang und die
Flache der Tas2r131 [-/-]-Spermienkopfe signifikant vergroBert waren (lll p = 0,0013; IV p = 0,0006). Gezeigt sind
Mittelwerte + SEM; p < 0,05 *).

Neben der geschlechtsspezifischen Genotypverschiebung unter Nachkommen von Zuchtpaaren
mit einem Tas2r131 [+/+]-Weibchen und einem Tas2r131 [+/-]-Mannchen wurde ein weiterer
Tas2rl31-relevanter Befund von Frau Dr. Dorke Meyer in ihrer Dissertation beschrieben: die
signifikant erhOhte Spermienanzahl in Tas2rl31-defizienten Mannchen der ersten
Rickkreuzungsgenerationen (N2-5) (Meyer, 2013). Um zu Uberprifen, ob sich der genetische
Hintergrund neben der veranderten SpermienkopfgréBe auch auf die Anzahl der Spermien
auswirkte, wurden Spermienanzahl, Koérper- und Hodengewicht (siehe 3.2.3) sowie die
Serumkonzentration des spermienbildenden Hormons Testosteron (siehe 3.4.6) von 16
Tas2r131-Geschwisterpaaren mit N6-Hintergrund bestimmt. Die ermittelten Werte wurden
anschlieBend mit Hilfe des paarigen T-Tests statistisch miteinander verglichen. In
Geschwisterpaaren mit einem N6-Hintergrund konnte im Gegensatz zu vorangegangenen
Ruckkreuzungsgenerationen beziglich der Spermienanzahl keine signifikante Erhéhung in
Tas2r131 [-/-]-Ménnchen festgestellt werden, sondern nur ein marginaler Unterschied zwischen
Tas2r131 [+/+]- und Tas2r131 [-/-]-Mannchen (Tabelle 7: Tas2r131 [+/+]: 33,3 + 1,6 *10°
Spermien; Tas2r131 [-/-]: 32,7 + 2,6 *10° Spermien; p = 0,853). Das Korpergewicht der
Geschwisterpaare war ebenfalls nicht signifikant verschieden (p = 0,204), wohingegen die Hoden
der Tas2r131-defizienten Méannchen leichter waren, als die der Tas2r131 [+/+]-Mannchen
(Tabelle 7). Da das verringerte Hodengewicht in Tas2r131 [-/-]-M&nnchen jedoch nicht
signifikant abweichend von dem Gewicht der Tas2r131 [+/+]-Hoden war (p = 0,318), wurde das
relative Hodengewicht bestimmt, indem der Quotient aus dem Hoden- und dem Kérpergewicht
gebildet wurde. Auf diese Weise war es moglich festzustellen, ob sich das Hodengewicht
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proportional zum Korpergewicht veranderte, oder ob die Deletion der Tas2r131-codierenden
Sequenz ausschlieRlich Auswirkungen auf das Hodengewicht hatte. Der Vergleich zeigt nahezu
gleiche relative Hodengewichte in Tas2r131-Geschwischterpaaren und verdeutlicht, dass das
leicht reduzierte Hodengewicht in Tas2r131 [-/-]-Madnnchen mit einem verringerten
Korpergewicht einhergeht (Tabelle 7).

Ein flr die Spermatogenese wichtiges Hormon ist das Sexualhormon Testosteron. Aufgrund der
testikuldren Lokalisation des Tas2r131-hrGFPs in Stadien der Spermatozyten und Spermatiden
(Abbildung 16) und dem bekannten Einfluss von Geschmacksrezeptoren auf die
Hormonausschittung im Gastrointestinaltrakt (Dotson et al., 2008; Kokrashvili et al., 2009a;
Kokrashvili et al., 2014; Prandi et al., 2013; Sternini et al., 2008), war es wichtig zu untersuchen
ob eine Deletion des Bitterrezeptors Auswirkungen auf die Testosteronkonzentration in einer
mannlichen Maus hatte. Aufgrund des bekannten circadianen Rhythmus des Serum-
Testosteronspiegels wurden die Serumproben immer zur gleichen Tageszeit gewonnen (Plymate
et al., 1989) (siehe 3.2.4). Mittels eines kompetitiven Testosterone ELISA Kits (Cayman Chemical)
wurde die Testosteronkonzentration von sieben Tas2r131 [+/+]- bzw. acht Tas2r131 [-/-]-
Mannchen (N6) bestimmt (siehe 3.4.6) und die Signifikanz mit Hilfe des unpaarigen T-Tests
berechnet. Dabei wurde festgestellt, dass in Rezeptor-defizienten Mannchen weniger
Testosteron im Blut nachgewiesen werden konnte (318,9 * 56,8 pg/ml), dass dies aber im
Vergleich zu Tas2r131 [+/+]-Mannchen (410,8 + 99,3 pg/ml) nicht statistisch unterschiedlich war
(p = 0,440) (Tabelle 7). Um die bisher um ca. 22 % voneinander abweichende
Testosteronkonzentration in Tas2r131-Geschwistertieren zu verifizieren und moglicherweise
sogar einen signifikanten Unterschied festzustellen, werden weitere hormonelle
Untersuchungen von Tas2r131-Méannchen ben6étigt.

Um zu Uberprifen, ob sich das leicht reduzierte Testosteronlevel in Tas2r131 [-/-]-M&nnchen
auch in der Spermienanzahl der Mannchen niederschlagt, wurde die Gesamtspermienanzahl
epididymaler Spermien der fiir die Testosteronbestimmung eingesetzten Mannchen bestimmt
(siehe 3.2.3). Der Unterschied in der Testosteronkonzentration spiegelte sich tatsachlich in den
Spermienanzahlen beider Genotypen wider: Die homozygot defizienten Tas2r131-Mannchen
bilden etwa 28,8 + 3,7 *1065permien, wihrend die Tas2r131 [+/+]-Ma3nnchen 31,9 + 2,8 *10°
Spermien produzierten. Der Unterschied konnte allerdings mittels T-Test nicht als signifikant
bewertet werden (p = 0,526) (Daten nicht gezeigt).

Wahrend in Tas2rl131-defizienten Mannchen der ersten Riickkreuzungsgenerationen noch eine
signifikant erhohte Spermienanzahl gegeniiber Tas2r131 [+/+]-Geschwistern festgestellt wurde
(Meyer, 2013), konnte zwischen Tas2r131-Geschwistern der N6-Generation weder ein
Unterschied in der Spermienanzahl, noch in den weiteren untersuchten Parametern
(Hodentubulianzahl, Tubulidurchmesser, testikuldre Apoptoserate) registriert werden. Die
Ursprungshypothese, dass die beobachtete Genotypverschiebung unter Nachkommen von
Verpaarungen mit einem Tas2r131 [+/+]-Weibchen und einem Tas2r131 [+/-]-Mannchen
moglicherweise mit der erhohten Spermienanzahl in Tas2rl31-defizienten Mannchen zu
erklaren ist, konnte damit widerlegt werden. Auch die Annahme, dass der angestiegenen
Haufigkeit heterozygoter Nachkommen in den beschriebenen Verpaarungen eine grolRere
Tas2r131 [-]-Subpopulation unter Spermien von Tas2r131 [+/-]-Madnnchen zugrunde liegt,
konnte nicht bestatigt werden: Eine Genotypverschiebung zugunsten homozygot defizienter
Nachkommen zeigte sich auch in Zuchtpaaren mit einem Tas2r131 [+/-]-Weibchen und einem
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Tas2r131 [-/-]-Mannchen, jedoch nicht in Zuchtpaaren mit einem Tas2r131 [-/-]-Weibchen und
einem Tas2r131 [+/-]-Mannchen.

Tabelle 7: Auswirkung der Tas2r131-Defizienz auf das Kérper- und Hodengewicht sowie die Spermienanzahl
und Serumtestosteronkonzentration von mannlichen Mausen. Von 16 Geschwisterpaaren (N6) der Tas2r131%
IREShGFP_Mauslinie wurde direkt nach zervikaler Dislokation das Koérpergewicht und das Gewicht beider Hoden
bestimmt, woraus das relative Hodengewicht berechnet werden konnte. Zur Bestimmung der Spermienanzahl wurden
beide caudalen Nebenhodenabschnitte in eine Petrischale mit 2 ml HS-Puffer Uberfiihrt und einige Male
eingeschnitten, so dass die motilen Spermien bei 37 °C herausschwimmen konnten. Zur Untersuchung eines
moglichen Einflusses des Tas2r131-Rezeptors auf das Sexualhormon Testosteron wurde von sieben Tas2r131 [+/+]-
und acht Tas2r131 [-/-]-M&dnnchen Blut entnommen, und anschlieRend das Serum daraus gewonnen. Das Hormon
wurde Uber eine Chloroform-Extraktion in die wassrige Phase gebracht und diese in einer Dreifachbestimmung in
einem kompetitiven ELISA (Testosterone ELISA Kit; Cayman Chemical) eingesetzt. Anhand eines mitgelieferten
internen Standards wurde dann aus den gemessenen Absorptionswerten die Konzentration des Testosterons im
Serum ermittelt. Tas2r131 [-/-]-M&nnchen zeigten eine geringere Testosteronkonzentration im Blut als Tas2r131
[+/+4]-M&nnchen. Durch den Vergleich der Testosteron-Messwerte mit Hilfe eines unpaarigen T-Tests konnte der
Konzentrationsunterschied des Testosterons im Serum in beiden Genotypen jedoch nicht als signifikant bewertet
werden (unpaariger T-Test, p = 0,440). Die bestimmten Werte der untersuchten Parameter von Tas2r131 [+/+]- und -[-
/-1-Mannchen wurden Uber den paarigen T-Test statistisch untersucht. Fiir Tas2r131-defiziente Mannchen konnte in
keiner der analysierten GroRen eine signifikante Abweichung zum Tas2r131 [+/+] gezeigt werden (p > 0,05).
Angegeben sind Mittelwerte + SEM; p < 0,05 *.

Tas2r131 +/+ -/-
Spermienanzahl [* 10°] 33,3+1,6 32,71 2,6
Korpergewicht [g] 28,6+0,8 27,6+£0,6
Hodengewicht [mg] 194+7,1 183 16,5
rel. Hodengewicht [%] 0,7+0,8 0,7+0,02
Testosteron [pg/ml] 410,8+ 99,3 318,9+ 56,8

4.1.4 Analyse der Akrosomreaktion in Tas2r131-defizienten Spermien

Bei einer erfolgreichen Befruchtung der Eizelle durch ein Spermium muss dieses zuvor die dichte
Glykoproteinmatrix der Oozyte durchdrungen haben. Fiir diesen Vorgang kann das Spermium
Uber einen Exozytose-Prozess, die Akrosomreaktion, hydrolytische Enzyme aus dem Akrosom
freisetzen, die die Eihillle abbauen und so die Barriere der weiblichen Keimzelle partiell
entfernen (Bleil and Wassarman, 1983; Buffone et al.,, 2009). Fir eine erfolgreiche
Akrosomreaktion sind unter anderem die second messenger Ca** und cAMP (Breitbart and
Spungin, 1997) sowie eine normale Spermienkopfmorphologie (Liu and Baker, 1998; Oehninger
et al., 1994) notwendig. Da in den zuvor beschriebenen Ergebnissen beschrieben wurde, dass
Tas2r131-defiziente Spermien im Vergleich zu Tas2r131 [+/+]-Spermien einen gréReren Kopf
(Abbildung 18) haben, und Tas2rl131-defiziente Spermien aufgrund der beobachteten
Genotypverschiebung eventuell leichter einer Eizelle befruchten koénnen, war es wichtig
herauszufinden, ob der Ablauf der komplexen Akrosomreaktion in Tas2r131-defizienten
Spermien verandert war.
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Hierflr wurde vorerst gepriift, ob die Fusionsmaschinerie der Spermien, die fir die Exozytose
des akrosomalen Vesikels essentiell ist, korrekt ablduft, indem Tas2r131 [+]- und Tas2r131[-]-
Spermien nach 90 min Inkubation in einem Kapazitierungspuffer (bei 37 °C mit 5 % CO,) mit dem
Ca**-lonophor A23187 stimuliert wurden (siehe 3.4.2). A23187 bildet Poren in der
Plasmamembran, die u. a. fir Ca**-lonen durchldssig sind, so dass es bei der Inkubation der
Spermien mit dem A23187 zu einem Ca**-Einstrom in die Zelle und damit zur maximal méglichen
Akrosomreaktion kommt (Malaisse, 1988). Als Negativkontrolle wurde parallel zur A23187-
Stimulationsprobe eine Probe zur Losungsmittelkontrolle von A23187 angesetzt, indem die
Spermien in 0,1 % DMSO inkubiert wurden. AnschlieBend wurden die Spermienprédparate einer
Coomassiefarbung unterzogen, die bei Spermien mit intaktem Akrosom zu einer blauen Farbung
des Spermienkopfes fiihrt. Die Spermien ohne bzw. mit intaktem Akrosom konnten so gezahlt
und der Anteil Akrosom-reagierter Spermien (Exozytoserate) berechnet werden. Die Differenz
aus Exozytoseraten der A23187- und der DMSO-Stimulationsansdtze gab dann die A23187-
Induktion an. Dieser Prozentsatz zeigte an, wie stark das Ca**-lonophor eine Akrosomreaktion in
den Spermien induzieren konnte.

Ein funktionierender Ablauf der Akrosomreaktion kann durch eine A23187-Stimulation in
Tas2r131 [+]- und Tas2r131 [-]-Spermien festgestellt werden. Durch die Berechnung der
mittleren A23187-induzierten Akrosomreaktion in Tas2r131-defizienten Spermien und der
Vergleich der A23187-Induktionsrate in Tas2rl31 [+]-Spermien wurde deutlich, dass der
Bitterrezeptor keinen Einfluss auf den Ablauf der Akrosomreaktions-Maschinerie zu haben
scheint (Abbildung 19 A; Tas2r131 [+/+]: 24,9 + 3,8 %; Tas2r131 [-/-]: 25,2 + 3,1 %, unpaariger
T-Test: p = 0,95).

Wahrend der Durchquerung des weiblichen Genitaltrakts zur Oozyte oder der in vitro
Kapazitierung kénnen Spermien aber auch spontan, also ohne einen Stimulus ihr Akrosom
verlieren und dadurch ihre Fahigkeit die Eihillle zu durchdringen einbiiRen (Klemm and Engel,
1991; Visconti et al.,, 1999). Nachdem eine Beeintrachtigung der Fusionsmaschinerie der
Akrosomreaktion in Tas2rl31-defizienten Mausen ausgeschlossen werden konnte, wurde
Uberprift, ob das Fehlen des Bitterrezeptors zu einer vermehrt spontanen Akrosomreaktion
fihrt. Deswegen wurden die spontanen Akrosomreaktionsraten in unkapazitierten und
kapazitierten Tas2r131 [+]- (sechs Mannchen) und -[-]- (13 Mannchen) Spermien bestimmt.
Abbildung 19 B zeigt die deutliche Zunahme der spontanen Akrosomreaktionsrate in
kapazitierten Spermien beider Tas2r131-Genotypen, wie sie aus der Literatur bekannt ist (Inoue
et al., 2003; Klemm and Engel, 1991; Mortimer et al., 1989; Oehninger et al., 1994; Visconti et
al., 1999). Wurde die Auswirkung des Kapazitierungsstatus in Tas2r131 [+]- und -[-]-Spermien
isoliert betrachtet, fiel auf, dass die spontane Exozytoserate in unkapazitierten Tas2r131-
defizienten Spermien geringfigig, jedoch nicht signifikant verringert war (Tas2r131 [+/+]: 5,9 =
1,7 %; Tas2r131 [-/-] 3,9 = 0,8 %; unpaariger T-Test: p = 0,330). Dieser Unterschied war im
kapazitierten Zustand der Spermien nicht mehr zu sehen (Tas2r131 [+/+]: 18,7 + 4,3 %; Tas2r131
[-/-] 20,6 + 2,6 %; unpaariger T-Test: p = 0,708).
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Abbildung 19: Quantitative Untersuchung der A23187-induzierten und spontanen Akrosomreaktion in
Tas2r131-defizienten Spermien. Zur Uberpriifung der Funktionsfahigkeit der komplexen Fusionsmaschinerie der
Akrosomreaktion wurden in vitro kapazitierte epididymale Tas2r131 [+]- und -[-]-Spermien mit dem Caz+-|onophor
A23187 inkubiert und anschlieRend die Akrosomreaktionsrate bestimmt. Unspezifische Effekte des Losungsmittels
DMSO wurden in einem parallel mitgefiihrten Versuchsansatz quantitativ erfasst und von dem Wert der A23187-
Auszahlung abgezogen (= A23187-Induktion). Sowohl in Tas2r131 [+]- als auch in Tas2r131 [-]-Spermien konnte mit
A23187 eine Akrosomreaktion ausgelost werden. Die Werte der berechneten A23187-Induktion unterscheiden sich
jedoch nicht zwischen Spermien der beiden Tas2r131-Genotypen [A]. Die spontane Akrosomreaktionsrate in
unkapazitierten und in vitro kapazitierten Tas2r131 [+/+]- und -[-/-]-Spermien wurde anhand von fixierten und
Coomassie-gefarbten Spermienausstrichen quantitativ erhoben. In unkapazitierten Tas2r131 [-/-]-Spermien war eine
etwas reduzierte, jedoch nicht signifikant verdnderte spontane Akrosomreaktionsrate zu beobachten (unpaariger
T-Test; p = 0,330). Durch den Kapazitierungsvorgang war ein deutlicher Anstieg der spontanen Akrosomreaktionsrate
in Spermien von Tas2r131 [+/+]- und Tas2r131 [-/-]-Madnnchen festzustellen. Der im unkapazitierten Zustand
ermittelte Unterschied in der spontanen Exozytoserate von Tas2r131 [-/-]-Spermien wurde in den kapazitierten
Spermien nicht mehr erkannt [B]. In die Auswertung der Versuche gingen ausschlieRlich Datensatze von Mausen ein,
deren A23187-abhangige Akrosomreaktionsrate mindestens 10 % Uber der DMSO-induzierten Akrosomreaktionsrate
lag (Tas2r131 [+/+]: 6 Mannchen; Tas2r131 [-/-]: 13 Mannchen). Gezeigt sind Mittelwerte + SEM; p < 0,05 *.

Durch diese Ergebnisse konnte belegt werden, dass die Tas2r131-Defizienz keinen Einfluss auf
die Akrosomreaktions-Fusionsmaschinerie und die spontane Akrosomreaktionsrate der
untersuchten Spermien hat und daher nicht die Ursache fir die beobachtete
Genotypverschiebung sein kann. Jedoch ist es wichtig zu bedenken, dass die Experimente in vitro
durchgefiihrt wurden und ein kinstlicher Stimulus (A23187) als Indikator fiir einen intakten
Akrosomreaktions-Ablauf fungierte. Um zu dberprifen, ob die A23187-verursachte freie
Verfiigbarkeit von Ca’* im Zytoplasma der Spermien moglicherweise Tas2r131-regulierte
Signalvorgange in Tas2rl31-defizienten Spermien U(berlagert, wurden Tas2r131 [+]- und
Tas2r131 [-]-Spermien mit dem physiologischen Stimulus, der Zona pellucida, stimuliert. Fir die
Isolation der Zonae pellucidae wurden Ovarien von Balb/C-Mé&usen entnommen und die Zonae
mit Hilfe einer Dichtegradientenzentrifugation angereichert und anschlieBend solubilisiert
(Buffone et al., 2009) (siehe 3.4.3). In parallelen Ansédtzen wurden sowohl Tas2r131 [+]-, als auch
-[-]-Spermien mit isolierten Zonae pellucidae und dem Zona-lsolierungspuffer als
Negativkontrolle inkubiert, und anschlieRend die akrosomale Exozytoserate bestimmt. Ahnlich
der Berechnung der A23187-Induktion wurde die Differenz der Akrosomreaktionsraten von
Zonae- oder Puffer-stimulierten Spermien gebildet und als Zona-Induktion bezeichnet. Die
berechneten Zona-Induktionsraten von Spermien von drei Tas2r131 [+/+]- und sieben Tas2r131
[-/-]-Médnnchen wurden Uber einen unpaarigen statistischen T-Test miteinander verglichen. Die
Induktion der Akrosomreaktion durch isolierte Zonae war in Tas2r131 [-]-Spermien héher (7,1 +
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4,0 %) als in Tas2rl31 [+]-Spermien (3,0 + 4,0 %), jedoch nicht statistisch signifikant
unterschiedlich (unpaariger T-Test: p = 0,498) (Abbildung 20). Aufgrund erheblicher
Schwankungen bei den quantifizierten Exozytoseraten in beiden Spermienpopulationen und der
Divergenz hinsichtlich der eingesetzten Versuchstiere, sind weitere Untersuchungen zur Zona
pellucida-induzierten Akrosomreaktion in Tas2r131-defizienten Spermien notwendig. Sollte die
erhohte Zona-Induktionsrate in Tas2rl131-defizienten Spermien weiterhin bestatigt werden
konnen, wiare es moglich, dass die beobachtete Genotypverschiebung (Abbildung 14) durch
eine hohere Empfindlichkeit der Tas2rl31-defizienten Spermien gegenliber der zu
befruchtenden Eizelle erklart werden kdnnte.

Abbildung 20: Quantifizierung der Zona pellucida-induzierten
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4.1.5 Intrazellulare Konzentration von Signalbotenstoffen in Spermien

Spermien haben die Besonderheit, dass sie kaum Proteinbiosynthese betreiben und molekulare
Abldufe von post-translationalen Modifikationen abhangig sind (Aitken and Baker, 2008;
Rahman et al.,, 2013). Derartige Modifikationen kénnen sich auf intrazelluldre Signalwege
auswirken und somit Einfluss auf zellinterne Reaktionen des Spermiums haben. Da aus der
Geschmacksrezeptorsignalkaskade bekannt ist, dass eine Signalweiterleitung Uber die
sekundiren Botenstoffe Ca’* und cAMP erfolgt, und beide Molekiile in ihrer Konzentration in
Tas1rl-defizienten Spermien erhoht sind (Meyer et al., 2012), war es von groBem Interesse zu
prifen, ob eine dhnliche Verdnderung fiir Tas2r131-defiziente Spermien vorliegt.

Fiir die Bestimmung des basalen, intrazelluldren Ca”*-Levels wurden von jeweils sechs Tas2r131
[+/4]- und Tas2r131 [-/-]-Geschwistertieren epididymale Spermien isoliert und entweder
unkapazitiert oder in vitro kapazitiert eingesetzt (siehe 3.4.4). Die Spermien wurden mit dem
membrangéngigen Ca”*-Indikator Fura-2AM beladen und anschlieBend auf ein Deckglaschen
getropft (siehe 3.4.4.2). Dann wurden die angehefteten Spermien abwechselnd mit
unterschiedlichen Wellenlangen (340 nm und 380 nm) belichtet. Anhand der gemessenen
Fluoreszenzsignale des Ca**-sensitiven Fura-2AM Farbstoffs im Spermienkopf, konnte die basale
intrazelluldre freie Ca**-Konzentration in den ersten zehn Messsekunden ratiometrisch bestimmt
werden (Grynkiewicz et al., 1985). Der Einschluss von Messdaten von avitalen Spermien wurde
ausgeschlossen, indem eine Positiv- bzw. Vitalititskontrolle mit dem Ca*"-lonophor lonomycin
durchgefihrt wurde, mit dem die Spermien im Anschluss an die Messperiode inkubiert wurden.

93



Ergebnisse

Die Vitalitat der analysierten Spermien zeigte sich unmittelbar nach der lonomycin-Behandlung
durch einen Ca**-Influx und einem daraus resultierenden starken Anstieg der Fura-2-Ratios
(Ruknudin and Silver, 1990; Sanchez-Cardenas et al., 2014). In die anschlieBende Auswertung
wurden ausschlieRlich basale Ca**-Messwerte von Spermien einbezogen, die deutlich (50 % tber
den Basalwert) auf den lonomycin-Stimulus reagierten. Wie aus der Literatur bekannt ist, steigt
die intrazelluldre Ca**-Konzentration wihrend der Kapazitierung an (Breitbart, 2002a; Ruknudin
and Silver, 1990). Der Vergleich der berechneten Mittelwerte der intrazelluliren Ca*'-
Konzentrationen in unkapazitierten und kapazitierten Spermien zeigte, dass das ansteigende
Ca’*-Level tatsichlich in den kapazitierten Spermien zu erkennen war (Abbildung 21 A).
Vergleicht man nun unkapazitierte Tas2r131 [-]-Spermien mit Tas2r131 [+]-Spermien, konnte
eine leicht reduzierte Ca®*-Konzentration in Tas2r131-defizienten Spermien bestimmt werden,
die durch eine Berechnung mit dem paarigen statistischen T-Test jedoch nicht als signifikant
abweichend bewertet werden konnte (Tas2r131 [+/+]: 0,257 + 0,007; Tas2r131 [-/-]: 0,249 +
0,007 p = 0,307). Dieses etwas unterschiedliche basale Ca**-Level in unkapazitierten Tas2r131-
defizienten Spermien gegeniiber Wildtyp-Spermien konnte in kapazitierten Spermien nicht mehr
festgestellt werden (Tas2r131 [+/+]: 0,282 + 0,015; Tas2r131 [-/-]: 0,279 % 0,010 p = 0,737).
Aufgrund der starken Streuung der Messwerte kapazitierter Tas2r131 [+]-Spermien sind in
Abbildung 21 B die Mittelwerte aller Einzelzellmessungen unkapazitierter und kapazitierter
Tas2r131-Spermien beider Genotypen abgebildet. Auch in dieser Form der Auswertung konnte
der Anstieg der intrazelluliren Ca**-Konzentration in kapazitierten Spermien gegeniiber den
unkapazitierten Spermien registriert werden. In unkapazitierten Tas2r131 [-]-Spermien ist das
reduzierte Ca’*-Level gegeniiber den unkapazitierten Tas2r131 [+]-Spermien deutlicher zu
erkennen, jedoch nicht signifikant unterschiedlich (Tas2r131 [+/+]: 0,256 * 0,003; Tas2r131 [-/-]:
0,248 + 0,002; unpaariger T-Test: p = 0,077).
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Abbildung 21: Ratiometrische CaZ+-Konzentrationsbestimmungen an isolierten Tas2r131 [-/-]-Spermien mit
Hilfe des Fluoreszenzfarbstoffs Fura-2AM. Isolierte epididymale Spermien von sechs Tas2r131 [+/+]- und -[-/-]-
Geschwisterpaaren (N6) wurden unkapazitiert oder in vitro kapazitiert mit dem Ca**-Indikator Fura-2AM beladen. In
den Kopfen der unbehandelten Spermien wurde anschlieRend die Fura-2AM Ratio der ersten zehn Messsekunden
bestimmt. Bei der Analyse der Mittelwerte basaler Fura-2AM Ratios von sechs unabhangigen
Versuchsdurchfiihrungen war der auf den Kapazitierungsvorgang zuriickzufiihrende Caz+—Anstieg in kapazitierten
Tas2r131-Spermien beider Genotypen zu erkennen [A]. Im unkapazitierten Zustand der Tas2r131 [-/-]-Spermien kann
ein leicht reduziertes Ca**-Level gegeniiber Tas2r131 [+/+]-Spermien festgestellt werden. Dieser Unterschied ist in den
kapazitierten Spermien nicht mehr vorhanden. Aufgrund der starken Streuung der kapazitierten Tas2r131 [+/+]-Fura-
2AM Ratios werden in [B] die Mittelwerte aller Einzelzellmessungen gezeigt (unkapazitiert: Tas2r131 [+/+] 270 Zellen,
Tas2r131 [-/-] 281 Zellen; kapazitiert: Tas2r131 [+/+] 224 Zellen, Tas2r131 [-/-] 212 Zellen). Der Kapazitierungs-
abhéangige Caz+-Anstieg ist wieder deutlich darstellbar und die Reduzierung des Ca®*-Levels in unkapazitierten
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Tas2r131 [-/-]-Spermien klar ersichtlich. Der basale Ca”**-Level-Unterschied in unkapazitierten Tas2r131 [+/+]- und -[-/-
]-Spermien ist nicht signifikant (unpaariger T-Test; p = 0,077). Gezeigt sind Mittelwerte + SEM; p < 0,05 *.

Zusammenfassend kann festgehalten werden, dass die Tas2r131-Defizienz keine signifikante
Verinderung auf die Ca**-Konzentration in Spermien hervorruft, und dass sich deswegen die
Funktion des Bitterrezeptors von der Funktion des Taslrl im mannlichen Reproduktionsgewebe
zu unterscheiden scheint (Meyer et al., 2012).

Da zusatzlich zum Ca** auch cAMP als sekundarer Botenstoff in der Geschmackssignalkaskade
fungiert (Clapp et al., 2008) und Einfluss auf reproduktionsbiologische Vorgiange, wie die
Kapazitierung hat (Meyer et al., 2012; Navarrete et al., 2015; Visconti et al., 1995b), wurde
Uberprift, ob die Tas2r131-Deletion Auswirkungen auf den intrazellularen cAMP-Haushalt hatte.
Fir die Bestimmung der basalen cAMP-Konzentration wurden unkapazitierte und in vitro
kapazitierte Spermien von funf Tas2r131 [+/+]- und -[-/-]-Mannchen verwendet und mit HS-
Puffer bzw. IBMX (3-Isobutyl-1-methylxanthin), einem Phosphodiesterase (PDE)-Inhibitor,
inkubiert (siehe 3.4.5). AnschlieBend wurden die intrazellular ablaufenden Signalmechanismen in
den Spermien durch das Schockgefrieren in flissigen Stickstoff abgestoppt. Die
Konzentrationsbestimmung von cAMP in den Spermien wurde unter Verwendung des
kompetitiven cAMP Biotrak EIA Kits (GE Healthcare) durchgefiihrt. Hierfir war es zunachst
notwendig das intrazelluldre und haufig an Proteine assoziierte cAMP (ber eine Chloroform-
Trioctylamin Mischung (1:1) aus den Spermien zu extrahieren und in wassrige Losung zu bringen
(siehe 3.4.5.2). Die Absorption der vorbereiteten Tas2r131-Spermienproben wurde bei 450 nm
gemessen und anschlieRend die Messwerte auf den mitgelieferten Messstandard bezogen, so
dass die cAMP-Konzentrationen der einzelnen Proben quantifiziert werden konnten.

Im weiblichen Genitaltrakt kommt es durch eine erhéhte Hydrogencarbonat-Konzentration zur
Aktivierung der I6slichen Adenylatzyklase und dadurch zu einer Erhéhung der intrazelluldren
cAMP-Konzentration in Spermien (Eisenbach and Giojalas, 2006; Visconti et al., 2002). Dieser
Prozess kann in vitro mittels eines Kapazitierungspuffers nachgeahmt werden, so dass der
Kapazitierungs-typische cAMP-Anstieg hervorgerufen wird. Die gemessene cAMP-Konzentration
in Spermien beider Tas2r131-Genotypen war nach der Kapazitierung gegeniber den
unkapazitierten Spermien erhoht (Abbildung 22 A). Die statistische Analyse der basalen cAMP-
Konzentration beider Tas2r131-Genotypen zeigte sowohl fiir unkapazitierte als auch fir in vitro
kapazitierte Tas2r131-Spermien keinen signifikanten Unterschied (unkapazitiert: Tas2r131 [+/+]
194,97 £ 29,73 fmol/1 Mio. Zellen; Tas2r131 [-/-] 296,31 + 171,57 fmol/1 Mio. Zellen p = 0,552;
kapazitiert: Tas2r131 [+/+] 551,67 + 178,13 fmol/1 Mio. Zellen; Tas2r131 [-/-] 495,85 + 113,83
fmol/1 Mio. Zellen p = 0,798). Diese Ergebnisse zeigten, dass es, anders als bei der Deletion des
Taslrl, durch die Tas2r131-Deletion zu keiner veranderten Aktivitat der Adenylatzyklasen kam
und daher eine cAMP-Synthese in Tas2r131 [-]-Spermien scheinbar unbeeintrachtigt verlief.

Um sicherzustellen, dass zusatzlich der cAMP-Abbau in Tas2r131 [-]-Spermien uneingeschrankt
erfolgte, wurden unkapazitierte und in vitro kapazitierte Tas2r131 [+]- und Tas2r131 [-]-
Spermien mit IBMX behandelt, wodurch die PDE-abhadngige cAMP-Hydrolyse inhibiert wurde.
Aufgrund des blockierten katalytischen Umsatzes von cAMP in AMP durch IBMX stieg die cAMP-
Konzentration unabhadngig vom Tas2rl31-Genotyp in unkapazitierten und in in vitro
kapazitierten Spermien an (Abbildung 22 B; unkapazitiert: Tas2r131 [+/+] 399,52 + 100,32
fmol/1 Mio.Zellen; Tas2r131 [-/-] 495,90 + 259,74 fmol/1 Mio. Zellen p = 0,730; kapazitiert:
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Tas2r131 [+/+] 2127,81 + 857,11 fmol/1 Mio. Zellen; Tas2r131 [-/-] 1767,63 + 356,12 fmol/1 Mio.
Zellen p = 0,657). Diese Ergebnisse zeigten auflerdem, dass zwischen den beiden untersuchten
Tas2r131-Genotypen kein signifikanter Unterschied hinsichtlich der basalen cAMP-Konzentration
festzustellen war. Da in Jjn vitro kapazitierten Spermien grundsatzlich aufgrund des
Hydrogencarbonats im Inkubationspuffer die cAMP-Konzentration stieg, entsprach es daher den
Erwartungen, dass in IBMX-stimulierten und in vitro kapazitierten Tas2r131 [+]- und Tas2r131 [-]-
Spermien die cAMP-Akkumulation zu erkennen war und die cAMP-Konzentration der
unstimulierten Tas2r131 Spermien Uberstieg.

Zusammengefasst kann festgehalten werden, dass in Tas2r131-defizienten Spermien (N6) keine
deutlichen Verdnderungen beziiglich der sekundiren Botenstoffe Ca** und cAMP beobachtet
und ein Kapazitierungs-abhangiger Anstieg beider Molekile sowohl in Tas2r131 [+]- als auch in
Tas2r131 [-]-Spermien verzeichnet werden konnte. Dadurch konnte eine erfolgreiche in vitro
Kapazitierung abgeleitet und eine Auswirkung der Tas2r131-Deletion auf die Kapazitierung
ausgeschlossen werden.
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Abbildung 22: Kapazitierungsabhangige quantitative cAMP-Bestimmung in Tas2r131-defizienten Spermien.
Von funf Tas2r131 [+/+]- und -[-/-]-Geschwisterpaaren (N6) wurden jeweils unkapazitierte und in vitro kapazitierte
epididymale Spermien prapariert und mit HS-Puffer oder IBMX (PDE-Inhibitor) stimuliert. AnschlieRend wurde tber
eine Chloroform-Trioctylamin Mischung das cAMP extrahiert und die cAMP-Konzentration ber einen kompetitiven
ELISA in 1 *10° Zellen gemessen. [A] zeigt die basale cAMP-Konzentration in unkapazitierten und kapazitierten
Tas2r131 [+]- und -[-]-Spermien, wobei der erwartete Adenylatzyklasen-abhiangige cAMP-Anstieg in kapazitierten
Spermien beider Tas2r131-Genotypen erkennbar war. Unabhdngig vom Kapazitierungsgrad der Spermien war kein
Tas2r131-abhangiger signifikanter Unterschied in der cAMP-Konzentration zu beobachten. In [B] sind Mittelwerte von
cAMP-Konzentrationen IBMX-stimulierter Tas2r131-Spermien gezeigt. Die durch IBMX herbeigefiihrte Inhibierung der
cAMP-Hydrolyse fiihrte zur Messung hoherer cAMP-Konzentrationen in unkapazitierten und kapazitierten Tas2r131
[+]- und -[-]-Spermien. Im Verlauf der Kapazitierung steigt auch in IBMX-stimulierten Spermien die cAMP-
Konzentration an. Zwischen den beiden Genotypen gab es keinen signifikanten. Gezeigt sind Mittelwerte + SEM; p <
0,05 *.

AbschlieBend lasst sich zum einen festhalten, dass eine Abweichung in den Versuchsergebnissen
mit Tas2r131-Md&usen unterschiedlichen genetischen Hintergrunds (<N6 bzw. N6) festgestellt
werden kann: Wahrend in Mannchen der ersten Riickkreuzungsgenerationen (N2-N5) eine
signifikant erhohte Spermienanzahl festgestellt wurde (Meyer, 2013), ist dies in der vorliegenden
Arbeit an Mannchen, die in sechster Generation auf die Wildtyp-Mauslinie C57BL/6N
zuriickgekreuzt wurden (= N6) nicht mehr zu registrieren (Tabelle 7). Zum anderen konnte,
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unabhdngig vom  genetischen Hintergrund, neben der Dbereits beschriebenen
Genotypverschiebung in Nachkommen von Zuchtpaaren mit Tas2r131 [+/+]-Weibchen und
Tas2r131 [+/-]-Médnnchen, ebenfalls eine derartige Verschiebung unter Nachkommen von
Zuchtpaaren mit einem heterozygoten Tas2r131-Weibchen und einem homozygot defizienten
Mannchen registriert werden. Als Ursache fiir das beobachtete Phianomen wurde bisher
diskutiert, dass heterozygote Mannchen moglicherweise anteilig mehr Tas2r131 [-]-Spermien
haben als Tas2r131 [+]-Keimzellen. Diese Hypothese konnte allerdings durch die hier
vorgestellten Ergebnisse widerlegt werden, die gezeigt haben, dass aus Zuchtpaaren mit
Tas2r131 [-/-]-Weibchen und Tas2r131 [+/-]-Mannchen keine derartige Verschiebung der
Genotypverteilung in den gezeugten Nachkommen hervorgeht. Ergebnisse weiterer Analysen zur
Erklarung der Genotypverschiebung, wie z. B. eine mogliche geschlechtsspezifische Vererbung
oder eine veranderte Mortalitdtsrate der Nachkommen sowie Motilitatsanalysen von Tas2r131-
defizienten Spermien lassen die Ursache des beobachteten Phianomens weiterhin offen.
Wahrend morphologisch ein vergroRertes Kopfvolumen in Tas2rl31-defizienten Spermien
festgestellt werden konnte (Abbildung 18), sind alle weiteren strukturellen Befunde, sowie
Messungen der intrazelluliren Konzentrationen der second messenger Ca** und cAMP zur
Uberpriifung der internen Signalweiterleitung, weitestgehend unauffillig. Vielversprechend ist
jedoch die Beobachtung der hoheren Akrosomreaktionsrate in Tas2r131-defizienten Spermien
infolge des natlrlichen Stimulus der Zona pellucida (Abbildung 20). Um dieser mdglichen
Erklarung fir die beobachtete Genotypverschiebung weiter nachzugehen, sind weitere
Versuchsansatze notig.

4.2 Synergistische Auswirkungen der Deletion gustatorischer Signalproteine

fur die mannliche Reproduktion

Die physiologische Bedeutung gustatorischer Signalproteine fiir die mannliche Fertilitdt wurde in
der letzten Dekade durch eine Reihe von Publikationen belegt (Li and Zhou, 2012; Meyer et al.,
2012; Mosinger et al., 2013; Xu et al.,, 2013). In Studien, in denen Gene fiir gustatorische
Signalproteine deletiert wurden, hat sich herausgestellt, dass ein alleiniges Fehlen des Tas1r3,
des a-Gustducins (Mosinger et al., 2013), des Umami-Rezeptors Taslrl (Meyer et al., 2012), aber
auch des Bitterrezeptors Tas2r131 (Abschnitt 4.1) nur geringe Auswirkungen auf den mannlichen
Reproduktionserfolg hat. Das gleichzeitige Fehlen des Tas1r3 und der gustatorischen G-Protein-
Untereinheit a-Gustducin hingegen hat gravierendere Fertilitatseinschrankungen zur Folge
(Mosinger et al., 2013). Unter Verwendung einer Tas1r3-a-Gustducin Doppel-knockout Maus, die
den humanen, pharmakologisch blockierbaren Tas1r3 exprimiert, konnte gezeigt werden, dass
die reversible Inhibition des Rezeptors in Abwesenheit des a-Gustducins zur mannlichen
Sterilitat fihrt. Dies verdeutlicht zum einen, dass in diesem Fall keine ontogenetischen Defekte
fir die Sterilitdt der Mannchen verantwortlich sind; zum anderen fiihrt es erstmalig zu der
Hypothese, dass die Komponenten der Signaltransduktionskaskade, die in den
Geschmacksknospen der Zunge fir die chemoelektrische Transduktion von siRen
Geschmacksstimuli bzw. des Umami-Geschmacks verantwortlich sind, auch im mannlichen
Reproduktionssystem oder zentralen Regionen, die die Reproduktion kontrollieren, funktionell
gekoppelt zu sein scheinen.
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Der TRPM5-lonenkanal, dessen genetische Information auf dem Chromosom 7 der Maus
lokalisiert ist (Enklaar et al., 2000), gehort zur Melastatin-Unterfamilie (TRPM1-8) der TRP-
lonenkandle (Liman, 2014). Diese sind aus sechs Transmembrandomanen aufgebaut und bilden
als Tetramer einen lonenkanal, der permeabel fir monovalente Kationen ist und durch Ca*
aktiviert wird (Clapham, 2003; Montell et al., 2002). In den Geschmackspapillen der Zunge
vermittelt der TRPM5 sowohl die Transduktion von suRen Geschmacksstoffen,
Mononatriumglutamat (MNG), aber auch von allen bisher analysierten bitteren
Geschmacksstoffen (Damak et al., 2006; Zhang et al., 2003) und sogar von Fetten (Liu et al,,
2011). Auf mRNA-Ebene (Perez et al., 2002) und immunhistochemisch (Li and Zhou, 2012) ist der
TRPM5 auch im Hodengewebe nachgewiesen worden. Aufgrund nicht exakt Gibereinstimmender
Befunde bezliglich der genauen Lokalisation des TRPMS5 im testikuldaren Gewebeschnitt, ist
jedoch nicht vollstandig geklart, ob eine Expression des Trpm5 ausschlieRRlich in den spaten
Phasen der Spermatogenese stattfindet (Li and Zhou, 2012), oder ob der lonenkanal zusatzlich
im Interstitialraum in den Leydig Zellen nachgewiesen werden kann (Li, 2013). Da auRerdem die
Verteilung des TRPM5-Proteins in Spermien noch nicht untersucht wurde, wurde initial mit Hilfe
eines TRPMS5-spezifischen Antikorpers geprift, wo exakt der lonenkanal in Spermien lokalisiert
ist.

4.2.1 TRPMS5 Expression im mannlichen Reproduktionsgewebe

Zur Bestatigung der von Robert Margolskee und seinem Team durchgefiihrten Northern Blot
Analysen (Perez et al.,, 2002) zum Nachweis des TRPM5-Proteins und damit einer erfolgten
Translation im murinen Hodengewebe, wurden RT-PCR Analysen durchgefiihrt. Hierflir wurden
2 ug muriner testikularer mRNA aus adulten Mannchen des C57BL/6N-Mausstamms fur die
cDNA-Synthese eingesetzt. Zur Verifizierung der Amplifikationsbedingungen diente mRNA aus
Wallpapillen der C57BL/6N-Mé&use. Die gewonnene cDNA wurde zusammen mit spezifischen
murinen TRPMS5-Primern (Prandi et al.,, 2013) eingesetzt (siehe 3.1). Die Analyse der
groRenabhangigen Auftrennung der erhaltenen Amplifikationsprodukte in einem Agarosegel ist
in Abbildung 23 exemplarisch dargestellt. Ein Vergleich mit dem DNA-GréRenstandard macht
deutlich, dass in cDNA der Wallpapille ein PCR-Produkt mit der erwarteten GréRe von 778 bp
amplifiziert wurde (linke Spur, CV). Ein cDNA-Fragment mit gleicher GroRe konnte auch aus
cDNA des Hodengewebes amplifiziert werden, wobei hier unter gleichen RT-PCR
Reaktionsbedingungen eine schwachere Amplifikationsstarke erkennbar ist. In der mitgefihrten
Negativkontrolle, in die anstelle von cDNA Wasser (H,0) eingesetzt wurde, ist keine
Amplifikation zu erkennen, so dass eine Kontamination der verwendeten Arbeitsmaterialien
sowie der PCR-Reagenzien ausgeschlossen werden kann.
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Abbildung 23: Nachweis von TRPM5-Transkripten in

be}‘ murinen Zungen- und Hodengewebe. 2 pg mRNA der

Q‘o Q\’\'o Wallpapille (CV) und des -Hodens wurde enzymatisch in

cDNA umgeschrieben und diese gemeinsam mit TRPM5-

spezifischen Primern in RT-PCR-Analysen eingesetzt.

AnschlieBend wurden die Amplifikationsprodukte neben

«a TRPM5 einem  DNA-Basenpaarmarker auf ein  Agarosegel

aufgetragen, elektrophoretisch aufgetrennt und mittels UV-

Licht visualisiert. Sowohl mit cDNA der CV (Positivkontrolle),

als auch mit Hoden-cDNA konnte eine Bande mit der

berechneten GréRe (778 bp) amplifiziert werden, wobei die

Starke des detektierten Trom5-Gen Amplifikationsprodukts

im Hoden schwacher war. In der Negativkontrolle [H,0], die Wasser anstelle von cDNA enthielt, war keine Bande

erkennbar, so dass geschlussfolgert werden kann, dass die TRPM5-Transkripte tatsachlich im Hoden vorkommen.
Diese Analyse wurde mindestens in drei unabhangigen Versuchen wiederholt.
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Um die Lokalisation des TRPM5-lonenkanals im mannlichen Reproduktionsgewebe auf
Proteinebene feststellen zu kdnnen, wurden immunhistologische Untersuchungen an coronalen
Hodenschnitten und immunzytochemische Studien an epididymalen Spermien durchgefiihrt
(siehe 3.3.1.1 und 3.3.1.3). Da mit anti-TRPM5 Antikorpern, die in Zungengewebe ein positives
Signal erkennen lieRen, trotz des Austestens verschiedener Fixierungsmethoden,
unterschiedlicher anti-TRPM5-IgGs und  Antikérperverdiinnungen des Primar- und
Sekundarantikoérpers weder in Paraffin- noch in Gefrierschnitten eine Immunreaktion im Hoden
detektiert werden konnte (Ergebnisse nicht gezeigt), aber eine Expression des TRPM5-Proteins
im Hodengewebe der Maus in der Literatur beschrieben ist (Li, 2013; Li and Zhou, 2012), wurde
eine  TRPMS5-TtGFP-Reportermauslinie  zur Visualisierung TRPM5-exprimierender Zellen
verwendet (Kusumakshi et al., 2015). Unter Zuhilfenahme dieses Mausmodells, in der unter der
TRPM5-Promotorkontrolle ein Fusionsprotein des TRPM5-Proteins und des fluoreszierenden
Reporterproteins TGFP exprimiert wird, war es moglich, die exakte Lokalisation des lonenkanals
im Gewebe anhand des Fluoreszenzsignals festzustellen.

Abbildung 24 zeigt Gefrierschnitte einer C57BL/6N-Wallpapille und eines Hodens einer TRPM5-
TGFP-Maus sowie ausgestrichene und fixierte C57BL/6N-Spermien. Die Priparate der C57BL/6N-
Maus wurden mit einem TRPMS5-spezifischen Antiserum behandelt, das den C-Terminus des
lonenkanals detektiert (Kaske et al., 2007). Um ein falsch-positives Fluoreszenzsignal einer
etwaigen starken Gewebe-Autofluoreszenz im Hoden auszuschlieBen und das zu detektierende
GFP-Signal zu verifizieren, erfolgte flr die testikularen Gefrierschnitte der TRPM5-tGFP-Maus
eine Inkubation mit einem anti-GFP Antikérper, wobei eine exakt lbereinstimmende TRPM5-
TGFP- und anti-GFP Markierung erwartet wurde. Die Auswertung der Immunsignale der beiden
in Abbildung 24 A dargestellten Geschmacksknospen (gestrichelte Umrandung) einer Wildtyp-
Wallpapille (C57BL/6N) macht deutlich, dass der anti-TRPM5 Antikorper, dessen Bindung mit
Hilfe einer anschlieRenden Inkubation mit einem Alexa 546 konjugierten anti-Kaninchen
Antikérper aus Esel (rot) sichtbar gemacht wurde, zwei bis sechs spindelférmige
Geschmackszellen pro Geschmacksknospe markiert (Perez et al.,, 2002; Zhao et al., 2003)
(Abbildung 24 A).

Fiir den Nachweis der TRPM5-Expression in Hodengewebe wurden coronale Gefrierschnitte des
Hodens einer TRPM5-tGFP Maus angefertigt. In Abbildung 24 B sind deutlich einzelne
Hodentubuli (Tubuli seminiferi; gestrichelte Linie) zu erkennen, in deren inneren, tubuldren
Bereich das Reporterprotein TGFP in den spaten Stadien der Spermienvorlduferzellen exprimiert
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ist. Zwischen den Hodenkandlchen befindet sich der Interstitialraum mit Testosteron-
synthetisierenden Leydig Zellen, die ebenfalls griin-fluoreszierend erscheinen (Abbildung 24 B,
Pfeilspitze). Zur Verifikation des GFP-Fluoreszenzsignals wurden die TRPM5-tGFP-Hodenschnitte
mit einem anti-GFP Antikorper inkubiert und die Bindung des Erstantikdrpers durch eine zweite
Inkubation mit einem Alexa 546 konjugierten anti-Kaninchen Antikorper nachgewiesen. Die
Uberlagerung des griinen und roten Fluoreszenzkanals zeigt durch die erkennbaren gelben
Areale vollig deckungsgleiche Antikorper-, sowie Reporterproteinmarkierungen, so dass davon
auszugehen ist, dass es sich bei der wahrgenommenen griinen Fluoreszenz nicht um griin
erscheinende Autofluoreszenz des Gewebes handelt, sondern um endogen exprimierte TGFP-
Fluoreszenz. Mit Hilfe dieser Befunde, die eine Lokalisation des TRPM5 sowohl in den spaten
Spermatogenesestadien der Tubuli seminiferi als auch in den Leydig Zellen zeigen, kdnnen die
Ergebnisse der Arbeitsgruppe um Feng Li (Li, 2013) bestatigt werden. In dem Vergleich, wahrend
welcher Stadien der Spermatogenese eine TRPM5-Expression auftritt, ist zu erkennen, dass der
TRPM5-lonenkanal, dhnlich dem Umami-Rezeptor (Tas1rl) und dem Tas1r3 (Meyer et al., 2012)
aber auch dem Bitterrezeptor Tas2r131 (Abbildung 16), in den spaten Stadien der
Spermatogenese exprimiert wird (Abbildung 24 B).

Da eine Expression des TRPM5 in maturen Spermien bisher noch nicht gezeigt wurde, wurden
Spermien aus dem caudalen Bereich des Nebenhodens von C57BL/6N-Mé&nnchen auf
Objekttragern ausgestrichen, mit Methanol fixiert und dann mit dem anti-TRPM5 Antikorper,
dessen Bindung mit einem Alexa 546 konjugierten anti-Kaninchen Sekundarantikérper aus Esel
(rot) nachgewiesen wurde, inkubiert. Zur Unterscheidung des Zellkerns und des Akrosoms im
Spermienkopf wurde die Kern-DNA mit dem DNA-bindenden Farbstoff TO-PRO-3 angefarbt
(blau). Zur Markierung des Akrosoms wurde das Lektin Peanut agglutinin (PNA) (Aviles et al.,
1997) eingesetzt, das direkt iber eine FITC-Konjugation visualisiert werden konnte (griin) (siehe
3.3.1.3.3). Sowohl in Spermienkdpfen als auch im Flagellum der Keimzellen ist eine
immunologische Markierung durch den anti-TRPM5 Antikorper erkennbar (Abbildung 24 C). Die
Markierung des TRPMS5 im Flagellum ist im Hauptstiick detektierbar (Abbildung 24, Pfeil),
wahrend die immunologische TRPM5-Markierung am konvexen Rand des Spermienkopfes mit
dem griinen Fluoreszenz-gekoppelten akrosomalen Marker (PNA-FITC) Gberlappend erscheint
und daher dem Akrosom zugeordnet werden kann. Die gelbe, fast deckungsgleiche Farbung in
der Uberlagerten Darstellung macht deutlich, dass das Antikdrpersignal und das akrosomale
PNA-Signal colokalisiert erscheinen (Abbildung 24, Stern).
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Wallpapille Spermien

Abbildung 24: TRPM5-Expression im mannlichen Reproduktionsgewebe der Maus. In Gefrierschnitten einer
C57BL/6N-Wallpapille wurden mit einem anti-TRPM5 Antiserum aus dem Kaninchen und einem rot-fluoreszierenden
Alexa 546 konjugierten anti-Kaninchen Sekundarantikorper aus Esel einzelne spindelformige Geschmackszellen in
Geschmacksknospen gekennzeichnet [A]. Zur Visualisierung des TRPMS5 im Hoden wurden Gefrierschnitte vom Hoden
einer Reportermauslinie (TRPM5-TGFP) eingesetzt. In den Mausen wird ein TPRM5-TGFP-Fusionsprotein exprimiert,
wodurch eine Identifizierung TRPM5-exprimierender Zellen moglich ist. Um die Spezifitdt der erkennbaren GFP-
Fluoreszenz zu verifizieren, wurde das exprimierte TGFP mit einem anti-GFP Antikérper und einem rot-
fluoreszierenden Alexa 546 konjugierten anti-Kaninchen Sekunddrantikdrper aus Esel nachgewiesen. Die
Colokalisation des Fusionsproteinsignals (griin) und des anti-GFP Signals (rot) erscheint in der Uberlagerung gelb,
wodurch die Expression beider Proteine (TRPM5 und GFP) in exakt den gleichen Zellen gezeigt werden kann [B]. Es ist
erkennbar, dass die TRPM5-Expression fast ausschlieBlich auf die luminal gelegenen Spermatozyten und reifen
Spermatiden innerhalb der Tubuli seminiferi beschrankt ist. Auch fiir die zwischen den einzelnen Samenkanalchen
gelegenen Leydig Zellen kann eine Expression des TRPM5-lonenkanals festgestellt werden [B, Pfeilspitzen]. Nach einer
immunologischen Behandlung mit dem bereits in [A] verwendeten anti-TRPMS5 Antiserum und dem rot-
fluoreszierenden Sekundarantikérper (s.0.) kann an ausgestrichenen epididymalen Spermien von C57BL/6N-
Mannchen eine Markierung des Flagellums [C, Pfeil] und des Akrosoms registriert werden [C, Stern]. Das Akrosom ist
mit einem spezifischen Marker (PNA-FITC) markiert (griin) und zeigt durch die exakte Colokalisation mit dem roten
anti-TRPM5-Signal in der Uberlagerung beider Fluoreszenzkanile eine gelbe Sichelmarkierung. Die durch TO-PRO-3
markierten Zellkerne sind blau dargestellt. MaRstab: 10 um.

4.2.2 Invivo Fertilitats-Analysen von TRPM5-defizienten Tieren

Nachdem auf mRNA- und Proteinebene die Expression des TRPM5 sowohl in Hodengewebe als
auch in Spermien gezeigt werden konnte, wurde anschlieRend untersucht, ob TRPM5-knockout-
Mause einen Reproduktionsphdnotyp zeigen. Zur genaueren Untersuchung des TRPM5-
Knockouts wurden Mause der Trom5™%"_Mauslinie (Jackson Laboratory, USA) (Larsson et al.,
2015) verwendet und initial die TRPM5-Deletion mit einem TRPM5-Antiserum (Kaske et al,,
2007) in Gefrierschnitten der Wallpapille Giberprift (siehe 3.3.1.1). Als Positivkontrolle fiir diesen
Versuchsansatz dienten coronale Gewebeschnitte einer circumvallaten Papille (Wallpapille, CV)
einer C57BL/6N-Maus (TRPM5 [+/+]). In Abbildung 25 sind exemplarische Aufnahmen der
Fluoreszenzmarkierungen gezeigt: In Gewebeschnitten der TRPM5 [+/+]-Maus konnte
erwartungsgemal eine positive Immunreaktion in einzelnen, spindelférmigen Geschmackszellen
detektiert werden, deren Markierung im Wesentlichen auf die Plasmamembran beschrankt war
(Abbildung 25 A und B). Ein Vergleich der TRPM5-Antikérpermarkierung in Wallpapillen der
TRPM5 [-/-]-Maus zeigt hingegen keine positive Markierung der einzelnen Geschmackszellen
(Abbildung 25 C und D).

Zur Untersuchung der anti-TRPM5 Immunreaktivitat in epididymalen Spermien wurden parallel
zu den histologischen Immunreaktionen an Zungengewebe immunzytochemische Markierungen
an Spermien von TRPMS5 [+/+]- und -[-/-]-Mdnnchen durchgefihrt (siehe 3.3.1.3). Wie in
Abbildung 24 C bereits gezeigt, kann in TRPM5 [+/+]-Spermien eine Markierung des Flagellum-
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Hauptsticks (Abbildung 25 E und F, Pfeil) und des Akrosoms (Abbildung 25 E und F, Stern)
detektiert werden. Eine derartige immunologische Reaktion bleibt in TRPM5 [-/-]-Spermien
ganzlich aus (Abbildung 25 G und H), wodurch einerseits die TRPM5-Deletion verifiziert und
andererseits die Spezifitat des anti-TRPM5 Antikorpers gezeigt werden konnte.

TRPMS5 [+/+] TRPMS5 [-/-]

A

Wallpapille

Spermium

Abbildung 25: Immunologische Verifizierung des TRPM5-Knockouts. An coronalen Gefrierschnitten der
Wallpapille von TRPMS [+/+]-Mausen (C57BL/6N) und TRPMS5 [-/-]-Tieren sowie an isolierten epididymalen Spermien
beider Mauslinien wurden Antikdrper-Nachweisreaktionen mit einem anti-TRPM5 Antiserum und einem rot-
fluoreszierenden Alexa 546 konjugierten anti-Kaninchen Sekundarantikérper aus Esel durchgefiihrt.

[A] zeigt eine vergroRerte Aufnahme von TRPM5-exprimierenden Geschmackszellen (rot) in einer Geschmacksknospe
einer TRPM5 [+/+]-Maus. In TRPM5 [+/+]-Spermien kann ebenfalls eine immunologische Reaktion des anti-TRPM5
Antiserums im Flagellum [E, Pfeil] und Akrosom [E, Stern] detektiert werden. Aufnahmen einer TRPM5 [-/-]-
Geschmacksknospe [C] und TRPM5 [-/-]-Spermien [G] zeigen keine positive Immunreaktion auf die anti-TRPM5-
Inkubation, wodurch eine erfolgreiche Deletion des lonenkanals in den verwendeten TRPM5 [-/-]-M&usen belegt
werden kann. In [B], [D], [F] und [H] sind Uberlagerungen des roten Fluoreszenzkanals (TRPM5) sowie einer
strukturverdeutlichenden Durchlichtaufnahme und TO-PRO-3 angefarbter Zellkernstrukturen (blau dargestellt)
abgebildet. Mit gestrichelten Linien sind einzelne Geschmacksknospen mit darin enthaltenden Geschmackszellen
hervorgehoben MaRstab: 10 um.

Nachdem die bisherigen Befunde zeigen, dass der TRPMb5-lonenkanal im mannlichen
Reproduktionstrakt (in Leydig Zellen, Spermatozyten sowie reifen Spermatiden (Abbildung 24 B)
und Spermien (Abbildung 24 C und Abbildung 25 E)) exprimiert wird, war es wichtig zu prifen,
ob eine Deletion des gustatorischen lonenkanals TRPM5 den Reproduktionserfolg beeinflusst.
Hierfir wurden homozygot defiziente TRPM5 [-/-]-Weibchen und -Mannchen verpaart und der
Reproduktionserfolg in einer kontinuierlichen, monogamen Zucht erfasst. In Abbildung 26 sind
die Reproduktionsparameter ,Wurfabstand” und , WurfgréRe” der TRPM5 [-/-]-Verpaarungen im
Vergleich zu TRPMS5 [+/+4]- (C57BL/6N) Zuchtpaaren tabellarisch zusammengefasst und die
Uberlebensrate TRPM5-defizienter Nachkommen grafisch dargestellt. Ein Vergleich der erfassten
Daten zeigt, dass eine TRPM5-Defizienz keine gravierende Auswirkung auf die Fertilitat in vivo zu
haben scheint. In monogamen Verpaarungen war weder ein auffallend veranderter zeitlicher
Abstand zwischen den Wurfen (TRPM5 [+/+]: 33,2 * 2,0 Tage; TRPM5 [-/-]: 34,7 + 2,3 Tage;
unpaariger T-Test: p = 0,621), noch eine Abweichung hinsichtlich der WurfgréRe (TRPM5 [+/+]:
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6,0 £ 0,2; TRPM5 [-/-]: 5,2 + 0,3; unpaariger T-Test: p = 0,325) oder eine veranderte
Geschlechterverteilung unter den Nachkommen (TRPMS5 [+/+]: 56 + 0,3 % o"; TRPM5 [-/-]: 52 +
0,4 % d; Chi-Test: p = 0,470) feststellbar. Durch die Berechnungen der Anteile verstorbener
Nachkommen pro Wurf und der daraus ermittelten prozentualen Uberlebensrate wird allerdings
deutlich, dass TRPM5-defiziente Nachkommen eine klare, aber nicht signifikant geringere
Uberlebensrate (76,8 + 7,2 %; unpaariger T-Test: p = 0,104) haben als C57BL/6N-Nachkommen
(90,0 £ 3,2 %).

100 -
C57BL/6N TRPM5
[+/+] x [+/+] [-/-1x[-/-] 9
Wurfabstand [d] 33,2+2,0 34,7+2,3 .g 90+
—
w
; 3
Wurfgrole 6,0+0,2 52+0,3 g 804
(4]
Anteil 7 [%] 56+0,3 52+0,4 T
3 70l
Wiirfe / Paare 40/ 8 25/7 60
0

C57BLI6N  TRPMS [-/-]

Abbildung 26: Analyse der Fertilitit von TRPM5-defizienten Mausen. In monogamen und kontinuierlichen
Verpaarungen homozygot defizienter TRPM5-Mause wurden die Reproduktionsparameter Wurfabstand, WurfgroRe
und der prozentuale Anteil der Midnnchen an den Gesamtnachkommen erfasst sowie die Uberlebensrate TRPM5-
defizienter Nachkommen bestimmt und mit den Daten von TRPM5 [+/+] (C57BL/6N)-Zuchtpaaren verglichen. Es
wurden keine signifikanten Unterschiede hinsichtlich der untersuchten Fertilitatsparameter festgestellt. Jedoch fiel
eine reduzierte Uberlebensrate der TRPM5 [-/-]-Nachkommen auf. Gezeigt sind Mittelwerte + SEM; p < 0,05 *.

4.2.3 Funktionalitdtsanalysen TRPM5-defizienter Spermien

Im gustatorischen System fungiert der TRPMS5 als lonenkanal durch den, resultierend aus der
Bindung eines Liganden an einen Geschmacksrezeptor, Ca**-abhangig monovalente Kationen in
die Zelle einstrémen und diese depolarisieren (Damak et al., 2006; Liu and Liman, 2003; Zhang et
al., 2003). Dadurch kommt es zur Ausschiittung von ATP und damit zur parakrinen
Signalweiterleitung an das afferente Neuron zum Gehirn (Finger et al., 2005; Huang et al., 2011;
Huang et al., 2007). Wie in vielen unterschiedlichen Systemen spielt Ca*" auch fiir die sekundare
Reifung und die Akrosomreaktion in Spermien eine wichtige Rolle (Baldi et al., 1991; Breitbart,
2002b; Navarrete et al.,, 2015; Yanagimachi and Usui, 1974). Daher war es wichtig
herauszufinden, ob sich die TRPM5-Deletion auf die intrazelluldre, basale Ca**-Konzentration der
Spermien auswirkt und ob der fiir die Befruchtung essentielle Vorgang der Akrosomreaktion
beeintrachtigt ist.

Zur Untersuchung der intrazelluldren Ca*-Konzentration wurden Ca”*’-Konzentrations-
Messungen in Spermienkdpfen durchgefiihrt. Hierbei wurden isolierte, epididymale Spermien
von TRPM5-defizienten Mannchen unkapazitiert, oder in vitro kapazitiert mit Fura-2AM beladen
und die ratiometrischen Messwerte des Ca**-sensitiven Fura-2 erfasst und iber den ungepaarten
T-Test mit Messergebnissen von C57BL/6N-Spermien statistisch verglichen. Anhand von
Messungen an Spermien von jeweils finf Mannchen zeigte sich, dass die basale intrazellulare
Ca’*-Konzentration in unkapazitierten TRPM5 [-]-Spermien (0,318 + 0,01; p = 0,461) und in in
vitro kapazitierten TRPMS5 [-]-Spermien sogar signifikant hoher ist (0,372 + 0,01; p = 0,002), als in
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vergleichenden Messungen an C57BL/6N-Spermien (unkapazitiert: 0,306 + 0,01; kapazitiert:
0,325 + 0,01). In beiden Spermienpopulationen der C57BL/6N- und TRPMS5 [-/-]-Méannchen kann
der Kapazitierungs-bedingte Ca’*-Anstieg  festgestellt  werden. Wahrend der
Konzentrationsunterschied des second messengers in unkapazitierten Spermien nicht stark
ausgepragt ist, ist die erhdhte basale Ca**-Konzentration in kapazitierten C57BL/6N- und TRPM5-
defizienten Spermien signifikant voneinander abweichend (p = 0,002) (Abbildung 27 A).

Eine derart veranderte Ca’*-Konzentration kann eine veranderte Akrosomreaktion hervorrufen
(Breitbart, 2002b; Rossato et al., 2001) und so die Befruchtungskompetenz der TRPM5-
defizienten Mannchen beeinflussen. Um primar eine mogliche Beeintrachtigung der
akrosomalen Exozytosemaschinerie durch die TRPM5-Deletion festzustellen, wurden in vitro
kapazitierte, epididymale Spermien von 15 C57BL/6N- und neun TRPMS5 [-/-]-Mdnnchen nach
90 min mit dem Ca**-lonophor A23187 (10 uM) bzw. in parallelen Kontrollansitzen mit dem
Losungsmittel (0,1 % DMSO) 30 min inkubiert. AnschlieBend wurde die Reaktion durch eine
Fixierung abrupt gestoppt, die Spermien auf einem Objekttrager ausgestrichen, mit Coomassie
gefarbt und die Akrosomreaktionsraten mikroskopisch quantifiziert. Zur Bestimmung der
maximal induzierbaren Akrosomreaktion mit A23187 in Spermien wurden die ausgezihlten
Akrosomreaktionsraten der A23187- und DMSO-Stimulationsansdtze voneinander subtrahiert
und folgend als A23187-Induktion bezeichnet. In Abbildung 27 B sind die A23187-
Induktionsraten von C57BL/6N- und TRPMS5 [-]-Spermien vergleichend dargestellt. Durch eine
statistische Analyse mit einem unpaarigen T-Test konnte keine signifikante Abweichung in der
akrosomalen Exozytose der Spermien festgestellt werden, jedoch war eine leicht erhéhte Rate in
TRPM5-defizienten Spermien zu erkennen (TRPMS5 [-]: 26,1 £ 5,2 % p = 0,663; C57BL/6N: 23,7
1,7 %). Um neben der Funktionalitdt der akrosomalen Exozytosemaschinerie auch die Hohe der
Stimulus-unabhangigen, spontanen Akrosomreaktion zu bestimmen (Klemm and Engel, 1991;
Mortimer et al., 1989; Visconti et al., 1999) und zu priifen, ob die in Abbildung 27 A dargestellte
leicht erhohte basale Ca**-Konzentration in TRPM5 [-]-Spermien einen Einfluss auf die spontane
Akrosomreaktionsrate hat, wurde die akrosomale Exozytose in Abhdngigkeit von der Zeit
guantitativ bestimmt. Abbildung 27 C zeigt den Zeit-abhdngigen Anstieg der spontanen
Akrosomreaktionsrate in Spermien, der fiir die Kapazitierung typisch ist (Inoue et al., 2003;
Klemm and Engel, 1991; Mortimer et al., 1989; Oehninger et al., 1994; Visconti et al., 1999). Es
ist zu erkennen, dass TRPM5 [-]-Spermien zu jedem Messzeitpunkt eine héhere spontane
Akrosomreaktionsrate zeigen als C57BL/6N-Spermien. Jedoch ist dieser Unterschied zu keinem
Zeitpunkt signifikant abweichend.
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Abbildung 27: Quantifizierung der basalen Ca’*-Konzentration und der spontanen Akrosomreaktionsrate in
TRPMS5-defizienten Spermien. Um den Einfluss der TRPM5-Deletion auf die intrazellulare Funktionalitdt der
isolierten, epididymalen Spermien zu testen, wurde Uber Fura-2AM basierende Messungen das basale Ca*"-Level in
den Spermien bestimmt und parallel die Hohe des Stimulus-unabhdngigen Akrosomverlusts erfasst, die Aufschluss
Uber die Fahigkeit eine Akrosomreaktion durchzufiihren, gibt. [A] stellt die Ergebnisse der ratiometrischen ca™-
Konzentrationsbestimmung von unkapazitierten und in vitro kapazitierten Spermien von jeweils fiinf C57BL/6N- und
TRPM5 [-/-]-Mannchen grafisch dar und zeigt den Kapazitierungs-abhangigen CaB-Anstieg in beiden Populationen
kapazitierter Spermien. Sowohl in unkapazitierten als auch in kapazitierten Spermien ist ein erhohtes basales ca*-
Level in TRPM5-defizienten Spermien messbar, welches in kapazitierten Spermien sogar gegentiber C57BL/6N-
Spermien signifikant erhéht ist. Anzahl der Einzelzellmessungen: C57BL/6N unkapazitiert (35), kapazitiert (56); TRPM5
[-] unkapazitiert (52), kapazitiert (33).

In [B] ist die Hohe der A23187-Induktion in Spermien von C57BL/6N- und TRPM5 [-/-]-Mannchen gezeigt, die durch die
Subtraktion der erfassten Akrosomreaktionsraten von A23187-stimulierten und mit dem Lésungsmittel (0,1 % DMSO)
stimulierten Spermien berechnet wurde. Durch das Ca2+—lonophor A23187 wird die maximal mdgliche
Akrosomreaktion in Spermien ausgelost und damit gleichzeitig die Funktionalitat des intrazelluldren Signalablaufs
Uberprift. In C57BL/6N- und TRPM5 [-]-Spermien ist eine A23187-Induktion erkennbar, die in TRPM5 [-]-Spermien
nicht signifikant hoher ist. Der Zeit-abhangige Verlauf der spontanen Akrosomreaktion in in vitro kapazitierenden
Spermien ist in [C] gezeigt. Es ist deutlich zu erkennen, dass fir Spermien von TRPM5-defzienten Mannchen stets eine
héhere, Stimulus-unabhdngige spontane Akrosomreaktionsrate festgestellt werden kann, die jedoch zu keinem
Zeitpunkt signifikant unterschiedlich zu den bestimmten Raten der C57BL/6N-Spermien ist. Anzahl der untersuchten
Tiere in [B] und [C]: C57BL/6N (15); TRPM5 [-/-] (9). Gezeigt sind Mittelwerte £ SEM; p < 0,05 *.

4.2.4 Zucht-basierte Generierung von Mauslinien mit einer gleichzeitigen Deletion des

TRPMS5 und des Umami-Rezeptors Taslrl, oder des Bitterrezeptors Tas2r131
Wadhrend die gemeinsame Deletion des Tas1r3 und a-Gustducins zu einem schwerwiegenden
Reproduktionsphdnotyp fiihrt (Mosinger et al.,, 2013) und die Einzel-Knockouts der
Geschmacksrezeptoren Taslrl (Meyer et al., 2012) und Tas2r131 (Abschnitt 4.1) sowie der
gustatorischen Signalproteine a-Gustducin (Mosinger et al., 2013) und TRPM5 (Abbildung 26)
einen nur schwach ausgepriagten Effekt zeigen, wurde mit Hilfe von Doppel-knockout-
Mausmodellen gepriift, ob eine Deletion des Taslrl bzw. Tas2r131 zusammen mit dem TRPM5
zu starkeren Auswirkungen fir das mannliche Reproduktionspotential fihrt. Um die
entsprechenden homozygoten Doppel-knockout-Mause zu erhalten, die im Folgenden zur
Vereinfachung als , TasR-TRPM5 DKO“ bezeichnet werden, wurden Tas1r1®"RE™Me™ [/ l-M3use
(Rezeptor-codierende Sequenz durch mcherry-Fluoreszenzkassette ersetzt und unter Taslrl-
Promotorkontrolle exprimiert) (Meyer et al., 2012; Voigt et al, 2012) bzw.
Tas2r1318RENGFP [/ 1. M3use (gleiches Prinzip, wie bei Tas1r1®RE ™™ \ays) (Voigt et al.,
2012) mit Méausen einer TRPMS5 [-/-]-Mauslinie (Larsson et al., 2015) gekreuzt.

Die Generierung von Mausen, die fiir die genetischen Merkmale Taslrl oder Tas2r131 und
TRPM5 homozygot defizient sind, erfolgte in zwei aufeinanderfolgenden Zuchtansatzen. In
einem ersten Schritt wurde eine TasR [-/-]-, TRPM5 [+/+]-Maus (homozygot defizient fir den
Geschmacksrezeptor; Wildtyp fir TRPM5) mit einer TasR [+/+]-, TRPM5 [-/-]-Maus (Wildtyp fir
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Geschmacksrezeptor; homozygot defizient fir TRPM5) verpaart. Aus diesen Zuchtansatzen
konnten nur Nachkommen entstehen, die eine heterozygote [+/-] genetische Information fir
beide Merkmale (TasR und TRPMS5) exprimierten. In einem zweiten Schritt wurden die
heterozygoten TasR-TRPMS5 [+/-]-Nachkommen miteinander verpaart, so dass nach der
Mendelschen Vererbungslehre (Campbell et al., 2003) Nachkommen mit neun verschiedenen
Genotyp-Kombinationen und einer bestimmten erwarteten prozentualen Wahrscheinlichkeit
entstehen konnten (Abbildung 28). Die Wahrscheinlichkeit, dass aus den beschriebenen
Verpaarungen Nachkommen mit einem doppelten homozygot defizienten Genotyp fiir beide
Merkmale (TasR und TRPM5) entstehen, lag dabei bei 6,25 %.

Abbildung 28: Wahrscheinlichkeit der
Genotyp-Kombinationen in Erbgdngen
mit zwei Merkmalen. Aus Zuchtansdtzen
zweier Individuen mit heterozygoten
Erbanlagen fur zwei verschiedene
Merkmale kdnnen Nachkommen mit neun
unterschiedlichen Genotyp-
Kombinationen entstehen. Abgebildet
sind die moglichen Kombinationen der
Genotypen fur die Merkmale TasR und
Trom5 und die prozentuale
Wahrscheinlichkeit, mit der das Ereignis
eintritt.
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Die Bestimmung des Genotyps einer moglichen TasR-TRPM5-DKO Maus erfolgte mit Hilfe von
PCR-basierenden Genotypisierungen, wobei spezifische Primer fiir den Taslrl bzw. mcherry, den
Tas2r131 bzw hrGFP und den TRPMS5 verwendet wurden (siehe 3.2.2). Im Detail wurde dazu aus
Schwanzspitzenbiopsien genomische DNA isoliert und in PCR-Reaktionen eingesetzt. Die
amplifizierten DNA-Abschnitte wurden anschlieBend gemeinsam mit einem DNA-
GroRenstandard auf ein Agarosegel aufgetragen und elektrophoretisch aufgetrennt. Mit Hilfe
einer UV-Belichtung und des mitgefiihrten GroéBenstandards wurde die GroRe des
Amplifikationsprodukts erfasst und anhand derer der Genotyp fiir das analysierte Merkmal des
untersuchten Tiers bestimmt.

In Abbildung 29 ist eine beispielhafte Aufnahme eines Genotypisierungs-Ergebnisses einer
Wildtyp [+/+4]- und homozygot defizienten [-/-] Tas1rl- bzw. Tas2r131 Maus sowie einer TasR-
TRPM5-DKO Maus gezeigt. In den ersten beiden Spuren des dargestellten Agarosegels sind
Amplifikationsbanden fir den Tasl1rl (711 bp) und den TRPMS5 (346 bp) erkennbar, so dass fiir
diese Maus der Wildtyp-Genotyp sowohl fiir den Taslrl als auch fiir den TRPM5 abgeleitet
werden konnte. In den beiden darauffolgenden Spuren sind die Banden auf Hohe des zu
erwartenden Produkts des mcherry-Fluoreszenzproteins (= Taslrl [-/-]) (462 bp) und des TRPM5
(346 bp) zu detektieren. Das hierbei analysierte Tier hat hinsichtlich des Tas1r1 einen homozygot
defizienten Genotyp, wahrend es gleichzeitig die Wildtypform des Trpm5-Gens exprimiert. Die
finfte und sechste Gelspur zeigt eine Tasl1rl [-/-]-Bande (462 bp) und eine TRPMS5 [-/-]-Bande
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(575 bp), wodurch feststeht, dass die untersuchte DNA von einer Taslrl-TRPM5 doppelt
homozygot defizienten Maus stammt. Fir die beispielhaft dargestellte Genotypisierung von
Tas2r131-TRPM5 [-/-]-Mé&usen wurde die gleiche Reihenfolge des Probenauftrags gewahlt, so
dass in den Spuren sieben und acht ein Tas2r131-TRMP5 [+/+4]- und in den Spuren neun und
zehn ein Tas2r131 [-/-]- TRPMS5 [+/+]-Genotyp erkannt werden kann. In den Spuren elf und zwolf
wurden Amplifikationsprodukte einer  Tas2r131-TRPM5 [-/-]-Maus aufgetragen
(Amplifikationsprodukte: Tas2r131 [+/+] 455 bp; hrGFP (=Tas2r131 [-/-]) 368 bp; TRPM5 [+/+]
346 bp; TRPMS5 [-/-] 575 bp) (Abbildung 29).

Tas1rl Taslrl Tas1R1- Tas2ri31 Tas2131 Tas2R131-
[+/+] [/ TRPM5 [-/-] [+/+] [/ TRPMS [-/-]

H,0

[bp]

1000

500

Abbildung 29: Molekularbiologische Erfassung von TasR-TRPM5-defizienten Mausen. Die Bestimmung des
Genotyps einer Maus erfolgte anhand einer Schwanzspitzenbiopsie und der daraus isolierten DNA. Unter Verwendung
spezifischer Taslrl-, Tas2r131- und TRPMS5-Primer in einer PCR konnten Wildtyp [+/+]- und Knockout [-/-]-
Allelkombinationen mit Hilfe einer elektrophoretischen Auftrennung der Amplifikationsprodukte identifiziert werden.
Die ersten beiden Spuren der abgebildeten Aufnahme zeigen den Genotyp einer Taslrl Wildtyp ([+/+])- Maus
hinsichtlich der Merkmale Tas1rl und TRPMS5. In den Spuren 3 und 4 ist das Amplifikationsprodukt der DNA einer
Taslrl [-/-]- Maus aufgetragen. Durch die GroRBe der DNA-Banden ist die homozygot defiziente Erbanlage des Taslrl
und die genetische Wildtyp-Information fiir den TRPM5 zu erfassen. Der doppelt homozygot defiziente Genotyp einer
Tas1lrl-TRPMS [-/-]-Maus wird durch eine 462 bp Bande (Taslrl [-/-]) und eine 575 bp Bande (Trpm5 [-/-]) in den
Gelspuren 5 und 6 widergespiegelt. In den Spuren 7-12 sind nach dem gleichen Auftragsschema PCR-Proben einer
Tas2r131 [+/+]-, Tas2r131 [-/-]- und Tas2r131-TRPM5 [-/-]-Maus aufgetragen. In der Negativkontrolle [H,0], die
Wasser anstelle von cDNA enthielt, trat keine Bande auf, so dass eine Kontamination der PCR-Reagenzien
ausgeschlossen werden konnte. Amplifikationsprodukte: Tas1rl [+/+] 711 bp, Taslrl [-/-] 462 bp; Tas2r131 [+/+] 455
bp; Tas2r131 [-/-] 368 bp; TRPMS5 [+/+] 346 bp; TRPM5 [-/-] 575 bp.

Neben der molekularbiologischen Identifikation des TasR-TRPM5 [-/-]-Genotyps war es unter
Verwendung eines anti-TRPM5 Antiserums auch auf immunhistochemischen Weg moglich, einen
doppelten homozygot defizienten TasR-TRPMS5 Genotyp zu bestdtigen. Hierbei konnte die
Taslrl- bzw. Tas2r131 Deletion durch die Expression der Reporterproteine mcherry (Taslrl)
bzw. hrGFP (Tas2r131) festgestellt werden, wahrend der Nachweis der TRPM5-Deletion Uber
eine ausbleibende immunologische Reaktion mit einem anti-TRPM5 Antiserum aus dem
Kaninchen und einem fluoreszierenden Sekundéarantikorper erfolgte (siehe 3.3.1.1). Fir
Gewebeschnitte einer Maus mit genetischen Wildtyp-Anlagen bezliglich der Taslrl und
Tas2rl31-Rezeptoren wurde keine Geschmacksrezeptor-Fluoreszenzmarkierung erwartet,
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wohingegen der anti-TRPM5 Antikdrper eine Immunreaktion auslésen sollte. Umgekehrt wurde
fiir Gewebeschnitte einer TasR-TRPM5 Doppel-knockout Maus die Expression der mcherry- und
hrGFP-Reporterproteine, jedoch keine immunologische Markierung durch den anti-TRPM5
Antikorper erwartet. Fir den immunhistologischen Nachweis einer TasR-TRPMS5 Deletion
wurden coronale Schnitte einer Taslrl-TRPM5 [-/-]-Pilzpapille und Gewebeschnitte einer
Tas2r131-TRPM5 [-/-]-Wallpapille mit einem anti-TRPM5 Antiserum inkubiert. Als
Positivkontrollen dienten in diesem Versuchsansatz anti-TRPM5 markierte Gewebeschnitte der
Wallpapille von TRPM5 [+/+]-(C57BL/6N)- und Tas2rl31 [-/-]-Mé&usen bzw. anti-TRPM5
markierte Gewebeschnitte der Pilzpapillen von Taslrl [-/-]-M&usen. In den Aufnahmen der
Abbildung 30 sind in den dargestellten Geschmackszellen unter anderem die Signale der
Reporterfluoreszenzproteine einer Taslrl [-/-]-(Abbildung 30 D [Stern], rot), Tas2r131 [-/-]-
(Abbildung 30 G [Stern], grin), Taslr1-TRPM5 [-/-]-(Abbildung 30 J [Stern], rot) und einer
Tas2r131-TRPM5 [-/-]-Maus (Abbildung 30 M [Stern], griin) zu erkennen. Durch die Detektion
der geschmacksrezeptorspezifischen Fluoreszenzsignale in allen vier untersuchten Mauslinien ist
die homozygot defiziente genetische Information der Geschmacksrezeptoren sichtbar. Aufgrund
des roten Tasl1rl-Fluoreszenzreporterproteins mcherry wurde die TRPM5-Markierung in Taslrl
[-/-]- und Tas1rl-TRPMS5 [-/-]-Gewebe mit einem griin-fluoreszierenden Alexa 488 konjugierten
anti-Kaninchen Sekundarantikorper aus der Ziege nachgewiesen. In TRPMS5 [+/+]- und Tas2r131
[-/-]- bzw. Tas2r131-TRPMS5 [-/-]-Zungengewebe wurde hingegen der rot-fluoreszierende Alexa
546 konjugierte anti-Kaninchen Sekundarantikérper aus dem Esel verwendet. In Abbildung 30
sind TRPM5-positive Geschmackszellen in TRPM5 [+/+]- (Abbildung 30 B; rot, Pfeil), Tas1rl [-/-]-
(Abbildung 30 E; griin, Pfeil) und Tas2r131 [-/-]- (Abbildung 30 H; rot, Pfeil) Geschmackspapillen
gezeigt. Ein derartiger Nachweis kann weder in Taslr1-TRPMS5 [-/-]- (Abbildung 30 K), noch in
Tas2r131-TRPM5 [-/-]- (Abbildung 30 0O) Geschmackspapillen erbracht werden. In der
Uberlagerung des roten- wund griinen Fluoreszenzkanals, gemeinsam mit einer
Durchlichtaufnahme und der TO-PRO-3-basierten Zellkernmarkierung (blau) sind einzelne
Geschmacksknospen (gestrichelte Linie) und die Fluoreszenzsignale der Geschmacksrezeptoren
Taslrl und Tas2r131 sowie des lonenkanals TRPM5 gezeigt (Abbildung 30 C, F, I, L, P). In der
Uberlagerten Darstellung wird deutlich, dass die beobachteten Tas1rl [-/-]- und Tas2r131 [-/-]-
Signale mit einzelnen anti-TRPM5 Signalen colokalisiert erscheinen (Abbildung 30 F und |
[Raute]), wobei zuséatzlich Geschmackszellen beobachtet werden kénnen, in denen nur der
TRPMS5 exprimiert wird (Abbildung 30 F und | [Pfeilspitze]).
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TRPMS5 Tasirl Tas2r131 Taslrl-TRPM5  Tas2r131-TRPMS5
[-/-] [-/-] [-/-]

anti-TRPM5 anti-TRPM5

Abbildung 30: Immunhistologische Verifizierung der gemeinsamen Deletion des Taslrl bzw. Tas2r131 und
des TRPMS5. Gefrierschnitte von fixierten Gewebe der Zungenspitze (Pilzpapille) sowie des Zungengrunds
(Wallpapille) der TRPM5 [+/+]- (C57BL/6N), Tasirl [-/-] mcherry-, Tas2r131 [-/-] hrGFP-, Tas1rl-TRPM5 [-/-]- und
Tas2r131-TRPMS [-/-]- Maus, wurden mit einem anti-TRPM5 Antiserum behandelt. Die Antikérpermarkierung wurde
entweder mit einem rot-fluoreszierenden Alexa 546 konjugierten anti-Kaninchen Sekundarantikérper aus dem Esel
(TRPM5 [+/+], Tas2r131 [-/-] und Tas2r131-TRPMS5 [-/-]) oder einem griin-fluoreszierenden Alexa 488 konjugierten
anti-Kaninchen Sekundarantikorper aus der Ziege (Taslrl [-/-] und Taslrl-TRPM5 [-/-]) Vvisualisiert.
Fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen zeigen, dass in einer TRPM5 [+/+]-Wallpapille eine TRPM5-Expression vorliegt
[B, Pfeil]. In Pilzpapillen der Tas1rl [-/-] mcherry Maus und Wallpapillen der Tas2r131 [-/-] hrGFP Maus kénnen neben
den Geschmacksrezeptor-Fluoreszenzsignalen [D, G; Stern] auch TRPM5-positive Zellen detektiert werden [E, H;
Pfeil]. Pilzpapillen der Taslrl-TRPM5 [-/-]-Maus und Wallpapillen der Tas2r131-TRPM5 [-/-]-Maus zeigen
ausschlieBlich  Geschmacksrezeptor-spezifische Signale [J, M; Stern] und keine positiven anti-TRPM5-
Immunreaktionen [K, O]. In [C, F, I, L, P] sind Durchlichtaufnahmen der Geschmacksknospen mit TO-PRO-3 basierten
Zellkernmarkierungen (blau) und der beiden Fluoreszenzkanile (griin und rot) in der Uberlagerung gezeigt. In der
Uberlagerten Darstellung ist in Taslrl [-/-]- und Tas2r131 [-/-]- Geschmacksknospen eine colokalisierte Expression des
Geschmacksrezeptors und des lonenkanals zu erkennen [F, I; Raute], wobei auch einzelne, ausschlieBlich den TRPM5
exprimierende Geschmackszellen beobachtet werden konnen [F, I; Pfeilspitze]. MaRstab: 10 um.

4.2.5 Fertilitatsanalyse von TasR-TRPM5-defizienten Mausen

Nachdem die TasR-TRPM5 [-/-]-Mause erfolgreich generiert worden sind, stellte sich die Frage,
ob sich diese erfolgreich verpaaren kénnen, da fir Taslr3-a-Gustducin [-/-]-Mannchen eine
Infertilitat beschrieben wurde (Mosinger et al., 2013). Zur Klarung der Fertilitdat von TasR-TRPM5
[-/-]-Tieren wurde deshalb der Zuchterfolg von kontinuierlich monogam verpaarten Taslrl-
TRPMS5 [-/-]- bzw. Tas2r131-TRPM5 [-/-]-Mdusen anhand der Reproduktionsparameter
»Wurfabstand” und ,WurfgroRe” erfasst, und diese Daten mit Ergebnissen der Zuchtanalyse von
C57BL/6N-, Taslrl [-/-]-, Tas2r131 [-/-]-und TRPMS5 [-/-]-Zuchtpaaren verglichen.

In Tabelle 8 sind die einzelnen Ergebnisse zusammengefasst und die mit Hilfe des unpaarigen
T-Tests ermittelten, statistisch signifikanten Abweichungen zu den Daten der C57BL/6N-
Verpaarungen angegeben. Es fiel bereits auf, dass die Taslrl [-/-] x [-/-]-Verpaarungen etwas
groBere, aber nicht signifikant groRere Abstdnde zwischen einzelnen Wiirfen zeigen (39,7 +

109



Ergebnisse

4,4 Tage; p = 0,197; Tabelle 8), als fir C57BL/6N-Verpaarungen beobachtet werden konnte
(33,2 £ 2,0 Tage). In homozygot defizienten Verpaarungen von Tas2r131 [-/-]- und TRPMS5 [-/-]-
Mausen war hingegen kein auffilliger Wurfabstand zu beobachten (Tas2r131 [-/-] x [-/-]: 28,5 =
2,8 Tage, p = 0,193; TRPM5 [-/-] x [-/-]: 34,7 + 2,3 Tage; p = 0,621). Zunachst konnte festgestellt
werden, dass Taslrl-TRPM5 [-/-]- und Tas2r131-TRPM5 [-/-]-Tiere phé&notypisch gesunde
Nachkommen zeugen und gebaren kdnnen. Wahrend der Abstand zwischen den Wiirfen der
Taslrl-TRPM5 [-/-]-Zuchtpaare im Vergleich zu dem der C57BL/6N-Zuchtpaaren signifikant
verlangert war (45,2 + 5,9 Tage, p = 0,037), konnte die Abweichung des Wurfabstands in
Tas2r131-TRPMD5 [-/-]-Zuchtpaaren nicht festgestellt werden (37,8 + 4,7 Tage, p = 0,318).

In Tabelle 8 sind auBerdem die mittleren WurfgroBen fiir jede untersuchte Verpaarung
angeben. Durch statistische Berechnungen mit dem unpaarigen T-Test konnten bis auf die
Tas2r131 [-/-]-Verpaarungen (7,7 + 0,2 p = 0,039) keine signifikanten Verdanderungen beziiglich
der mittleren Anzahl von Nachkommen pro Wurf erfasst werden. Allerdings fiel eine leichte
Zunahme der WurfgroRe in Taslrl [-/-]- (7,0 £ 0,4 p = 0,402), Tas1r1-TRPM5 [-/-]- (6,4 £ 0,3 p =
0,649) und Tas2r131-TRPMS5 [-/-]- (6,8 + 0,2 p = 0,295) Zuchtpaaren im Vergleich zu C57BL/6N-
Zuchtpaaren auf (Tabelle 8).

Tabelle 8: Analyse der Fertilititsparameter von TasR-TRPM5-defizienten Verpaarungen. Zur Untersuchung des
Reproduktionserfolgs von TasR-TRPM5-defizienten Mé&usen wurden kontinuierlich monogame C57BL/6N-,
Taslrl [-/-]-, Tas2r131 [-/-]-, TRPMS5 [-/-]-, Tas1r1-TRPMS5 [-/-]- und Tas2r131-TRPM5 [-/-]-Zuchtpaare gehalten und die
Daten der tabellarisch aufgefiihrten Fertilitdtsparameter erfasst. Mit Hilfe des unpaarigen T-Tests wurden signifikante
Unterschiede im Wurfabstand der Taslr1-TRPMS [-/-]-Verpaarung festgestellt (p = 0,037) sowie eine signifikant
erhdhte WurfgréRe in Tas2r131 [-/-]-Zuchtpaaren (p = 0,039). Gezeigt sind Mittelwerte + SEM; p < 0,05 *.

C57BI/6N Taslrl Tas2r131 TRPMS Taslrl-TRPM5  Tas2r131-TRPMS
[+/+] x [+/4] /1% L-1x -] /-1xL/H L-1x /-] [/1x[-/]
Wourfabstand [d] 33,2+2,0 39,7+4,4 28528 34,7+2,3 45,2 +5,9* 37,847
WurfgréBBe 6,0£0,2 7,0+04 7,7+x0,2* 52+0,3 6,4+0,3 6,810,2
Paare / Wiirfe 8/40 3/11 4/11 7/25 5/13 5/18

Im Verlaufe der Zucht der oben genannten Verpaarungsansidtze wurde neben den bereits
beschriebenen Fertilitatsparametern auch die Haufigkeit beobachteter Sterbefdlle von
Jungtieren in den ersten drei Lebenswochen protokolliert. Es war zu beobachten dass im
Vergleich zu Nachkommen von C57BL/6N-Zuchtpaaren (90,0 + 3,2 %), die Jungtiere aus
TRPM5 [-/-] x [-/-]-Verpaarungen eine erniedrigte Uberlebensrate hatten (76,8 * 7,2 %,
unpaariger T-Test: p = 0,104), und dass diese verringerte Uberlebensrate auch in beiden TasR-
TRPMS5 [-/-]-Mauslinien (Taslr1-TRPM5 [-/-]: 73,1 + 11,2 %, unpaariger T-Test: p = 0,166;
Tas2r131-TRPMS [-/-]: 83,6 + 7,9 %, unpaariger T-Test: p = 0,458) zu beobachten war (Abbildung
31 A). Um feststellen zu kdnnen, ob die erhéhte Sterberate in den TasR-TRPM5 [-/-]-Wirfen nur
durch die TRPM5-Deletion zu erklaren ist, wurde zusatzlich die Anzahl verstorbener Jungtiere in
Taslrl [-/-]- und Tas2r131 [-/-]-Verpaarungen erfasst. Fir die alleinige Deletion der
Geschmacksrezeptoren konnte keine erniedrigte Uberlebensrate (Taslrl [-/-]: 95,0 + 2,7 %,
unpaariger T-Test: p = 0,245; Tas2r131 [-/-]: 97,0 = 3,0 %, unpaariger T-Test: p 0,124)
festgestellt werden, so dass die héhere Sterblichkeit in den TasR-TRPM5 [-/-]-Nachkommen
moglicherweise auf die TRPM5-Deletion zurtickzufiihren ist (Abbildung 31 A). Durch die Analyse
der beobachteten Todesfille fiel auBerdem auf, dass es in den TRPMS5 [-/-]-und
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Tas1rl-TRPMS5 [-/-]- sowie Tas2r131-TRPM5 [-/-]-Verpaarungsansatzen vermehrt zum Tod aller
Nachkommen eines Wurfes kam (Abbildung 31 B). Hierfiir wurde die Anzahl aller ganzlich
verstorbenen Wiirfe zum Gesamt-Wurfaufkommen des Verpaarungsansatzes in Relation gesetzt.
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Abbildung 31: Uberlebensrate der Nachkommen von TasR-TRPM5 [-/-]-Zuchtpaaren. Im Zeitraum der ersten
drei Lebenswochen, in denen die Jungtiere noch bei den Eltern gehalten werden, wurde die Haufigkeit der
beobachteten Todesfalle analysiert. Es wurden die prozentualen Anteile der tédlichen Ereignisse fir jeden Wurf
berechnet und anschlieRend die mittlere Sterberate fir alle Wirfe des Verpaarungsansatzes gebildet. Dieser
Mittelwert wurde von einer 100 % Uberlebenswahrscheinlichkeit subtrahiert und dadurch die mittlere Uberlebensrate
der Jungtiere definiert. Im Vergleich zu Nachkommen aus C57BL/6N-Verpaarungen fallt auf, dass Jungtiere aus TRPM5
[-/-]- und TasR-TRPMS5 [-/-]-Verpaarungen eine ca. 15 % verringerte Uberlebensrate haben [A]. Dieser Unterschied ist
allerdings nicht signifikant abweichend. In den gleichen Verpaarungen ist zu erkennen, dass anteilig zur Gesamt-
Wourfanzahl des Verpaarungsansatzes vermehrt gesamte Wirfe versterben [B]. Aufgrund der unauffalligen
Uberlebensraten unter Nachkommen von Taslrl [-/-]- und Tas2r131 [-/-]-Zuchtpaaren, ist die erhohte
Sterblichkeitsrate in TRPM5 [-/-]- und TasR-TRPMS5 [-/-]-Zuchtansitzen moglicherweise auf die TRPM5-Deletion
zurtickzufihren. Anzahl beobachteter Wiirfe/Tiere/Todesfalle: C57BL/6N: 40/240/19; TRPMS5 [-/-]: 25/130/19; Tas1rl-
TRPMS [-/-]: 13/83/18; Tas2r131-TRPMS5 [-/-]: 18/132/14; Taslrl [-/-]: 8/70/3; Tas2r131 [-/-]: 11/8/3. Gezeigt sind
Mittelwerte = SEM; p < 0,05 *.

4.2.6 Funktionelle Charakterisierung von TasR-TRPM5-defizienten Spermien

Auf dem Weg des Spermiums zur Eizelle durchqueren die mannlichen Keimzellen den weiblichen
Genitaltrakt und erfahren wahrenddessen zahlreiche intrazelluldare Verdanderungen, die eine
Befruchtung der Oozyte ermoglichen (de Lamirande et al., 1997; Eisenbach and Giojalas, 2006).
Fir die Verschmelzung der beiden Keimzellen ist die Akrosomreaktion eine wichtige
Voraussetzung, da durch sie hydrolytische Enzyme aus dem Akrosom freigesetzt werden, die die
Glykoproteinreiche Matrix der weiblichen Gamete verdauen, so dass das Spermium zur Eizelle
vordringen kann (Breitbart and Spungin, 1997). AuRerdem spielt die Akrosomreaktion eine
wichtige Rolle fiir die Bindung des Spermiums an die Eizelle, da durch sie, ein fiir die Gameten-
Interaktion wichtiger Rezeptor, auf der nun freiliegenden inneren akrosomalen Membran
prasentiert wird (Bianchi et al., 2014). In zahlreichen Untersuchungen wurde bereits gezeigt,
dass der Ca’*-abhangige Vorgang der Akrosomreaktion essentiell fiir die mannliche Fertilitat ist
(Liu and Baker, 1998; Oehninger et al., 1994). Wie in Kapitel 4.2.5 bereits beschrieben, wurde im
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Vergleich zu C57BL/6N-Zuchtpaaren, fur Taslrl-TRPM5 [-/-]-Verpaarungen ein groRerer
zeitlicher Abstand zwischen zwei Wiirfen festgestellt (Tabelle 8). Als Ursache hierfiir wurde eine
beeintrachtigte Akrosomreaktion in Betracht gezogen. Daher wurde die akrosomale Exozytose
von TasR-TRPM5 [-/-]-Spermien untersucht und initial die Funktionalitdit der
Exozytosemaschinerie mit Hilfe des Ca**-lonophors A23187 gepriift (siehe 3.4.2.1). Durch die
Inkubation der Spermien mit A23187 kommt es zu einem starken Anstieg der intrazelluldren
Ca?*-Konzentration (Malaisse, 1988) wodurch es, dhnlich der Zona pellucida-Bindung, zu einer
Induktion der akrosomalen Exozytose kommt (Kirkman-Brown et al., 2002).

Fir die Untersuchung der kiinstlich hervorgerufenen, maximalen Akrosomreaktionsrate wurden
TasR-TRPMS5 [-/-]-Spermien 90 min in vitro kapazitiert und anschlieBend 30 min mit 10 uM
A23187 (in 0,1 % DMSO verdinnt) oder mit 0,1 % DMSO (Losungsmittelkontrolle) inkubiert. Als
Kontrollen fungierten in diesem Ansatz Spermien von C57BL/6N-, TRPMS5 [-/-]-, Tas1r1 [-/-]- und
Tas2r131 [-/-]-Mannchen, die auf gleiche Weise behandelt wurden. Im Anschluss an die A23187-
bzw. DMSO-Inkubation wurden die Spermien fixiert und mit dem Farbstoff Coomassie fiir die
guantitative Auszahlung der Akrosom-reagierten Spermien gefarbt. Zur Berechnung der
prozentualen A23187-Induktionsrate wurden die ausgezdhlten Akrosomreaktionsraten der
DMSO-inkubierten Spermien von den Akrosomreaktionsraten der A23187-stimulierten Spermien
subtrahiert.

In Abbildung 32 sind die Auswertungen der quantifizierten A23187-Induktionen der Spermien
unterschiedlicher Mauslinien (Anzahl der Tiere: C57BL/6N 15, TRPMS5 [-/-] 9, Tasirl [-/-] 5,
Tas2r131 [-/-] 8, Tas1lrl-TRPMS5 [-/-] 7, Tas2r131-TRPM5 [-/-] 11) gezeigt. Es war festzustellen,
dass die allein durch A23187 ausgeltste Akrosomreaktionsrate in allen Spermien, unabhéangig
vom Genotyp, adhnlich ausgepragt war und ungefdahr bei 20-30 % lag. Die Deletion der
gustatorischen Signalmolekiile TRPM5 sowie Taslrl und Tas2r131 fiihrte somit nicht zu einer
Veranderung der akrosomalen Exozytose (Abschnitt 4.1.4) (Meyer et al., 2012). Auffallend
hierbei war jedoch die erhéhte A23187-Induktion der Tas2r131-TRPMS5 [-/-]-Spermien (29,8 +
3,9 %; unpaariger T-Test p = 0,168) gegenuber der der C57BL/6N-Spermien (23,7 £ 1,7 %). Auch
die weiteren untersuchten Spermienpopulationen reagierten weniger ausgepragt auf das Ca*'-
lonophor (TRPM5 [-/-]: 26,1 + 5,2 %; Taslrl [-/-]: 24,5 + 4,8 %; Tas2r131 [-/-]: 27,1 £ 4,7 %),
wobei die Tas1rl-TRPMS5 [-/-]-Spermien die niedrigste A23187-Induktion zeigten (18,8 + 3,5 %;
unpaariger T-Test p = 0,289) (Abbildung 32).

Durch eine verminderte Fahigkeit die Akrosomreaktion zu durchlaufen, ist gleichzeitig die
Fertilitat eingeschrankt (Nolan and Hammerstedt, 1997). Mit dem Befund, dass die Fahigkeit der
Tas1rl-TRPMS5 [-/-]-Spermien zur Akrosomreaktion moglicherweise beeintrachtigt ist (Abbildung
32) und der Tatsache, dass Taslrl-TRPM5 [-/-]-Zuchtpaare signifikant ldngere Abstinde
zwischen einzelnen Wirfen aufweisen (Tabelle 8), konnte eine Subfertilitdt in
Tas1rl-TRPMS [-/-]-Tieren vorliegen. Mit der Untersuchung der Funktionalitit der akrosomalen
Exozytosemaschinerie wurde bereits festgestellt, dass der grundliegende, funktionelle Ablauf
dieser speziellen Exozytosereaktion eingeschrankt funktioniert. Im Folgenden wurde nun
geprift, ob Taslrl-TRPM5 [-/-]-Spermien eine verdnderte Stimulus-unabhingige, spontane
Akrosomreaktionsrate zeigen und dadurch die Vermutung einer unzureichenden Fertilitat der
Maéannchen unterstiitzt wird (Oehninger et al., 1994). Parallel dazu wurden Versuchsansatze mit
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Tas2r131-TRPM5 [-/-]-Spermien durchgefihrt. Fir diese Untersuchung wurden Spermien aus
dem caudalen Bereich des Nebenhodens isoliert und 90 min in vitro kapazitiert.

Abbildung 32: Kontrolle der akrosomalen
40 - Exozytosemaschinerie in TRPM5 [-/-]- und TasR-
TRPMS5 [-/-]-Spermien unter Verwendung des ca™-
lonophors A23187. Spermien aus dem caudalen
Abschnitt des Nebenhodens aller untersuchten
Mauslinien wurden in vitro kapazitiert und mit dem
Caz+—lonophor A23187 bzw. dem Losungsmittel 0,1 %
DMSO stimuliert, um die Funktionalitdit des
intrazelluldren Ablaufs wahrend der Akrosomreaktion in
Abhédngigkeit der gustatorischen Signalproteine zu
prufen. Quantifizierte Akrosomreaktionsraten beider
Stimuli wurden voneinander subtrahiert (= A23187-
Induktion) und als Saulen dargestellt. Nach der
Stimulation zeigen Spermien aller Mauslinien eine
A23187 induzierte Akrosomreaktion, so dass daraus
geschlussfolgert werden kann, dass die Deletion des
lonenkanals und der Geschmacksrezeptoren Tas1rl und
Tas2r131 alleine, sowie die gleichzeitige Deletion des
lonenkanals mit einem Geschmacksrezeptor keinen
Einfluss auf die intrazelluldare Signaltransduktion der
Akrosomreaktion zu haben scheinen. Auffallend ist die verringerte A23187-Induktion der Akrosomreaktion in Tas1rl-
TRPM5 [-/-]-Spermien sowie die erhéhte A23187-Induktionsrate in Tas2r131-TRPM5 [-/-]-Spermien. Gezeigt sind
Mittelwerte + SEM von (15) C57BL/6N-, (9) TRPM5 [-/-]-, (5) Taslrl [-/-]-, (8) Tas2r131 [-/-]-, (7) Tas1rl-TRPM5 [-/-]-,
(11) Tas2r131-TRPMS [-/-]-Tieren. Der statistische Vergleich der Daten genetisch verdnderter Tiere mit Daten von
C57BL/6N-Méannchen erfolgte mit dem ungepaarten T-Test, p < 0,05 *.

A23187 Induktion [%)]

Wahrend der Inkubationszeit wurden Spermien in einem Abstand von 30 min der Suspension
entnommen, fixiert und der akrosomale Status der Spermien quantitativ bestimmt. Als
Kontrollen fungierten in diesem Ansatz die Akrosomreaktionsraten von C57BL/6N-, TRPMS5 [-/-]-,
Taslrl[-/-]- und Tas2r131 [-/-]-Spermien. Mit Hilfe des ungepaarten T-Tests wurden die
Ergebnisse statistisch mit Daten der C57BL/6N-Spermien verglichen. Abbildung 33 A fasst das
Ergebnis dieser Untersuchung zusammen und dokumentiert den Anstieg des spontanen
Akrosomverlusts in Abhdngigkeit von der in vitro Kapazitierungszeit (Inoue et al., 2003; Mortimer
et al, 1989). Da die Kapazitierung in den Spermien essentiell fir die Fahigkeit zur
Akrosomreaktion ist (Demarco et al., 2003; Visconti et al.,, 1999), war der Anstieg der
beobachteten akrosomalen Exozytose in Spermien aller Mauslinien zu erwarten. Neben der
unauffalligen Veranderung der zeitabhadngigen spontanen Akrosomreaktion (Abbildung 33 A), ist
in Abbildung 33 B die detaillierte, vergleichende Darstellung des spontanen Akrosomverlusts
von unkapazitierten Spermien (Zeitpunkt: 0 min) und kapazitierten Spermien (Zeitpunkt: 90 min)
gezeigt. Es ist zu erkennen, dass unkapazitierte TRPM5 [-/-]-Spermien h&ufiger spontan die
Akrosomreaktion durchlaufen (9,0 + 2,9 %; p = 0,425) als Spermien von C57BL/6N-Mannchen
(6,4 1,2 %) (Abbildung 33 C). Ein dhnliches Ergebnis konnte auch fiir Spermien der Tas1rl [-/-]-
Mauslinie beobachtet werden (8,4 = 2,8 %; p = 0,542). Wahrend die Ergebnisse der
unkapazitierten TasR-TRPM5 [-/-]-Spermien unauffallig waren (Taslr1-TRPM5 [-/-]: 4,4 £ 0,9 %;
p = 0,226; Tas2r131-TRPM5 [-/-]: 6,1 + 1,6 %; p = 0,895), zeigte sich erneut, dass Tas2r131 [-/-]-
Spermien weniger haufig die spontane akrosomale Exozytose durchlaufen (3,2 + 1,1 %;
p = 0,060) (vergleiche Abbildung 19 B) (Abbildung 33 B). Auffallend war, dass die spontane
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Akrosomreaktionsrate auch in kapazitierten TRPM5 [-/-]-Spermien etwas erhoht war (19,7 +
2,7 %; p = 0,215) (Abbildung 33 B). Hingegen zeigten die kapazitierten Taslrl-TRPMS5 [-/-]-
Spermien (20,4 + 1,7 %; p = 0,065) gegeniliber den C57BL/6N-Spermien (15,6 + 1,4 %) nun eine
hohere spontane Akrosomreaktionsrate. Die kapazitierten Spermien der Tas2r131-TRPMS5 [-/-]-
Mannchen zeigten sogar eine signifikante Erhéhung der akrosomalen Exozytoserate (22,1 +
2,6 %; p = 0,048) gegeniiber Spermien von C57BL/6N-Mannchen. Wie bereits publiziert, konnte
die erh6hte spontane Akrosomreaktionsrate der Tas1rl [-/-]-Spermien (27,0 + 19,5 %; p = 0,265)
auch hier dargestellt werden (Meyer et al., 2012), wohingegen die Tas2r131 [-/-]-Spermien
(15,6 £ 1,8; p = 0,989), wie bereits in Abschnitt 4.1.4 beschrieben, keinen Unterschied zu
C57BL/6N-Spermien zeigten (Abbildung 33 B).

A B
309 = c57BLI6N 409 = c57BL6N
== TRPMS5 [-] * == TRPMS5 [-/]
= Tas1r1-TRPMS5 [-/-) Exm Tas1r1-TRPMS5 [-/-]
== Tas2r131-TRPM5 [-] 30] == Tas2r131-TRPMS [-1]
20 == Tasir [-/-) *
== Tas2r131 [/

spontane
Akrosomreaktionsrate [%]

104

Akrosomreaktionsrate [%]

0 30 60 90 unkapazitiert kapazitiert
Zeit [min]

Abbildung 33: Spontane Akrosomreaktionsrate in TRPMS5-defizienten- und TasR-TRPM5-defizienten
Spermien. Zur Analyse der spontanen Akrosomreaktionsrate wurden von epididymalen Spermien der Mauslinien
C57BL/6N, TRPM5 [-/-], Taslrl [-/-]. Tas2r131 [-/-], Tas1rl-TRPM5 [-/-] und Tas2r131-TRPMS5 [-/-] die spontanen
Verluste des Akrosoms Uber die Zeit, als Auswirkung auf die Inkubation in einem Kapazitierungspuffer untersucht. Der
zeitabhéngige Verlauf der spontanen Akrosomreaktionsrate kapazitierender Spermien von Taslrl[-/-]- und Tas2r131
[-/-1-M&nnchen ist bereits publiziert (Meyer et al, 2012) oder in Abschnitt 4.1.4 beschrieben und darum hier nicht
gezeigt. [A] Fur die Spermien aller untersuchter Mauslinien kann ein zeitabhangiger, kontinuierlich ansteigender
Verlauf der Akrosomreaktion beobachtet werden. In [B] ist die detaillierte Darstellung der spontanen
Akrosomreaktion in unkapazitierten (0 min), sowie in vitro kapazitierten (90 min) Spermien gezeigt. Sowohl
unkapazitierte TRPMS5 [-]- als auch Tas1rl [-]-Spermien zeigen einen nicht signifikanten erhohten spontanen Verlust
des Akrosoms. An TasR-TRPMS5 [-]-Spermien kann eine gleichbleibende (Tas2r131-TRPM5 [-]) bzw. etwas reduzierte
Akrosomreaktionsrate (Taslrl-TRPMS [-]) beobachtet werden. In allen in vitro kapazitierten Spermienpopulationen
kann eine deutlich erhéhte spontane Akrosomreaktionsrate gezeigt werden. Spermien von TRPM5 [-/-]- und TasR-
TRPMS5 [-/-]-Mé&nnchen haben stets eine hdhere akrosomale Exozytoserate als C57BL/6N-Spermien, wobei in
Tas2r131-TRPMS5 [-]-Spermien signifikant haufiger der spontane Verlust des Akrosoms zu beobachten ist (p = 0,048).
Spermien von Taslrl [-/-]-Mannchen zeigen erneut eine hohere spontane Akrosomreaktionsrate als C57BL/6N-
Spermien und Tas2r131 [-]-Spermien. Anzahl der in die Untersuchung eingegangenen Tiere und damit unabhangigen
Spermienpraparationen: C57BL/6N (15), TRPM5 [-/-] (9), Tas1rl [-/-] (5), Tas2r131 [-/-] (8), Taslr1l-TRPMS5 [-/-] (7),
Tas2r131-TRPMS [-/-] (11). Gezeigt sind Mittelwerte + SEM; p < 0,05 *.

Zusammengefasst |dsst sich feststellen, dass Spermien von TRPM5 [-/-]-Mannchen (ber eine
funktionierende akrosomale Exozytosemaschinerie verfliigen und sowohl im unkapazitierten als
auch kapazitierten Zustand eine leichte, aber nicht signifikant erhohte, spontane
Akrosomreaktion zeigen (Abbildung 27 B + C). Diese Beobachtung kdnnte auf das etwas erhdhte
intrazelluldre Ca®*-Level in unkapazitierten TRPMS5 [-]-Spermien, aber auch auf das signifikant
erhohte Ca®*-Level in kapazitierten TRPM5 [-]-Spermien zuriickzufiihren sein (Abbildung 27 A).
Da fur Tas1rl-defiziente Spermien bereits eine erhohte spontane akrosomale Exozytoserate und
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in unkapazitierten Spermien ein erhdhtes basales Ca**-Level beobachtet wurde (Meyer et al.,
2012), wird es interessant sein zu prifen, ob in Spermien von Taslr1-TRPM5 [-/-]-Mé&nnchen ein
additiver Effekt hinsichtlich der Ca®*-Konzentration festzustellen ist, und wie sich die
gemeinsame Deletion des Tas2r131 und des TRPMS5 auf das intrazelluldre, basale Ca**-Level in
Spermien auswirkt. Um zusatzlich die Rolle der gustatorischen Geschmacksproteine in der
Akrosomreaktion besser zu verstehen, sind neben Messungen des basalen Ca**-Levels in TasR-
TRPMS5 [-]-Spermien auch Quantifizierungen der basalen cAMP-Konzentration und Analysen der
Zona pellucida-induzierten Akrosomreaktion in TRPM5 [-]-, Taslrl-TRPM5 [-]- und Tas2r131-
TRPMS5 [-]-Spermien wichtig.

4.2.7 Detaillierte Analysen der TRPM5- und TasR-TRPMb5-defizienten Spermien

und ihrer testikularen Genese
Eine Teratozoospermie bezeichnet die krankhafte morphologische Veranderung von Spermien,
die mit einer eingeschrankten Spermienqualitdt und einer daraus resultierenden reduzierten
Fertilitatsrate einhergeht (Liu and Baker, 1998; Oehninger et al., 1994). Aufgrund der signifikant
verliangerten Zeitspanne, die zwischen den Wurfen in Taslrl-TRPM5 [-/-]-Verpaarungen zu
beobachten ist und der morphologischen Auffalligkeiten in Taslr3-a-Gustducin [-]-Spermien
(Mosinger et al., 2013) wurden die Spermien von TRPM5 [-/-]- und TasR-TRPM5[-/-]-Mannchen
hinsichtlich ihrer Morphologie untersucht.
Wie bereits fiir die Tas2r131 Spermienpopulationen durchgefiihrt (Abschnitt 4.1.3), wurde auch
fir diese Spermien die Flache des Kopfsegments vermessen. Hierfiir wurden Coomassie-gefarbte
Ausstriche von C57BL/6N-, TRPM5 [-]- und TasR-TRPM5 [-]-Spermien angefertigt und
mikroskopisch mit dem Programm Cell?A (Olympus, Hamburg) detailliert untersucht. Im direkten
Vergleich mikroskopisch aufgenommener Spermienképfe von C57BL/6N- und TRPMS5 [-/-]-
Mannchen ist zu erkennen, dass die Kopfe der genetisch verdnderten TRPM5 [-]-Spermien
vergroRert erscheinen (
Abbildung 34). Quantitative Analysen der computergestiitzten Flachenvermessungen von 50
C57BL/6N-, TRPM5 [-]- und Tas2r131-TRPM5 [-]-Spermien sowie von 40 Taslrl-TRPM5 [-]-
Spermien zeigten, dass im Vergleich zu C57BL/6N-Spermien (19,36 + 0,25 um?) nicht nur die
Kopfflache der TRPMS5 [-]-Spermien (22,72 + 0,20 um?; p = 6,17 *10™") signifikant vergroRert ist,
sondern auch die der TasR-TRPM5 [-]-Spermien (Tas1rl-TRPMS5 [-]: 21,93 + 0,38 um? p = 5,18
*10%; Tas2r131-TRPMS [-]: 22,17 £ 0,28 um?2 p = 2,44*107).
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Abbildung 34: Vergleich der Kopfgr6Ben von TRPM5-defizienten- und TasR-TRPMS5-defizienten Spermien.
Isolierte  epididymale Spermien von TRPM5 [-/-]- und TasR-TRPM5 [-/-]-Mannchen wurden fixiert und auf
Objekttragern ausgestrichen und im angetrockneten Zustand mit Coomassie-Farbelésung behandelt. Von
mikroskopischen Aufnahmen einzelner Spermien sind exemplarisch ausgeschnittene Képfe von C57BL/6N- und TRPM5
[-]-Spermien gezeigt. Die Flache von 50 C57BL/6N-, TRPM5 [-]- und Tas2r131-TRPMS5 [-]-Spermien sowie 40 Taslrl-
TRPMS5 [-]-Spermien wurde mit Hilfe einer Mikroskop-Software bestimmt und die Werte Gber den unpaarigen T-Test
mit den Flachenberechnungen von C57BL/6N-Spermienképfen statistisch verglichen. In allen drei genetisch
verdnderten Spermienpopulationen kann eine signifikante Zunahme der Spermienkopfflache festgestellt werden.
Gezeigt sind Mittelwerte + SEM; p < 0,05 *.

Eine derart veranderte Kopfmorphologie kdnnte die Befruchtungskompetenz der Spermien
beeinflussen und damit den gréReren zeitlichen Abstand zwischen den Wirfen von Taslrl-
TRPMS5 [-/-]-Zuchtpaaren erklaren. Um der Frage nach der Fertilitdt der genetisch verdnderten
TRPM5 [-/-]- und TasR-TRPMS5 [-/-]-Méannchen weiterhin nachzugehen, wurden neben dem
Korper- und Hodengewicht auch die Anzahl motiler epididymaler Spermien aus dem caudalen
Abschnitt des Nebenhodens bestimmt. Zur Erfassung dieser Parameter wurden die Mannchen
direkt nach der zervikalen Dislokation gewogen und mit Hilfe des Korpergewichts und des
Gewichts beider Hoden das relative Hodengewicht (Anteil des Hodengewichts am
Korpergewicht) bestimmt. Fiir die Spermienanzahlbestimmung wurden die caudalen Abschnitte
der Nebenhoden in eine Petrischale mit 2 ml Puffer Gberfiihrt und einige Male eingeschnitten, so
dass die motilen Spermien in das sie umgebende Medium schwimmen konnten. Nach einer
Inkubationsphase von mindestens 30 min bei 37 °C wurde eine 1:40 Verdinnung der Spermien
angesetzt, und die Anzahl der Spermien/ml mit Hilfe einer Neubauer-Zihlkammer bestimmt.

In Tabelle 9 sind die erfassten Daten flir 80-105 Tage alte adulte Mannchen der TRPM5 [-/-]-
und TasR-TRPMS5 [-/-]-Mauslinien zusammengefasst. Fur vergleichende Analysen sind auBerdem
die Daten der C57BL/6N-, Taslrl [-/-]- und Tas2r131 [-/-]-Mauslinien angegeben und die
Ergebnisse der statistischen Analyse mit Hilfe des unpaarigen T-Tests im Vergleich zum
C57BL/6N-Phanotyp gezeigt. Mannchen, die eine homozygot defiziente Geninformation fiir das
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Trom5-Gen haben, zeigen eine signifikante Reduzierung des Korpergewichts gegeniber
C57BL/6N-Mannchen (p = 0,017). Dieser Befund bestatigt bereits publizierte Daten und ist auf
eine erhohte Glukose-Toleranz zurickzufihren (Larsson et al., 2015). Hinsichtlich des relativen
Hodengewichts und der Anzahl motiler Spermien ist jedoch kein auffallender Phanotyp in
TRPM5 [-/-]-Mé&nnchen zu beobachten. Fur Taslrl [-/-]-Mé&nnchen konnte hingegen ein
signifikant hoheres relatives Hodengewicht (p = 0,007) im Vergleich zu C57BL/6N-Mannchen
beobachtet werden. Der groBere Anteil des Hodengewichts am Kérpergewicht in Taslrl [-/-]-
Mannchen hat sich jedoch nicht auf die Anzahl der Spermien ausgewirkt, da diese unverandert
ist. Wahrend der Phanotyp der untersuchten Tas2r131 [-/-]-Mé&nnchen unauffillig war, konnte
fur die Taslrl-TRPMS5 [-/-]-Mannchen hingegen ein etwas reduziertes relatives Hodengewicht
und eine verringerte Spermienanzahl (p = 0,080) festgestellt werden. Diese Beobachtung konnte
nicht in Tas2r131-TRPM5 [-/-]-Mannchen festgestellt werden, die im Vergleich zu C57BL/6N-
Mannchen sogar ein signifikant erhohtes relatives Hodengewicht (p= 0,007) und eine groRere
Anzahl an Spermien aufwiesen. Im Vergleich zu C57BL/6N-, und Tas1rl [-/-]- bzw. Tas2r131[-/-]-
Mannchen konnte sowohl fiir Tas1r1-TRPMS5 [-/-]-, als auch Tas2r131-TRPMS5 [-/-]-Mé&nnchen ein
reduziertes Korpergewicht bestimmt werden, das in ménnlichen Tas2r131-TRPMS5 [-/-]-Tieren
signifikant unterschiedlich war (p = 0,020). Moglicherweise ist diese Beobachtung auf die
Konsequenzen der TRPM5-Deletion zurlickzufiihren, da diese eine direkte Auswirkung auf das
Korpergewicht hat (Larsson et al., 2015).

Tabelle 9: Auswirkungen der Deletion gustatorischer Signalproteine auf die mannlichen
Reproduktionsorgane. Von den angegebenen Genotypen der unterschiedlichen Mauslinien wurden Mannchen
direkt nach der Totung gewogen und mit Hilfe des Korper- und Hodengewichts das relative Hodengewicht berechnet.
Die Spermienanzahl wurde anhand von entnommenen und eingeschnittenen caudalen Abschnitten des Nebenhodens
bestimmt. Auffallend ist das signifikant reduzierte Kérpergewicht der TRPM5 [-/-]-Madnnchen, deren relatives
Hodengewicht und Spermienanzahl jedoch dhnlich zu C57BL/6N sind. Taslrl [-/-]-Mé&nnchen zeigen ein signifikant
erhohtes relatives Hodengewicht, das aber keinen Einfluss auf die Spermienanzahl hat. Tas1r1-TRPM5 [-/-]-Méannchen
haben ein reduziertes relatives Hodengewicht und eine reduzierte Anzahl an Spermien. Kontrdre Effekte scheint die
Deletion auf Tas2r131-TRPMS5 [-/-]-Méannchen zu haben, fiir die ein héheres relatives Hodengewicht und eine hdhere
Spermienanzahl erfasst werden konnte. Gezeigt sind Mittelwerte + SEM; unpaariger statistischer T-Test: p < 0,05 *.

C57BL/6N TRPMS5 Tasirl Tas2ri31 Tas1rl-TRPM5  Tas2r131-TRPMS5
[+/+] [-/-1 [-/-] [-/-1 [-/-] [-/-1
Kérpergewicht [g] 28,0+0,4 26,8+0,3* 27.6+0,6 28,4+0,8 27,1405 26,5+0,5*
Rel. Hodengewicht [%] 0,572+ 0,02 0,591+ 0,01 0,688+ 0,02 ** 0,632 + 0,02 0,53 40,02 0.679+ 0,03 **
Spermienanzahl *106 282+1,6 292+1,1 27,3%4,0 326+2,1 22,724 323+16
n 16 49 6 11 9 10

Die bezlglich der Reproduktionsorgane untersuchten Mannchen waren 80-105 Tage alt. Um
eine altersbedingte Verdnderung der Spermienanzahl auszuschlieBen und sicherzustellen, dass
die beobachtete verringerte Spermienanzahl in Tas1rl-TRPM5 [-/-]-Mannchen unabhingig vom
Alter beobachtet werden kann, wurde anhand der gleichen Daten zusatzlich eine
altersabhingige Analyse der Spermienanzahl durchgefiihrt (Abbildung 35). Die Untersuchung
zeigt, dass selbst unter Einschluss des Alterskriteriums Mannchen mit einer Deletion der Taslrl-
und TRPM5-codierenden Sequenz eine verringerte Spermienanzahl haben.
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Abbildung 35:Altersabhingige Spermienanzahl-Bestimmung in TasR-TRPMS5 [-/-]-Mi3nnchen. Gezeigt sind die
Spermienanzahlen von Méannchen der C57BL/6N-, Taslrl-TRPM5 [-/-]- und Tas2r131-TRPMS5 [-/-]-Mauslinien in
Abhingigkeit vom Alter (80-105 Tage). Trotz der Schwankungen ist zu erkennen, dass Tas1r1-TRPM5 [-/-]-Méannchen
im Vergleich zu den beiden anderen Mauslinien eine geringere Anzahl an Spermien haben. Gezeigt sind Daten von 16
C57BL/6N-, 9 Tas1r1-TRPM5 [-/-]- und 10 Tas2r131-TRPMS5 [-/-]-Mé&nnchen.

Eine derartige Reduzierung der Spermienanzahl in Taslr1-TRPM5 [-/-]-Mannchen kann auf eine
Stoérung der Spermatogenese zurlickzufiihren sein, wodurch entweder weniger Spermien
gebildet werden, oder wodurch vermehrt missgebildete Spermien entstehen, die absterben,
bevor sie in den Nebenhoden gelangen. Um initial festzustellen, ob es in Taslr1-TRPM5 [-/-]-
Hoden zu einer Ansammlung toter Zellen kommt, die auf abgestorbene Keimzellen
zurickzufihren sind, wurde die Haufigkeit der apoptotischen Ereignisse in Paraffinschnitten des
Hodens bestimmt (siehe 3.4.1.3). Zur Visualisierung der apoptotischen Zellen wurde das In situ
cell death detection kit, TMR red (Roche) angewandt, mit dem rot-fluoreszierende dNTPs an
Doppelstrangbriiche, die auf den Vorgang der Apoptose hindeuten, enzymatisch eingebaut
werden (Darzynkiewicz et al., 2008). Die roten Fluoreszenzsignale konnten anschlieBend an
einem Fluoreszenzmikroskop in Relation zur beobachteten Tubulianzahl quantifiziert werden.
Hierfir wurden in vier gleich groRen Blickfeldern die Anzahl der Tubuli seminiferi blind bestimmt
und dann fir jeden Tubulus die beobachtete Menge an rot-fluoreszierenden apoptotischen
Zellen festgehalten. Pro untersuchten Tier wurden dazu vier Hodenschnitte unterschiedlicher
Schnittebenen analysiert.

In Abbildung 36 sind beispielhafte Aufnahmen TUNEL-gefarbter Hodenschnitte von den jeweils
dariber angegebenen Genotypen gezeigt und mit Pfeilen die apoptotischen Zellen
hervorgehoben. Zur Visualisierung der Zellkerne wurden die Hodenschnitte mit dem
Kernfarbstoff DAPI (blau) behandelt. Als Praparate, die mit Hilfe des unpaarigen T-Test statistisch
verglichen wurden, sind Gewebeschnitte eines C57BL/6N-Hodens verwendet worden, in dem
vereinzelte apoptotische Zellen im basalen, tubuldaren Bereich zu beobachten sind. Eine
vergleichbare, jedoch haufiger auftretende Markierung apoptotischer Zellen ist in
Hodenschnitten von TRPM5 [-/-]-Mannchen festzustellen (p = 0,275). Signifikant mehr TUNEL-
markierter Zellen kéonnen hingegen in Taslrl-TRPMS5 [-/-]-Hodenschnitten erfasst werden
(p = 0,012). Der gleiche Phédnotyp ist auch fir Hodengewebeschnitte von Tas2r131-TRPMS5 [-/-]-
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Mannchen zu beobachten, jedoch nicht signifikant abweichend von der Haufigkeit apoptotischer
Zellen pro Tubulus in C57BL/6N-Hodenschnitten (p = 0,147). Da bereits fur Taslrl [-/-]-
Mannchen eine signifikant hohere Apoptoserate im Hoden festgestellt wurde (Meyer et al.,
2012), jedoch nicht fur Tas2r131 [-/-]-Hodengewebe (Abschnitt 4.1.3), ist womaglich das erhdhte
Auftreten apoptotischer Zellen auf die TRPM5-Deletion zurlickzuflihren, wobei die hoéchste
beobachtete Apoptoserate in den Tubuli seminiferi von Taslrl-TRPM5 [-/-]-Madnnchen einen
additiven Effekt der Tas1rl- und TRPM5-Deletion widerspiegeln kénnte.

C57BI/6N TRPM5 Tas1r1-TRPM5 Tas2r131-TRPM5
[+/+] [-/-] [-/-] [-/-]
0,63+0,3 0,79+0,2 1,08+ 0,2* 1,00%0,2

Abbildung 36: Quantifizierung apoptotischer Zellen in TRPM5- und TasR-TRPM5-defizienten Hodenschnitten.
An Paraffinschnitten des Hodens angegebener Genotypen wurden apoptotische Zellen mit Hilfe des In situ cell death
detection kits, TMR red (Roche) enzymatisch rot-fluoreszierend markiert. Derart gekennzeichnete Zellen [Pfeilspitze]
wurden anschlieBend mikroskopisch gezahlt, und die Anzahl apoptotischer Zellen pro Tubulus ausgewertet. Gezeigt
sind die mittleren Apoptoseraten pro Tubulus und beispielhafte Aufnahmen apoptotischer Ereignisse in
Hodengewebe. Blau markiert sind hierbei DAPI-gefarbte Zellkerne. In TRPM5 [-/-]-Hodenschnitten ist ein leichter,
jedoch nicht signifikant erhohter Anstieg der Apoptoserate zu erkennen. Dies wird durch die Aufnahme der vermehrt
auftretenden apoptotischen Zellen im basalen Bereich der Tubuli seminiferi veranschaulicht. Die meisten
Vorkommnisse des programmierten Zelltods sind in TasR-TRPM5 [-/-]-Hodenschnitten zu beobachten. Gezeigt sind
Mittelwerte + SEM; unpaariger statistischer T-Test: p < 0,05 *. MaRstab: 100 pm.

In Hodenschnitten aller untersuchten Mauslinien sind apoptotische Ereignisse hauptsachlich in
den basalen Regionen des Keimdrisengewebes zu finden, wo die friihen Stadien der
Spermatogenese stattfinden. Obwohl in Tas2r131-TRPM5-defizienten Mannchen zwar eine
erhohte Apoptoserate bestimmt werden konnte, wahrend die Spermienanzahl unauffallig war,
konnten die vermehrt auftretenden apoptotischen Zellen in Hoden von Taslrl-TRPM5 [-/-]-
Tieren eine Ursache fir die stark reduzierte Spermienmenge darstellen (Tabelle 9).

Um zu lberprifen ob eine morphologische Strukturverdanderung des Hodengewebes bereits
Hinweise fir eine gestorte Spermatogenese gibt, wurden HE-gefarbte Paraffin-Hodenschnitte
auf mogliche Auffilligkeiten hin untersucht. In Abbildung 37 sind beispielhafte histologische
Aufnahmen von coronalen Hodenschnitten von C57BL/6N-, TRPM5 [-/-]-, Tas1lrl-TRPMS5 [-/-]-
und Tas2r131-TRPM5 [-/-]-Mannchen gezeigt. In allen Gewebeschnitten sind einzelne
Hodentubuli mit den darin befindlichen Sertoli Zellen und Keimzellen aller
Spermatogenesestadien zu erkennen. Unabhangig vom Genotyp sind im Lumen jedes Tubulus
reife Spermatiden sichtbar, so dass eine reduzierte Spermienbildung in Taslrl-TRPM5 [-/-]-
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Mannchen (Abbildung 37 C) nicht direkt bemerkbar ist. Zwischen den einzelnen Tubuli
seminiferi befindet sich der Interstitialraum mit den darin befindlichen Leydig Zellen, die fir die
Synthese des Spermien-bildenden Steroidhormons Testosteron wichtig sind (Abbildung 37,
Pfeil). Bis auf den Effekt des Fixativums, das in Tas2r131-TRPM5 [-/-]-Hodenpraparaten zum
instabilen Gewebeerhalt und somit zu Rissen im Interstitialraum (Abbildung 37 D, Stern) fuhrte,
sind in keinem der untersuchten Hodengewebe unterschiedlichen Genotyps Auffilligkeiten in
Bezug auf die Auspragung des Interstitialraums zu beobachten. Zusatzliche Gutachten dreier
unabhangiger Spezialisten (Prof. Dr. Gerd Aumidiller, Prof. Dr. Martin Bergmann, Prof. Dr. med.
Artur Mayerhofer) konnten ebenfalls keine gravierenden testikuldaren Dysmorphologien
aufgrund der Deletion gustatorischer Signalproteine feststellen.

Abbildung 37: Vergleichende HE-Firbungen von C57BL/6N, TRPM5-defizienten und TasR-TRPM5-defizienten
Hodengewebeschnitten. Zur strukturellen Analyse wurden mit Hilfe des HE-Farbeverfahrens Zellkerne und
Zytoplasma an Paraffinschnitten von Hoden eines C57BL/6N- [A], TRPM5 [-/-]- [B], Taslrl-TRPMS5 [-/-]- [C] und
Tas2r131-TRPMS5 [-/-]- [D] Méannchens sichtbar gemacht. Es sind einzelne, angeschnittene Hodentubuli und der sie
umgebende Interstitialraum mit Leydig Zellen [Pfeil] zu erkennen. Es sind keine auffédlligen morphologischen
Unterschiede aufgrund der Deletion des TRPM5-lonenkanals [B], oder der gemeinsamen Deletion des Taslrl-
Rezeptors und des TRPMS5 [C] bzw. des Tas2r131-Rezeptors und des TRPM5 [D] festzustellen. Das Auseinanderklaffen
des Interstitialraums in Tas2r131-TRPMS5 [-/-]-Hodenschnitten ist auf einen fixativen Effekt zurlickzufiihren [D, Stern].
MaRstab: 50 pm.

In den Untersuchungen von TRPM5-defizienten und TasR-TRPM5-defizienten Tieren liegen die
auffalligsten Befunde flr die Taslrl-TRPMS5 [-/-]-Mauslinie vor: verlangerter zeitlicher Abstand
zwischen den Wiirfen, signifikant erhdhte Apoptoserate in basalen Zellen der Tubuli seminiferi
und stark reduzierte Spermienanzahlen. Da die zelluldaren Effekte im Mannchen beobachtet
wurden und noch nicht geklart ist, ob der veranderte Wurfabstand auf das Mannchen oder das
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Weibchen zurilickzufiihren ist, oder ob es sich hierbei um eine Auswirkung beider Geschlechter
handelt, wurde im Weiteren gepriift, ob den beobachteten Fertilitatsstorungen der Mannchen
eine Storung der zentralen hormonellen Spermienbildung zugrunde liegt (Anawalt, 2013; Devoto
et al., 2000; Giwercman et al., 2007).

Ein wichtiges Sexualhormon des mannlichen Geschlechts ist das Steroidhormon Testosteron.
Wird dieses Hormon nicht oder nicht ausreichend gebildet, kommt es zu einer
spermatogenetischen Insuffizienz und infolge dessen zur eingeschrankten Fertilitdt. In einer
vorangegangenen Publikation (Meyer et al.,, 2012) und in Abschnitt 4.1.3 wurden Befunde
gezeigt, die belegen, dass die Deletion des Umami-Rezeptors (Taslrl) bzw. des Bitterrezeptors
(Tas2r131) keinen Einfluss auf die Testosteronsynthese zu haben scheint. Um zu priifen, ob die
Deletion der codierenden Sequenz des TRPM5-lonenkanals, der auch in der Hypophysenregion
des Gehirns exprimiert wird (miindliche Korrespondenz mit Prof. B6hm, Universitatsklinikum des
Saarlandes; Daten nicht veroffentlicht), Auswirkungen auf die Testosteronsynthese im
Mannchen hat, wurde initial die Testosteronkonzentration im Plasma von adulten TRPM5 [-/-]-
Mannchen bestimmt. Um potentielle Schwankungen, die dem circadianen Rhythmus
unterliegen, auszuschlieRen, wurde immer zur gleichen Zeit am Vormittag des Versuchstages
durch eine Punktion des Herzens Blut einer just getoteten Maus entnommen und das Plasma
daraus gewonnen (Abschnitt 3.2.4). Die bis zur Untersuchung bei -80°C gelagerten Plasmaproben
wurden gemeinsam mit Vergleichsproben von C57BL/6N-Mannchen an den Kooperationspartner
Herrn Adamski (Helmholtz Zentrum, OberschleiRheim, Minchen) Ubermittelt, wo sie
massenspektrometrisch analysiert wurden (Abschnitt 3.4.6). Die Ergebnisse der Plasmaproben
von 16 C57BL/6N- und 17 TRPMS5 [-/-]-Mannchen zeigten, dass die Testosteronkonzentration in
sieben Proben von 17 untersuchten TRPM5 [-/-]-Mdnnchen unterhalb der technischen
Nachweisgrenze lagen (< 0,400 nmol/l), wihrend in nur drei der 16 C57BL/6N-Proben die
Nachweisgrenze nicht erreicht wurde. Um diesen Befund in die Auswertung aufzunehmen, ist
eine Berechnung des arithmetischen Mittelwerts nicht sinnvoll, da die Berechnung der
durchschnittlichen Testosteronkonzentration Uber den Mittelwert nicht der realen
Werteverteilung  entspricht (Lange and Bender, 2007). Um die bestimmten
Konzentrationsergebnisse besser interpretieren zu kénnen, wurde daher aus den Messwerten
der Median gebildet, der die Mitte einer StichprobengréRe widerspiegelt und daher
unbeeinflusst von Extremwerten ist. Die Berechnung des Medians und die anschliefende
Anwendung des statistischen Mann-Whitney U Tests ergaben eine signifikante Reduzierung der
Testosteronkonzentration in  TRPM5  [-/-]-Mé&nnchen  (C57BL6/N = 1,2 nmol/l;
TRPMS5 [-/-] = 0,5 nmol/l; p = 0,047) (Abbildung 38).
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Abbildung 38: Massenspektrometrische Bestimmung der
Testosteronkonzentration in Plasma TRPM5-defizienter
Mannchen. Direkt nach Totung des Tieres wurde aus der rechten
Herzkammer Vollblut durch eine Punktion entnommen und durch
Zentrifugation das Plasma gewonnen. Von 16 C57BL/6N- und 17 TRPM5
[-/-]-Médnnchen wurde die Konzentration des Sexualhormons
Testosteron im Plasma Uber die LC-MS/MS -Methode bestimmt. Die
Analyse ergab, dass die Testosteronkonzentration in drei C57BL/6N-
bzw. sieben TRPMS5 [-/-]-Proben unterhalb der Nachweisgrenze lag (<
0,400 nmol/l). Um alle Werte in die Auswertung einzubeziehen, wurde
aus allen Messwerten einer Mauslinie der Median gebildet und der
statistische Mann-Whitney U Test angewendet. Im Plasma von TRPM5
[-/-1-M&nnchen wurde eine signifikant geringere Konzentration des
Spermienbildenden Hormons nachgewiesen, als in C57BL/6N-Plasma.
Gezeigt ist der Median: p < 0,05 *.
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Zusammenfassend fiir die Befunde der Untersuchungen an TRPM5-defizienten und TasR-TRPM5-
defizienten Mausen kann festgehalten werden, dass zusatzlich zur G-Protein-Untereinheit a-
Gustducin und den Geschmacksrezeptoren Taslrl und Tas2r131 der gustatorische lonenkanal
TRPM5 im Hodengewebe und den Spermien exprimiert wird. Die Deletion der Trpmb5-
codierenden Sequenz fihrt zwar zu keiner pragnanten Fertilitdtsstorung, jedoch lasst sich
anhand der vorgestellten Ergebnisse belegen, dass der gemeinsame genetische Verlust des
Taslrl und des TRPM5 zum verdanderten Wurfabstand bei Zuchtpaaren, einer veranderten
Spermienmorphologie, einer erhéhten Rate apoptotischer Ereignisse im Hodengewebe und
einer starken Reduzierung der Spermienanzahl fuhrt. Wahrend nicht alle dieser Folgen in
Tas2r131-TRPM5 [-/-]-Tieren festgestellt werden konnen, konnte gezeigt werden, dass auch im
Hoden der Tas2r131-TRPMS5 [-/-]-M3nnchen eine gesteigerte Apoptoserate vorliegt, und dass fiir
die ebenfalls vergroBerten Spermien nach dem Vorgang der in vitro Kapazitierung eine deutlich
erhohte spontane Akrosomreaktionsrate erfasst werden kann. Von groRem Interesse sind
auRerdem die begonnenen hormonellen Untersuchungen, die in TRPM5 [-/-]-Madnnchen eine
stark verringerte Testosteronkonzentration ergaben. Koénnte diese Beeintrachtigung der
Steroidhormonsynthese oder —abbau auch in Taslr1l-TRPMS5 [-/-]-, oder Tas2r131-TRPMS5 [-/-]-
Mannchen festgestellt werden, ware erstmals ein Beleg daflir erbracht worden, dass
gustatorische Signalmolekiile Einfluss auf die zentral gesteuerte Hormonregulation haben
konnten.
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4.3MUPP1 und OMP: ektope Expression chemosensorisch-assoziierter

Proteine

Der Zeitraum zwischen der chemosensorischen Detektion eines Stimulus und der kognitiven
Verarbeitung liegt im Millisekunden Bereich. Fiir eine derart schnelle Reaktion missen samtliche
Reaktionsabfolgen ohne Zeitverzogerung erfolgen. Obwohl die Funktion der meisten Proteine,
die an der olfaktorischen (Kaupp, 2010) und gustatorischen (Chaudhari and Roper, 2010)
Signalkaskade beteiligt sind, weitestgehend verstanden ist (Mombaerts, 2004), gibt es weitere
Proteine, die einen Einfluss auf die Reaktionszeit haben, deren exakte Aufgabe bisher aber nicht
ganzlich aufgeklart ist.

Das Multi-PDZ Domaénen Protein 1 (engl.: Multi-PDZ domain protein; MUPP1) ist bei der Analyse
der C-terminalen Interaktionspartner des Serotoninrezeptors 5-HT,c im menschlichen Gehirn
entdeckt worden und besteht aus hoch konservierten Sequenzen fiir 13 PDZ-Doméanen (post-
synaptic  density 95, Drosophila  discs larger,  zona-occludens 1), die als
Proteininteraktionsdomanen fungieren (Ullmer et al., 1998). Aufgrund der zahlreichen
Bindedomanen, aber der fehlenden katalytischen Einheit wird fiir das MUPP1 eine Funktion als
Multiproteinadapter diskutiert, durch den beispielsweise in der olfaktorischen Signalkaskade
beteiligte Proteine gebunden und in rdaumliche Nahe zueinander gebracht werden kénnen
(Carlson, 2000; Ullmer et al., 1998). Spatere Untersuchungen, die eine Lokalisation von MUPP1
in olfaktorischen Sinneszellen (Dooley et al.,, 2009) und eine Coexpression mit
geruchsspezifischen Proteinen (ORs, ACIII) (Baumgart et al., 2014; Dooley et al., 2009) belegten,
sowie eine funktionelle Beteiligung des sogenannten Geristproteins an der Odorant Detektion
nachwiesen, indem in MUPP1-reduzierten Zellen eine OR-aktivierte verlangsamte Ca’"-Antwort
beobachtet werden konnte (Dooley et al., 2009), unterstiitzten die Hypothese der MUPP1-
Partizipation an einer ,Olfaktosome-Struktur”, ohne jedoch die exakte Funktionsweise zu
ergriinden. Zusatzlich zur Expression im Gehirn und olfaktorischen Sinneszellen konnte in
unterschiedlichen Arbeiten die Lokalisation des MUPP1 auch in testikularem Gewebe
(Ackermann et al., 2008; Heydecke et al., 2006) und in Geschmacksknospen der Zunge (Liu et al.,
2012b) gezeigt werden, so dass eine Proteininteraktions-Funktion Gber das olfaktorische System
hinaus moglich erscheint (Liu et al., 2012b).

Ein weiteres Odorant-spezifisches Protein entdeckten Margolis et al. 1972 (Margolis, 1972) bei
dem Versuch, spezifischen Zelltypen des Nervensystems eine genaue Funktion zuzuordnen.
Dieses niedermolekulare und phylogenetisch konservierte Protein wurde im Gehirn
ausschlieBlich im bulbus olfactorius nachgewiesen, konnte aber schlieflich auch in olfaktorischen
Sinnesneuronen des olfaktorischen Epithels gezeigt werden, so dass es fortan als Marker
primarer olfaktorischer Sinneszellen galt und deswegen als olfaktorisches Markerprotein (OMP)
bezeichnet wird (Buiakova et al., 1996; Farbman and Margolis, 1980; Keller and Margolis, 1975;
Monti-Graziadei et al., 1977). Eine Reduzierung neuronaler Aktivitdit von olfaktorischen
Nervenfortsdtzen um 20-40 % (Buiakova et al., 1996) und eine verlangerte olfaktorisch
ausgeldste Zellantwort in OMP-defizienten Mausen durch eine langsamere Rickbildung der Ca*-
Stréme (Kwon et al., 2009; Reisert et al., 2007) belegen die funktionelle Beteiligung des OMPs an
der Odorant-vermittelten Signaltransduktion. Allerdings kann aufgrund noch unklarer
funktioneller Strukturanalysen (Baldisseri et al., 2002) fir das OMP eine Rolle als Modulator
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olfaktorischer Signale durch Proteininteraktionen bisher nur angenommen werden (Behrens et
al., 2003; lvic et al., 2000; Smith et al., 2002; Youngentob et al., 2003; Youngentob et al., 2004).
Initiale Ergebnisse elektrophysiologischer Untersuchungen deuten auf einen Einfluss des OMPs
auf die ACIII oder ein in der olfaktorischen Signalkaskade vorangeschaltetes Protein hin (Reisert
et al., 2007). Neuere Studien unterstiitzen diese Hypothese, da sie einen Anstieg der ACIII-
Proteinexpression in OMP-defizienten Neuronen belegen konnen (Lee et al., 2011). Zusatzlich ist
in diesen chemosensorischen Sinnesneuronen eine verringerte ACIII-Phosphorylierung
festgestellt worden, die die verlangerte Reizantwort in OMP-defizienten Mausen und die daraus
resultierende Desensitisierung der Zelle erklaren kdnnte (Kwon et al., 2009; Lee et al., 2011,
Reisert et al., 2007). Unabhdngig von seiner Funktion wurden in den letzten Jahren immer mehr
Hinweise darauf gefunden, dass das OMP, gemeinsam mit weiteren olfaktorischen
Signalproteinen, auch in nicht primar Odorant-assoziierten Gewebestrukturen exprimiert wird
(Feldmesser et al., 2006; Flegel et al., 2013; Kang et al., 2015), so dass zusatzlich zur Funktion im
olfaktorischen System auch eine grundlegendere Rolle in der chemosensorischen Wahrnehmung
moglich erscheint (Kang et al., 2015).

Sowohl fiir das MUPP1 als auch das OMP, die beide an Proteininteraktionen beteiligt zu sein
scheinen, konnten Colokalisationen mit olfaktorischen Signalproteinen im Geruchssystem, aber
auch in weiteren ,nicht-chemosensorischen” Geweben gezeigt werden (Kang et al., 2015). Dies
fihrt zu der Hypothese, dass beide Proteine als allgemeine Multiproteinadaptoren fungieren
konnten und dadurch zu einem funktionierenden Ablauf einer Signalkaskade beitragen kénnten.
Um diese Hypothese weiter zu stlitzen, wurden in diesem Teil der vorliegenden Arbeit mRNA-
basierte und immunhistochemische Nachweisreaktionen angewendet, um weitere
Expressionsorte der Proteine zu entdecken und mogliche Colokalisationen mit weiteren
chemosensorischen Signalproteinen zu zeigen.

4.3.1 Coexpression von MUPP1 und gustatorischen Signalmolekilen

Liu et al. zeigten erstmals, dass MUPP1 in einem weiteren chemosensorischen System, dem
Geschmackssinn, exprimiert wird und teilweise colokalisiert mit der G-Protein-Untereinheit G,3
erscheint (Liu et al., 2012b). Darlber hinaus konnte die Expression von MUPP1 auch im
mannlichen Reproduktionsgewebe gezeigt werden, einem nicht-chemosensorischen System, fiir
das bereits Nachweise gustatorischer (Fehr et al., 2007; Li, 2013; Li and Zhou, 2012; Meyer et al.,
2012; Mosinger et al., 2013; Voigt et al., 2012) und olfaktorischer (Fukuda et al., 2004; Spehr et
al., 2003; Spehr et al., 2006) Signalproteine erbracht wurden. Im Rahmen dieser Arbeit wurde
deswegen geprift, ob MUPP1 in Geschmackszellen der Wallpapille mit Komponenten der
gustatorischen Signalkaskade, die zusatzlich im mannlichen Reproduktionsgewebe exprimiert
werden, colokalisiert erscheint, so dass eine grundlegende Proteininteraktionsfunktion fiir das
MUPP1 vermutet werden kdnnte.

Zur Beantwortung dieser Fragestellung wurden coronale Gefrierschnitte der Wallpapille
folgender Reportermauslinien verwendet: Tas2r131%" """ ynd TRPMS5-TGFP. In Mausen der
Tas2r1315F& 1S | inje ist die codierende Sequenz fiir den Bitterrezeptor Tas2r131 deletiert
und durch die Aminosadureabfolge einer Fluoreszenz-Kassette des hrGFPs ersetzt, die unter der
Tas2r131-Promotorkontrolle exprimiert wird (Voigt et al., 2012). Mit Hilfe dieser knockin-
Strategie ist es moglich, ohne Verwendung eines Antikorpers die Lokalisation des entfernten
Tas2r131-Bitterrezeptors anhand der Expression des fluoreszierenden Reporterproteins zu
erkennen. Bei der weiteren verwendeten TRPM5-tGFP-Mauslinie ist die fir den TRPMS5-
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codierende Region um die fir das T1GFP-codierende Sequenz erweitert, so dass die Expression
des TRPM5 immer mit einer GFP-Expression einhergeht (Kusumakshi et al., 2015). Nach der
Anfertigung coronaler Gefrierschnitte der Wallpapille beider transgenen Mauslinien und nach
einer Sattigung unspezifischer Bindungsstellen mit BSA wurden die Gewebepraparate mit einem
anti-MUPP1 Antikérper aus dem Kaninchen inkubiert, der gegen die PDZ-Doméanen 5 und 6
gerichtet war (Ackermann et al., 2008). Die Bindung des Primarantikdrpers wurde anschliefend
mit einem Alexa 546 konjugierten Anti-Kaninchen Sekundarantikorper aus dem Esel (rot)
visualisiert (Abbildung 39 B und E), wobei die Auswertung etwaiger Fluoreszenzsignale
mikroskopisch erfolgte.

In den Geschmacksknospen der Wallpapille (gestrichelte Linie) wurden einzelne Tas2r131-hrGFP-
(Abbildung 39 A) bzw. TRPM5-tGFP-positive (Abbildung 39 D) Geschmackszellen erkannt. Eine
beobachtende quantitative Analyse zeigte, dass die Anzahl Tas2r131-hrGFP exprimierender
Zellen erwartungsgemald geringer ist als die Anzahl der TRPM5-positiven Zellen. Dies deckte sich
mit Untersuchungen anderer Arbeiten, in denen beschrieben wurde, dass der TRPMS5-
lonenkanal an diversen Geschmacksperzeptionen beteiligt ist (Damak et al., 2006; Zhang et al.,
2003) und der Tas2r131 einer von vielen Bitterrezeptoren in den Geschmackszellen ist (Voigt et
al., 2012). Die beobachtete zahlenmiRige Uberlegenheit der TRPM5-exprimierenden
Geschmackszellen stimmte daher mit den bisherigen Beobachtungen Uberein. Die Betrachtung
der die MUPP1-Expression visualisierenden roten Fluoreszenzsignale zeigt deutlich, dass MUPP1
immer in TRPM5-positiven und Tas2r131-positiven Zellen exprimiert wird (Abbildung 39 C und
F). Diese Colokalisation beider Proteine wird anhand der Uberlagerung der griinen und roten
Fluoreszenzkanale deutlich, die eine teilweise vollig deckungsgleiche Markierung in Gelb zeigt
(Abbildung 39 C und F, Stern). Aufgrund der geringeren Anzahl an Tas2r131-Zellen in einer
Geschmacksknospe konnten in Tas2r131-defizienten Wallpapillen dariiber hinaus noch MUPP1-
positive Zellen registriert werden, die kein hrGFP-Signal exprimierten (Abbildung 39 C Pfeil),
wohingegen alle TRPM5-positiven Zellen auch eine MUPP1-Expression zeigten.

Diese Beobachtungen bestdtigen die Befunde von Liu et al. (Liu et al., 2012b) und zeigen, dass
MUPP1 nicht nur in olfaktorischen Neuronen, sondern auch in gustatorischen Sinneszellen
exprimiert wird und dort colokalisiert mit dem TRPM5-lonenkanal und dem Bitterrezeptor
Tas2r131 vorliegt.

Der Nachweis von Proteinen, die an der chemosensorischen Wahrnehmung beteiligt sind,
beschrankt sich nicht nur auf die primaren Sinnesorgane (Nase und Mund), sondern ist am
Beispiel des TRPM5 auch auf den Gastrointestinaltrakt (Bezencon et al., 2008; Kokrashvili et al.,
2009b; Kusumakshi et al., 2015; Mitrovic et al., 2013; Perez et al., 2002), das respiratorische
System (Kaske et al., 2007; Lin et al.,, 2008; Tizzano et al., 2011) und das mannliche
Reproduktionsgewebe (Li, 2013; Li and Zhou, 2012) ausgeweitet. Um zu Uberprifen, ob MUPP1
auch aullerhalb der initialen chemosensorischen Systeme in TRPM5-positiven Zellen
nachzuweisen ist, wurden coronale Gefrierschnitte des Magens einer TRPM5-TGFP Maus, in der
das grin-fluoreszierende Fusionsprotein TRPM5-TGFP exprimiert wird, angefertigt und mit
einem anti-MUPP1 Antikorper aus dem Kaninchen inkubiert und anschlieRend die
Antikorperbindung durch einen rot-fluoreszierenden Alexa 546 konjugierten anti-Kaninchen
Sekundarantikdrper aus dem Esel visualisiert.
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Tas2r131-hrGFP

TRPM5-TGFP

Abbildung 39: Immunologischer MUPP1-Nachweis in murinen Zungengewebe. Wallpapillen-Gefrierschnitte (6-
8 um) zweier Mauslinien (Tas2r131-hrGFP, TRPM5-TGFP) wurden mit einem anti-MUPP1 Antikérper aus dem
Kaninchen, der die PDZ-Domanen 5 und 6 erkennt, inkubiert und die Antikérper-Antigen-Interaktionen mit einem rot-
fluoreszierenden Alexa 546-konjugierten anti-Kaninchen Antikdrper sichtbar gemacht. In der Tas2r131 B RESAIGFP_
Mauslinie ist der Bitterrezeptor Tas2r131 genetisch deletiert und durch die codierende Sequenz einer hrGFP-
Fluoreszenzkassette ersetzt worden, so dass die Expression des Fluoreszenzproteins unter der Kontrolle des Tas2r131-
Promotors steht. Die TRPM5-tGFP-Mauslinie exprimiert unter der Promotorkontrolle des Trpm5-Gens ein
Fusionsprotein aus TRPM5 und dem Fluoreszenzprotein TGFP. [A-C] zeigt eine mikroskopische VergréRerung einer
einzelnen Geschmacksknospe (gestrichelte Linie) mit Geschmackszellen. Dabei ist erkennbar dass alle Tas2r131-
positiven Zellen [A] auch MUPP1 exprimieren [B], aber auch einzelne Zellen auszumachen sind, die zwar eine MUPP1-
Markierung zeigen, aber kein hrGFP-Signal [C, Pfeil]. Anders verhalt es sich fir die TRPM5-positiven Zellen in der
Geschmacksknospe [D-F]: hier zeigen alle TGFP-positiven Zellen [D] auch positive Immunsignale fir MUPP1 [E]. In der
Uberlagerten Darstellung beider Farbkandle ist die Colokalisation des Bitterrezeptors und des MUPP1 [C, Stern] aber
auch des TRPM5 und des MUPP1 [F, Stern] durch eine gelbe Markierung zu erkennen. Gezeigt sind einzelne
Fluoreszenzkanalaufnahmen und Uberlagerte Bilder des grinen und roten Farbkanals sowie einer
Durchlichtaufnahme. MaRstab: 10 um.

Bei der mikroskopischen Auswertung der Gefrierschnitte wurden drei unterschiedliche Bereiche
des murinen Magens untersucht: Corpus, ,/imiting ridge” und Pylorus (Abbildung 40). Der
Corpus ist der grofRte Teil des Magens, in dem die enzymatische Verdauung des Magenbreis
stattfindet und an die die ausschlieRlich in Nagern vorkommende , limiting ridge” angrenzt, eine
faltenartige Struktur in der Ndhe des Mageneingangs, die auRerdem eine Trennung zwischen
Fundus und Corpus darstellt (Luciano and Reale, 1992). Der Pylorus hingegen ist am Ubergang
des Magens in den Zwolffingerdarm (Duodenum) gelegen und reguliert das Weiterleiten des
Mageninhalts in den intestinalen Bereich des Verdauungstrakts. Analysen histologisch
markierter MUPP1-Praparate eines TRPM5-TtGFP Magens zeigen, dass in allen drei untersuchten
gastrointestinalen Abschnitten vereinzelte chemosensorische TRPMS5-positive Zellen zu
detektieren sind (Abbildung 40 A, D, G). Anders als im Corpus-Bereich, in dem nur eine
unspezifische, schleierartige Markierung durch den anti-MUPP1 Antikorper erfolgte (Abbildung
40 B), konnten in TRPM5-positiven Zellen der ,limiting ridge” und des Pylorusareal auch einzelne
MUPP1-Fluoreszenzsignale festgestellt werden (Abbildung 40 E, H). Publikationen der letzten
Jahre zufolge handelt es sich bei den TRPMS5- und hier auch MUPP1-positiven Zellen der ,,/limiting
ridge” um Mikrovilli-tragende Biirstenzellen (sogenannte ,brush cells”) (Bezencon et al., 2008;
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Eberle et al., 2013; Kusumakshi et al., 2015), die jedoch auch vereinzelt im Pylorusbereich
vorkommen (Akimori et al., 2011), so dass auch hier eine Expression der beiden Proteine in den
»brush cells“ moglich erscheint. Um diese Hypothese zu stlitzen, kdonnten Studien unter
Zuhilfenahme des Birstenzellmarkers Zytokeratin (Hofer and Drenckhahn, 1996) durchgefiihrt
werden.

Osophagus

Fundus

nuw
.* B

Duodenum

Pylorus

Limiting Ridge

Corpus

TRPM5-TGFP

idge

imiting r

L

Pylorus

TRPM5-TGFP

Abbildung 40: Expression und Colokalisation von MUPP1 und TRPM5 im Nagermagen. Die schematische Skizze
zeigt den Magen einer Maus, der in die Bereiche Fundus, Corpus und Pylorus gegliedert ist. Fundus und Corpus
werden durch die Struktur der ,/imiting ridge voneinander getrennt. Der Ubergang vom Magen in den Intestinaltrakt,
beginnend mit dem Duodenum, wird als Pylorus bezeichnet. In den Bereichen Corpus, “limiting ridge“ und Pylorus
wurden bereits chemosensorische Aktivitaten festgestellt.

Gefrierschnitte (14 um) des Magens einer TRPM5-TtGFP Maus wurden mit einem anti-MUPP1 Antikorper behandelt
und anschlieRend die immunologische Bindung mit einem rot-fluoreszierenden Alexa 546 konjugierten anti-Kaninchen
Antikorper sichtbar gemacht. Die drei Magen-spezifischen Bereiche wurden mikroskopisch auf eine MUPP1-
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Expression und eine mogliche Colokalisation von MUPP1 und TRPMS5 untersucht. Ein Ausschnitt aus der Corpus-
Region zeigt eine vereinzelte TRPM5-TGFP Zelle [A], jedoch nur eine unspezifische Markierung durch den anti-MUPP1
Antikorper [B]. In der ,limiting ridge“-Struktur [F, gestrichelte Linie] sind elongierte TRPM5-tGFP-Zellen [D] zu
erkennen und MUPP1-Fluoreszenzsignale [E], die in der Uberlagerung beider Farbkandle mit dem tGFP-Signal
colokalisiert erscheinen [F, Pfeil]. Die rote, stark fluoreszierende Markierung des in das Magenlumen ragenden
Epithels ist aufgrund der ausgepragten Bindung des Antikorpers an die keratinisierte Struktur als falsch-positiv zu
bewerten [F, Stern]. [G-l1] zeigen einen Ausschnitt aus dem Pylorus mit basalen Bereichen von Pylorusdriisen
[I, gestrichelte Linie]. Neben unspezifischen, griinen Signalen sind spezifische TRPM5-tGFP-Fluoreszenzsignale in zwei
einzelnen, rundlichen Zellen zu erkennen [G], in denen auch ein anti-MUPP1 Signal zu detektieren ist [H]. Gezeigt sind
Aufnahmen des roten- und griinen Fluoreszenzkanals sowie Uberlagerungen mit einer Durchlichtaufnahme. MaRstab:
10 pm.

4.3.2 OMP-Expression in murinen Lungengewebe

Neben dem Magen, fliir den bereits eine chemosensorische Aktivitdit beschrieben wurde
(Behrens and Meyerhof, 2010; Rozengurt and Sternini, 2007; Sternini et al., 2008), ist auch die
Lunge eines der wenigen inneren Organe, die direkt mit der Umwelt Uber eingeatmete Luft in
Kontakt kommt und in der auch eine Signalkaskade mit gustatorischen und olfaktorischen
Proteinen ausgeldst zu werden scheint (Gu et al., 2014; Kang et al., 2015; Kang and Koo, 2012;
Kinnamon, 2012; Kinnamon and Reynolds, 2009; Tizzano et al., 2011; Tizzano et al., 2010). Es
wird vermutet, dass chemosensorische Proteine unter anderem aus diesem Grund in der Lunge
exprimiert werden: Um kleinste, eingeatmete Substanzen oder gefdhrliche Erreger zu erkennen
und den Korper dann durch entsprechende Reaktionen zu schiitzen (Kinnamon and Reynolds,
2009). Aufgrund der bereits publizierten Befunde der ektopischen OMP-Expression (Kang et al.,
2015) und der Hypothese, dass OMP durch Proteininteraktionen an der raschen
Signalweiterleitung Gber chemosensorische Proteine beteiligt ist (Behrens et al., 2003; lvic et al.,
2000; Smith et al., 2002; Youngentob et al., 2003; Youngentob et al., 2004), wurde im Folgenden
gepriift, wo exakt OMP in der Lunge exprimiert wird, und ob es colokalisiert mit weiteren
chemosensorischen Proteinen vorzufinden ist. Zur Beantwortung dieser Fragestellungen wurden
RT-PCR Analysen, SDS-PAGE Untersuchungen und immunhistochemische Studien angewandt.
Zunachst wurde mit einer RT-PCR gepriift, ob OMP-mRNA in Gesamt-mRNA der Lunge
nachzuweisen ist. Fir die Durchfihrung wurden 2 pg isolierter Lungen-mRNA in cDNA
umgeschrieben und diese fiir die PCR-Reaktion eingesetzt. In Abbildung 41 A ist eine
beispielhafte Aufnahme eines Agarosegels zu sehen, in dem die Amplifikationsprodukte der
GroBe nach separiert und anschlieBend unter UV-Licht sichtbar gemacht wurden. Als
Positivkontrolle wurde cDNA des olfaktorischen Epithels (OE) eingesetzt, mit der ein
Amplifikationsprodukt in der erwarteten GroRe (682 bp) erzeugt werden konnte. In der
eingesetzten cDNA der Lunge konnte ebenfalls ein PCR-Produkt der gleichen GroRe mit Hilfe der
OMP-Primer detektiert werden, wobei das Signal der Bande um ein Vielfaches schwacher
erschien, als das des OE-Amplifikationsprodukts. In der Negativkontrolle wurde anstelle von
cDNA H,0 eingesetzt. Diese Spur zeigte keine positive Reaktion auf die Belichtung mit UV-Licht,
so dass ein falsch-positives Ergebnis durch eine Verunreinigung der Reagenzien und der
Arbeitsmaterialien ausgeschlossen werden konnte (Abbildung 41 A).

Um aus der pulmonalen Expression des Markers fiir olfaktorische Sinneszellen eine mdgliche
Funktion des Proteins dort ableiten zu kdnnen, sollte des Weiteren festgestellt werden, in
welchen Zelltypen der Lunge das OMP nachzuweisen ist. Mit mRNA unterschiedlicher muriner
Lungenzelltypen (pulmonale Epithelzellen, pulmonale Fibroblasten, pulmonale glatte
Muskelzellen, Pneumozyten Typ Il (AT ll-Zellen)), die von der Arbeitsgruppe von Herrn Prof.
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Alexander Dietrich des Walther-Straub-Instituts isoliert, in cDNA umgeschrieben und
freundlicherweise fir die folgenden Versuchsansatze zur Verfiigung gestellt wurden, wurden
erneut RT-PCR Studien durchgefiihrt. Die Auswertung dieser molekularbiologischen
Versuchsansatze zur Amplifikation von OMP haben gezeigt, dass in Endothelzellen der Lunge
keine Amplifikation des OMP-Gens registriert werden konnte (Abbildung 41 B). In PCR-
Reaktionsansatzen mit cDNA von AT ll-Zellen, pulmonalen Fibroblasten und pulmonalen glatten
Muskelzellen konnte jedoch ein Amplifikationsprodukt mit der erwarteten GréRe von 682 bp
detektiert werden, wobei die DNA-Bande in der Spur der AT II-Zellen stets am starksten erschien.
Als Negativkontrolle wurde fiir jeden Versuchsansatz ein PCR-Reaktionsgemisch angesetzt, dem
H,O anstelle von cDNA zugegeben wurde. Diese Spuren wiesen nie eine positive Reaktion auf, so
dass eine Kontamination der Reagenzien und ein falsch-positives Ergebnis ausgeschlossen
werden konnten.
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Abbildung 41: RT-PCR Analysen zur Expression von OMP in der murinen Lunge. Mit isolierter mRNA aus
gefrorenem Gewebe wurde mit Oligo-dT Primern cDNA synthetisiert. Diese wurde anschlieBend gemeinsam mit
murinen OMP-Primern in PCR-Reaktionsansdtzen eingesetzt und anschliefend mit einem Basenpaar-Marker auf ein
Agarosegel aufgetragen. Die Produkte wurden der GroBe nach aufgetrennt und mit Hilfe eines DNA-bindenden
Farbstoffs und UV-Licht sichtbar gemacht. [A] In dem OMP-positiven Gewebe des olfaktorischen Epithels [OE] konnte
erfolgreich ein Amplifikationsprodukt des OMPs [682 bp] nachgewiesen werden. Eine weniger deutliche aber in der
gleichen GroRe befindliche Bande konnte auch anhand von cDNA der Lunge beobachtet werden. [B] Mit Hilfe von
cDNAs unterschiedlicher Lungenzelltypen und OMP-spezifischen Primern wurde versucht die OMP-Genexpression auf
einen pulmonalen Zelltyp einzugrenzen. Es konnte kein OMP-Amplifikationsprodukt in Endothelzellen festgestellt
werden, jedoch waren Banden der PCR-Produkte mit der korrekten GréRRe von 682 bp in AT Il-Zellen, Fibroblasten und
glatten Muskelzellen zu detektieren, wobei das Signal des OMP-Amplifikationsprodukts in AT Il-Zellen am starksten
erschien. In den Spuren der Negativkontrollen [H,0], in die anstelle von cDNA Wasser eingesetzt wurde, sind keine
Amplifikationen zu erkennen wodurch eine falsch-positive Bewertung der detektierten Banden ausgeschlossen
werden kann.

Wahrend der Proteinbiosynthese wird eine DNA-Geninformation in mRNA transkribiert und
diese anschlieBend in ein funktionelles Protein translatiert (Campbell et al., 2006). Da der
Nachweis einer mRNA nicht stets positiv mit einer Detektion des entsprechenden Proteins
korreliert ist (Guo et al., 2008), wurde zur Uberpriifung der OMP-Expression in der Lunge im
Anschluss an die RT-PCR Analysen eine SDS-PAGE mit anschlieBRender Western Blot Technik
durchgefihrt. Dazu wurden je 40 ug Protein eines Gewebelysats des olfaktorischen Epithels und
der Lunge einer Ratte in einem SDS-Gel der GroRe nach aufgetrennt. Nach Durchfiihrung der
Western Blot Methode wurde die Nitrozellulosemembran immunologisch mit einem anti-OMP
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Antikorper aus der Ziege behandelt und durch einen HRP-gekoppelten anti-Ziege Antikorper das
OMP-Proteinsignal nachgewiesen.

Wahrend in Gelspuren, in denen das Gewebelysat des olfaktorischen Epithels (OE) aufgetragen
wurde, immer eine etwa 19 kDa groRe Proteinbande detektiert werden konnte, die dem
Molekulargewicht von OMP entspricht (Buiakova et al., 1996), blieb ein derartiger Nachweis fir
Lungenlysate stets aus (Abbildung 42). Ergebnisse der Arbeitsgruppe um JaeHyung Koo belegten
bereits eine Proteinexpression des olfaktorischen Markerproteins in der Mauslunge durch eine
Prazipitation des Proteins mit Hilfe eines anti-OMP Antikorpers (Kang et al., 2015). Da trotz
dieser immunologischen Anreicherung auch diesem Forscherteam nur ein schwacher Nachweis
des OMPs in der Lunge gelang, ist davon auszugehen, dass die hier angewendete Methode des
Immunoblots nicht ausreichend sensitiv ist, um eine scheinbar minimale Proteinexpression des
OMPs anhand von Gesamtgewebelysaten der Lunge nachzuweisen.

Abbildung 42: Proteinnachweis von OMP in der

Lunge. 40 pug Protein von angefertigten

Gewebelysaten aus gefrorenem Rattengewebe des

(\Qg' olfaktorischen Epithels (OE) und der Lunge wurden
\9 neben einem ProteingroRenstandard auf ein SDS-
[kDa] Gel aufgetragen, der GroRe nach aufgetrennt und

auf eine Nitrozellulosemembran (ibertragen

25— (Western  Blot). Die Blotmembran wurde
anschlieBend mit einem anti-OMP Antikorper aus

15 - OMP, 19 kDa der Ziege behandelt und die Antikérperreaktion
— Uber einen HRP-gekoppelten Zweitantikérper
nachgewiesen. Beispielhaft ist eine Aufnahme der

10— Immunreaktion gezeigt. In der Spur des
olfaktorischen Gewebelysats kann eine Bande auf

der Hohe des zu erwartenden 19 kDa groRen OMP-

Proteins detektiert werden. In der Probe des

4§ —— Lungenlysats hingegen, kann keine derartige Bande
i kannt werden. Um eine Beladung der Gelspuren

Tz Aktin, 42 kDa  er g
35  — A’ mit  unterschiedlichen  Proteinkonzentrationen

auszuschlieBen, wurde parallel eine Ladekontrolle
mit einem anti-Aktin Antikérper durchgefuhrt. Im
unteren Bereich der Abbildung ist anhand der gleich
ausgepragten Bandenintensitdt zu sehen, dass fir
das olfaktorische Epithel und das Lungengewebe
ausreichend und in etwa gleich viel Protein
aufgetragen wurde.

Die gegenliber dem olfaktorischen Epithel schwach ausgepragte Amplifikationsstiarke der OMP-
MmRNA in muriner cDNA der Lunge (Abbildung 41 A) und der ausbleibende OMP-
Proteinnachweis in Lungengewebe der Ratte (Abbildung 42) deuten moglicherweise auf eine
Expression des olfaktorischen Proteins in einzelnen Zelle der Lunge hin. Eine weitere Moglichkeit
des Proteinnachweises stellt die Technik der Immunhistochemie dar, durch die mit Hilfe einer
Antikdrpernachweisreaktion eine Proteinexpression auf Einzelzellebene sowie die genaue
Lokalisation des Proteins im Gewebeverband detektiert werden kann. Um das OMP direkt im
Lungengewebe nachzuweisen, wurden Lungenparaffinschnitte von mindestens drei Mausen
angefertigt und immunologisch mit einem anti-OMP Antikérper aus der Ziege (1:100) behandelt
und diese Immunreaktion mit einem Alexa 488 konjugierten anti-Ziege Antikérper aus dem Esel
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visualisiert (Abbildung 43). Fiir die Uberpriifung, ob der verwendete Antikérper OMP erkennen
kann, wurden zu Beginn Gefrierschnitte des olfaktorischen Epithels einer Wildtyp-Maus mit
diesem behandelt. Es konnte eine deutliche Markierung der olfaktorischen Sinneszellen
(Abbildung 43 A, 0SZ) in der Riechschleimhaut (Rs.), fiir die bereits eine OMP-Expression
publiziert wurde (Buiakova et al., 1996), beobachtet werden. Versuche, ein OMP-
Antikorpersignal in Gefrierschnitten der Mauslunge zu erzeugen, verliefen immer negativ,
weswegen fur den immunologischen Nachweis des OMPs in der Lunge Paraffinschnitte
verwendet wurden, fir deren Antikorper-Behandlung sich eine Antigen-Demaskierung mit Tris-
EDTA, pH 9,0 am geeignetsten herausstellte. Mit diesem Verfahren war es moglich, mit einem
anti-OMP Antikorper aus der Ziege und einem griin-fluoreszierenden Alexa 488 konjugierten
anti-Ziege Antikorper vereinzelte Zellen im Alveolargewebe zu markieren (Abbildung 43 B und C,
Pfeil). Hierbei fiel auf, dass die markierten Zellen ausschlieBlich im Lungenparenchym zu finden
waren und dass diese eine unterschiedliche Morphologie zeigten. In mikroskopischen Analysen
wurden zum einen OMP-positive Zellen entdeckt, die direkt an der Alveolaroberflache lagen und
eine kubische Erscheinung hatten (Abbildung 43 B, Pfeil). Zum anderen wurden in vereinzelten
Fallen auch weitaus groRere Zellen mit einem grofRen, runden, zentral gelegenen Nukleus, der
durch den DNA-bindenden Farbstoff TO-PRO-3 blau dargestellt wurde (Abbildung 43 C, Pfeil),
beobachtet. Diese Zellen wiesen zudem ein stark ausgepragtes Zytoplasma auf, das Auslaufer zu
benachbarten Zellen ausbildete.

Lunge Lunge

anti-OMP anti-OMP

Abbildung 43: Immunhistologischer Nachweis der OMP-Expression in der Lunge. Gefrierschnitte des
olfaktorischen Epithels und Paraffinschnitte der Lunge einer Wildtyp-Maus wurden mit einem anti-OMP Antikorper
aus der Ziege und einem griin-fluoreszierenden Alexa 488 konjugierten anti-Ziege Antikorper aus dem Esel
immunologisch markiert. Die blau dargestellten Zellkerne wurden in den Lungenschnitten mit dem Kernfarbstoff TO-
PRO-3 gefarbt. Gezeigt sind Aufnahmen des olfaktorischen Epithels [A] und des Alveolargewebes [B+C]. In [A] ist ein
Ausschnitt des olfaktorischen Epithels (Kn: Knorpel) gezeigt, der die griin erscheinende OMP-Expression in
olfaktorischen Sinneszellen (0SZ) der Riechschleimhaut (Rs.) darstellt. [B] und [C] zeigen VergroBerungen aus
Bereichen des pulmonalen Parenchyms und einzelne griin-fluoreszierende Zellen [B+C, Pfeil]. Das Fluoreszenzsignal
weist auf die Proteinexpression des OMP-Gens hin und zeigt, dass OMP-exprimierende Zellen direkt auf der
Alveolaroberfldche liegen. In mikroskopischen Analysen konnten zwei verschiedene Zelltypen mit positiven OMP-
Signal erkannt werden: kleine, kubische Zellen [B, Pfeil] und groRere Zellen, mit zentralgelegenem, groRen Zellkern
und Auslauferbildendem Zytoplasma [C, Pfeil]. MaRstab: 20 um.

Nachdem mittels unterschiedlicher Methoden gezeigt wurde, dass OMP in der murinen Lunge
exprimiert wird, war es als Nachstes interessant herauszufinden, ob Vertreter der olfaktorischen
Signalkaskade ebenfalls in der Lunge vorzufinden sind, um eine mdgliche Funktion des OMPs in
den respiratorischen Zellen zu erkennen. Hierfir wurden RT-PCR Analysen an cDNA
unterschiedlicher Lungenzelltypen durchgefiihrt und als Positivkontrolle erneut cDNA vom
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murinen olfaktorischen Epithel verwendet. Die eingesetzten Primer wurden fiir das Erkennen
von DNA-Abschnitten des ACIIl- und Gg-Gens konfiguriert und in der PCR eingesetzt. In den
Gelspuren der amplifizierten cDNA-Proben konnten PCR-Produkte in den erwarteten GréRen fir
ACIIl (497 bp, Abbildung 44 A) und G, (484 bp, Abbildung 44 B) detektiert werden. Es war zu
beobachten, dass die Signalstarke der AClll-reprdsentierenden Bande in der Spur mit cDNA des
olfaktorischen Epithels deutlich intensiver erschien, als die des G.r-Amplifikationsprodukts.
Aufgrund der Beteiligung beider untersuchten Proteine an der olfaktorischen Signalkaskade
(Hayden and Teeling, 2014) wurde eine vergleichbare mRNA Expression im olfaktorischen
Gewebe erwartet, so dass das schwache G, mRNA-reprasentierende Signal auf unzureichende
PCR-Bedingungen fir die verwendeten G,s-Primer hindeuten konnte. Mit Primern, die das ACIII-
Gen erkennen, konnten mRNA-widerspiegelnde cDNA-Banden der korrekten molekularen Masse
in allen getesteten Lungenzelltypen (pulmonale Endothelzellen, pulmonale Fibroblasten,
pulmonale glatte Muskelzellen und AT II-Zellen) registriert werden (Abbildung 44 A),
wohingegen keine mRNA des olfaktorischen G-Proteins in Form von Amplifikationsbanden in
Lungenzellen nachgewiesen werden konnte (Abbildung 44 B).
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Abbildung 44: mRNA-Expression des ACIlI- und G,;-Gens in verschiedenen Lungenzelltypen. Mit Hilfe der RT-
PCR Analyse und Primern fur die ACIIl und das G wurde in cDNA-Proben unterschiedlicher Lungenzelltypen die
Expression des ACIIl- bzw. G,+Gens anhand von mRNA untersucht. Fir die Positivkontrolle, in der eine Genexpression
der olfaktorischen Proteine erwartet wird, wurde cDNA des olfaktorischen Epithels eingesetzt. Als Negativkontrolle
wurde stets ein Reaktionsansatz mitgefiihrt, der Wasser anstatt cDNA enthielt. Nach der Amplifikations-Reaktion
wurden die Proben gemeinsam mit einem molekularen GroBenstandard auf ein Agarosegel aufgetragen und
groBenabhangig aufgetrennt. In der Abbildung sind die Resultate auf die UV-Belichtung hin zu sehen. Sowohl fir die
Reaktionsansatze der Positivkontrolle mit ACIII-Primern [A], als auch mit G,-Primern [B] sind cDNA-Banden in den
erwarteten GroRRen von 497 bp (ACII) und 484 bp (G) zu erkennen. Die Bande der G,-reprasentierenden mRNA im
olfaktorischen Epithel ist im Vergleich zur ACllI-Bande wider Erwarten schwach. Fir alle weiteren PCR-Ansdtze mit
ACIII-Primern und den cDNAs der unterschiedlichen Lungenzelltypen kénnen ebenfalls 497 bp cDNA-Banden gezeigt
werden [A]. Unter ihnen erscheint die Bande der AT II-Zellen am starksten. Fir die gleichen Reaktionsansatze jedoch
mit Gy-Primern konnte keinerlei positives Bandenmuster beobachtet werden, das auf eine G,s-Expression in der
Lunge hindeuten wirde [B]. Die Negativkontrollen [H,0] fir diese Versuchsansatze zeigten keine positiven Signale in
den entsprechenden Gelspuren.

Auch auf histologischer Ebene wurde versucht, die ACIIl und das G-Protein G in der Lunge zu
visualisieren. Hierfir wurden erneut Paraffinschnitte der murinen Lunge mit Antikorper
entweder gegen die ACIIl oder das G inkubiert. Gleichzeitig wurde mit einem OMP-Antikorper
geprift, ob eine mogliche Expression der olfaktorischen Signaltransduktionskomponenten mit
der OMP-Expression colokalisiert ist. Im Alveolargewebe konnten mit dem anti-OMP Antikorper
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aus der Ziege OMP-positive Zellen, die durch den fluoreszierenden Alexa 488 konjugierten anti-
Ziege Antikorper aus dem Esel griin erschienen, nachgewiesen werden (Abbildung 45 A und E).
Fiir einige der OMP-exprimierenden Zellen konnte zudem eine Expression der ACIIl, die mit Hilfe
eines anti-ACIll Antikdrpers aus dem Kaninchen und einem Alexa 546 konjugierten anti-
Kaninchen Antikérper aus dem Esel rot-fluoreszierend visualisiert wurde (Abbildung 45 B)
gezeigt werden. Mit einem anti-G,; Antikorper aus dem Kaninchen und dem bereits fir den
Nachweis der ACIIl verwendeten rot-fluoreszierenden Zweitantikorper konnte unabhangig vom
OMP-Signal kein mikroskopischer Nachweis fiir das olfaktorische G-Protein erbracht werden
(Abbildung 45 F). Durch die Uberlagerung des griinen und roten Fluoreszenzkanals wurde
deutlich, dass zwar flir das OMP- und die ACIII colokalisierte Antikdrpermarkierungen in Zellen
des Alveolargewebes festgestellt werden konnten (Abbildung 45 C), dass eine derartige
Beobachtung jedoch nicht flir OMP- und G,-Signale gemacht werden konnte (Abbildung 45 F).
Bereits zuvor wurde gezeigt, dass das OMP nur in Alveolargewebe beobachtet werden konnte
(Abbildung 43). Diese Feststellung konnte ebenfalls fliir die Expression der ACIl getroffen
werden, die zwar in einzelnen Fallen in der Nahe des respiratorischen Epithels eines Bronchiolus
exprimiert wird (Abbildung 45 D, Pfeil), jedoch nie in Zellen des Epithels. Ein immunologisches
Fluoreszenzsignal, welches auf die Expression des G,~Gens hindeutet, konnte ebenfalls nicht in
Zellen des respiratorischen Epithels erkannt werden (Abbildung 45 H).

Alveolargewebe Respiratorisches

/ Epithel

anti-OMP

anti-OMP

Abbildung 45: Coexpression von OMP und olfaktorischen Signalproteinen in Lungenzellen. Paraffinschnitte von
Wildtyp-Mauslungen wurden entweder mit den Antikorpern anti-OMP (aus Ziege) und anti-ACIIl (aus Kaninchen) oder
mit anti-OMP und anti- G, (aus Kaninchen) comarkiert und die immunologische Bindung mit rot- (Alexa 546) bzw.
grin (Alexa 488) fluoreszierenden Sekundarantikorpern gegen die gleiche Spezies in der der Primarantikorper
generiert wurde, visualisiert. Die Zellkernstrukturen wurden mit dem Kernfarbstoff TO-PRO-3 angefarbt und blau
dargestellt. Es sind Aufnahmen aus dem Alveolargewebe (links) und Uberlagerte Aufnahmen des respiratorischen
Epithels (rechts) abgebildet. Zur besseren Darstellung sind fiir die Aufnahmen aus dem Alveolarbereich die griinen
und roten Fluoreszenzkanile einzeln [A+B, E+F] und in einer Uberlagerung mit einer Durchlichtaufnahme gezeigt
[C, G]. Im Alveolargewebe sind einzelne, griin-fluoreszierende OMP-positive Zellen zu sehen [A, E], die gleichzeitig
eine ACIll-Expression durch ein rotes Fluoreszenzsignal prasentieren [B], jedoch keinen Hinweis auf eine G
Expression geben [F]. [C+G] bilden die Uberlagerten Fluoreszenzsignale gemeinsam mit einer Durchlichtaufnahme ab
und verdeutlichen die Comarkierung einer Alveolarzelle durch die anti-OMP und anti-ACIIl Antikorper [C]. [D+H]
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zeigen Aufnahmen des respiratorischen Epithels eines Bronchiolus und verdeutlichen, dass dort keines der beiden
gepriiften olfaktorischen Signalproteine exprimiert wird. Eine einzelne ACIIl-positive Zelle ist in der Nahe des Epithels
hervorgehoben [D, Pfeil]. In [G] kann erneut keine positive Reaktion infolge der anti-Ggs Antikérperbehandlung
entdeckt werden. Br: Bronchiolus; Alv.: Alveolargewebe. MaRstab: 20 um.

Anhand der bisher durchgefiihrten Studien zur Expression des OMPs im respiratorischen System
der Lunge konnte festgestellt werden, dass das olfaktorische Markerprotein im Alveolargewebe
lokalisiert ist (Abbildung 43). Der Nachweis von OMP konnte auf mRNA Ebene nicht auf einen
pulmonalen Zelltyp beschriankt werden (Abbildung 44 B) und auch in der Immunhistologie
waren zwei unterschiedliche Zelltypen des Alveolarbereichs durch den anti-OMP Antikorper
markiert (Abbildung 43 B, C). Wahrend in OMP-positiven Zellen des Alveolargewebes auch ACIII-
Fluoreszenzsignale festgestellt werden konnten (Abbildung 45 C), war eine Markierung der
murinen Lungenprdparate durch einen anti-Golf Antikdrper weder in OMP-positiven Zellen, noch
in weiteren Zellen festzustellen (Abbildung 45 G). Zellen des respiratorischen Epithels von
Bronchiolen wurden durch keinen der verwendeten olfaktorischen Marker erkannt (Abbildung
45D, H).

4.3.3 Analysen zur Expression des gustatorischen Signalproteins TRPM5 in der Lunge
Wahrend fur das MUPP1 zusatzlich zur Colokalisation mit olfaktorischen Signalproteinen im
Riechepithel (Dooley et al., 2009) auch eine Expression in Tas2r131- und TRPM5-positiven
Geschmackszellen (Abbildung 39) und in TRPM5-positiven Zellen des Magens (Abbildung 40)
gezeigt wurde, konnte fir das OMP ein Nachweis der Lokalisation in der Lunge und dort zur
Colokalisation mit dem olfaktorischen Signaltransduktionsprotein ACIIl erbracht werden. Ahnlich
der in der vorliegenden Arbeit unterstiitzten Hypothese, dass MUPP1 als allgemeiner
Multiproteinadapter fungieren kodnnte (Carlson, 2000; Ullmer et al.,, 1998), wirde eine
Colokalisation von OMP mit weiteren chemosensorischen Signalproteinen auBerhalb der
primdren Geruchsorgane ebenfalls auf eine derartige Funktion hindeuten. Um die bereits
publizierten Befunde der TRPMS5-Expression in der Lunge (Kaske et al., 2007; Kusumakshi et al.,
2015; Tizzano et al., 2011) zu bestatigen, wurden initial RT-PCR Analysen mit muriner Lungen-
mRNA und immunhistologische Gewebemarkierungen der Lunge mittels eines anti-TRPM5
Antikorpers durchgefiihrt, um eine mogliche Colokalisation von OMP und TRPMS5 in pulmonalen
Zellen zu untersuchen.

Fiir die mRNA-basierte Expressionsanalyse des TRPMS5 in der murinen Lunge wurden zundachst
2 ug isolierter mRNA in cDNA umgeschrieben und diese zusammen mit TRPM5-Primern (Prandi
et al.,, 2013) in einzelnen PCR-Reaktionen amplifiziert. Als Positivkontrolle wurde cDNA von
isolierten Maus-Wallpapillen (CV) verwendet. Um die Reinheit der Arbeitsmaterialien und PCR-
Reagenzien und die Spezifitdt des mittels UV-Licht gewonnenen Signals zu prifen, wurde in der
Negativkontrolle keine cDNA, sondern H,O eingesetzt. Mit cDNA der Wallpapille konnte der
Nachweis der TRPM5-mRNA erbracht werden (Abbildung 46, CV), wohingegen die
Negativkontrolle kein Amplifikationssignal (Abbildung 46, H,0) zeigte und dadurch eine
Verunreinigung ausgeschlossen werden konnte. In der Spur, in der das Amplifikationsprodukt
der PCR mit Lungen-cDNA aufgetragen wurde, konnte wie in der Positivkontrolle, eine DNA-
Bande in der Hohe des zu erwartenden Amplifikationsprodukts von 778 bp detektiert werden
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(Abbildung 46, Lunge). Die Signalstarke der DNA-Bande in der Lungenprobe war allerdings
deutlich schwécher als die entsprechende Bande in der Positivkontrolle der CV.
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Abbildung 46: mRNA basierender Nachweis der TRPM5-Expression in der Lunge. Isolierte mRNA aus
Wallpapillen (CV) und der Lunge von Wildtyp-Mausen dienten als Ausgangsmaterial fur die cDNA Synthese. Diese
wurde neben TRPM5-Primern in einem Reaktionsgemisch fir die RT-PCR eingesetzt. Nach der Reaktion wurden die
Amplifikationslosungen neben einem GroRenstandard auf ein Agarosegel aufgetragen und hinsichtlich ihrer
BandengroRe untersucht. In der Spur der Positivkontrolle, fir die cDNA der CV eingesetzt wurde, kann eine Bande in
der Hohe der erwarteten ProduktgroRe (778 bp) gezeigt werden [CV]. Neben dieser ist auf gleicher Hohe eine
schwachere Bande in der Spur der Lungen-Reaktionsprobe zu erkennen. Um die Spezifitdt der Bandensignale zu
Uberpriifen wurde eine Negativkontrolle mitgefiihrt, in deren Reaktionsansatz keine cDNA, sondern Wasser eingesetzt
wurde. In der H,0-Spur ist zu erkennen, dass kein unspezifisches Amplifikationsprodukt gebildet wurde und somit
keine falsch-positiven Ergebnisse gezeigt sind.

Eine Variante der RT-PCR ist die in situ RT-PCR, mit der direkt in einem Gewebeschnitt mRNA
mittels einer speziellen reversen Transkriptase und fluoreszenzgekoppelten Primern in cDNA
umgeschrieben werden kann. AnschlieRend daran findet eine in situ PCR statt, deren
Amplifikationsprodukte direkt im Gewebe Uber Fluoreszenzmikroskopie lokalisiert werden
konnen. Mit Hilfe dieser Methode war es moglich, die Expression und gleichzeitig die
Lokalisation des TRPMS5 in der Lunge auf mRNA-Ebene zu untersuchen. Die Lokalisation kdnnte
Aufschluss liber eine mogliche Funktion des lonenkanals in der Lunge geben.

Die Durchfiihrung dieses Versuchs an Paraffinschnitten einer humanen Lunge erfolgte einmalig
an der Sporthochschule in Koln unter der Leitung von Herrn Prof. Bloch. Neben den als
Positivkontrolle fungierenden Fluoreszenzprimern, die das B-Aktin Gen erkannten, wurden auch
TRPM5- und OMP-Primer angewendet, um sowohl die Expression des TRPMS5 und des OMPs in
der Lunge durch eine weitere Technik zu verifizieren, als auch, um moglicherweise identisch
markierte Bereiche zu erfassen. In Abbildung 47 sind Ubersichtsaufnahmen des Lungengewebes
mit grin-fluoreszierenden Signalpunkten, die den Ort der cDNA-Amplifikation widerspiegeln,
gezeigt. Einzelne Zellen, fiir die eine positive Reaktion festgestellt wurde, sind vergroRert in
einem Insert in der Abbildung gezeigt. Mit Hilfe der in situ PCR Technik war es mdglich, TRPM5
(Abbildung 47 A, Pfeil), OMP (Abbildung 47 B, Pfeil) und B-Aktin (Abbildung 47 C, Pfeil) auf
mMRNA-Ebene in einzelnen Zellen des Alveolargewebes nachzuweisen. Zu erkennen war, dass nur
in wenigen Zellen mit Hilfe der fluoreszierenden Primer die Trpm5-Expression identifiziert
wurde. Dieser Befund unterstiitzte zum einen das Ergebnis der RT-PCR mit Lungen-mRNA und
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TRPM5-Primern, in der im Vergleich zur DNA-Bande in der CV-Spur in der Lunge nur wenig
TRPM5-Sequenzen amplifiziert werden konnten, wodurch die schwache Intensitdt der Bande
erklart werden kann (Abbildung 46). Zum anderen bestatigt dieses Ergebnis die bisher nur in
vereinzelten Lungenzellen festgestellte TRPM5-Expression (Kaske et al., 2007; Kusumakshi et al.,
2015; Tizzano et al., 2011). Zusatzlich zur Verifikation der TRPM5-Ergebnisse unterstitzen die
ebenso vereinzelt auftretenden pulmonalen OMP-Amplifikationssignale die schwache OMP-
Amplifikationsbande in RT-PCR Analysen mit Lungen-mRNA und OMP-Primern (Abbildung 41)
sowie die ausschlieBlich im Alveolargewebe erfassten immunologischen OMP-Signale
(Abbildung 43).

Abbildung 47: In situ RT-PCR an humanen Lungenschnitten mit Primern chemosensorischer Marker. Eine
Kombination aus in situ Hybridisierung und RT-PCR konnte mit der Methode der in situ RT-PCR direkt an
Paraffinschnitten von humanem Lungengewebe eingesetzt werden. In der ersten Reaktion wurde liber Fluoreszenz-
gekoppelte Primer (griin) und einer spezifischen reversen Transkriptase mit Polymeraseaktivitat zuerst die mRNA in
cDNA umgeschrieben und anschlieBend in einer weiteren enzymatischen Reaktion diese als Matrize fiir die
darauffolgende RT-PCR Reaktion verwendet. Mikroskopisch kann der Reaktionsablauf und die mRNA-Lokalisation mit
Hilfe der griinen Fluoreszenzsignale detektiert werden. In [A-C] sind Ubersichtsaufnahmen des humanen alveolaren
Gewebes mit vereinzelten stark fluoreszierenden Zellsignalen abgebildet [Pfeil]. Die Fluoreszenzsignale in den Zellen
zeigen die Lokalisation der mRNA-Expression des TRPM5- [A], OMP- [B] und B-Aktin- [C] Gens. Flr jedes Gen ist
zusatzlich eine vergroRerte Aufnahme fluoreszierender Zellen als Insert in den Ubersichtsaufnahmen gezeigt. Es ist zu
erkennen, dass alle griin-fluoreszierenden Zellen im Alveolarbereich der Lunge zu detektieren sind und diese
morphologisch &dhnlich erscheinenden Zellen nur vereinzelt vorliegen. Lungengewebe verfligt liber eine starke
Autofluoreszenz, weswegen in jeder Aufnahme ein diffuses jedoch unspezifisches, griines Signal zu erkennen ist.
MaRstab: 50 um; Insert: 10 um.

Die Lokalisation der TRPM5-mRNA-Fluoreszenzsignale konnte auf den Bereich des
Alveolargewebes eingegrenzt werden. Dieser Befund erscheint jedoch kontrovers zu den bisher
veroffentlichten TRPM5-Expressionsdaten in der Lunge, da ausschlieRlich von TRPM5-
Markierungen in Bronchiolen berichtet wird (Kaske et al., 2007; Kusumakshi et al., 2015; Tizzano
et al., 2011). Um die exakte Lokalisation des gustatorischen lonenkanals im Lungengewebe zu
Uberprifen, wurden immunologische Markierungen an Paraffinschnitten der Mauslunge mit
einem anti-TRPM5 Antikérper durchgefiihrt. Dieser in Kaninchen hergestellte Antikdrper erkennt
das C-terminale Ende des Proteins und wurde von Herrn Dr. Chubanov (Walther-Straub-Institut
fir Pharmakologie und Toxikologie der Universitit Miinchen) generiert, der diesen
freundlicherweise zur Verfiigung gestellt hat.

Mit Hilfe dieses anti-TRPM5 Antikorpers und eines rot-fluoreszierenden Alexa 546-konjugierten
anti-Kaninchen Antikdrpers konnten im respiratorischen Epithel von Bronchiolen (Abbildung
48 A, gestrichelte Linie) einzelne, isoliert liegende TRPM5-exprimierende Zellen identifiziert
werden (Abbildung 48 A, Pfeil), wie es bereits in der angegebenen Literatur veroéffentlicht wurde
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(Kaske et al., 2007). Darliber hinaus wiesen jedoch auch vereinzelte ebenfalls inselartig
auftretende Zellen des Alveolargewebes rot-fluoreszierende Signale auf, die auf eine TRPM5-
Proteinexpression hindeuten (Abbildung 48 B, Pfeil) und dadurch auch das Ergebnis der in situ
RT-PCR mit TRPM5-Primern (Abbildung 48 A) unterstiitzen. Da anhand der immunbhistologischen
Ergebnisse eine Expression des TRPM5 im Alveolarbereich der Lunge bestatigt werden konnte,
wurde als Nachstes gepriift, ob der TRPM5 gemeinsam mit OMP, das bereits in Alveolarzellen
gezeigt wurde (Abbildung 43), in den gleichen Zellen nachgewiesen werden kann. Hierflr
wurden immunologische Comarkierungsstudien an murinen Lungenparaffinschnitten
durchgefihrt, die dafiir mit dem anti-OMP Antikérper aus der Ziege und einem anti-TRPM5
Antikorper aus dem Kaninchen inkubiert wurden. Die Visualisierung der Antikorperbindung
erfolgte anschlieBend durch die Behandlung mit einem griin-fluoreszierenden Alexa 488
konjugierten Anti-Ziege Antikorper aus dem Esel (anti-OMP) bzw. einem rot-fluoreszierenden
Alexa 546 konjugierten Anti Kaninchen Antikérper aus dem Esel (anti-TRPMS5). Die Analysen
zeigen einzelne Zellen im Alveolarbereich, die beide Proteine exprimieren (Abbildung 48 C). Bei
der Betrachtung der TRPM5-Markierung ist eine vereinzelt liegende Zelle im Alveolarbereich mit
einem schwachen TRPMS5-Fluoreszenzsignal zu beobachten (Abbildung 48 C, Insert). In der
Uberlagerten Darstellung des griinen OMP- und roten TRPM5-Fluoreszenzsignals ist aufgrund der
Doppelmarkierung eine deutliche Colokalisation beider Fluoreszenzsignale sichtbar, wodurch auf
eine Coexpression beider Proteine geschlossen werden kann (Abbildung 48 C).

Die Versuchsresultate, die in diesem Abschnitt des Ergebnisteils beschrieben wurden, zeigen,
dass sowohl das MUPP1 als auch das OMP in weiteren, noch nicht publizierten Geweben
(Magen: MUPP1; Lunge: OMP) erstmals nachgewiesen werden konnten. Beide Proteine sind
bisher durch eine funktionelle Beeintrachtigung der olfaktorischen Kognition aufgefallen,
weswegen sowohl die Expression aulRerhalb der primaren olfaktorischen Organe als auch die
Colokalisation mit dem gustatorischen TRPM5 interessant erscheint. Die dargestellten Befunde
deuten auf eine Funktion unabhdngig vom olfaktorischen System hin und deuten an, dass
sowohl das MUPP1 als auch das OMP gemeinsam mit dem TRPM5 an der chemosensorischen
Wahrnehmung in weiteren Geweben beteiligt sein kénnte.
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Respiratorisches Alveolargewebe
Epithel

Abbildung 48: Immunhistochemischer Nachweis von TRPMS5 in der murinen Lunge. Paraffinschnitte der Lunge
von Wildtyp-Mausen wurden mit einem anti-TRPM5 Antikérper und einem rot-fluoreszierenden Alexa 546
konjugierten anti-Kaninchen Antikorper aus dem Esel bzw. mit einem anti-OMP Antikérper aus der Ziege und einem
grin-fluoreszierenden Alexa 488 konjugierten anti-Ziege Antikorper aus dem Esel inkubiert. Mikroskopisch wurden
der alveolare Bereich und das respiratorische Epithel untersucht. [A] zeigt eine Aufnahme eines Bronchiolus mit dem
daflir charakteristischen respiratorischen Epithel (gestrichelte Linie). In der dargestellten Epithelstruktur ist eine
einzelne TRPM5-positive Zelle [A, Pfeil] zu erkennen, die in das Lumen des Bronchiolus hineinragt. Auch im
Alveolargewebe kénnen einzelne, immunologisch rot-markierte TRPM5-Zellen registriert werden [B, Pfeil]. Diese
haben eine rundliche Morphologie und sind direkt an der Alveolaroberflache situiert. Fiir die Fragestellung, ob OMP
auch mit Proteinen aus anderen chemosensorischen Systemen interagieren konnte, wurde die Colokalisation des
OMP-Signals mit einem TRPM5-Signal untersucht. In [C] ist eine Zelle im Alveolarbereich gezeigt, die sowohl den
TRPMS5 (Insert) als auch das OMP exprimiert. Zur Verdeutlichung des schwacheren TRPM5-Fluoreszenzsignals wurde
dieses einzeln in einem Insert dargestellt. MaRstab: 20 um.
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5 Diskussion

5.1Die  Funktion  gustatorischer  Signalmolekile im  mannlichen

Reproduktionssystem
In den letzten Jahren werden immer haufiger wissenschaftliche Arbeiten ver6ffentlicht, die Gber
die extraorale Expression chemosensorischer Signalproteine berichten. Die physiologische
Funktion von Geschmacksrezeptoren, z. B. im Gastrointestinaltrakt, scheint dabei aber nicht
etwa die Wahrnehmung von Geschmacksstoffen, sondern beispielsweise die Regulierung des
neuroendokrin beeinflussten Essverhaltens bzw. das Auslosen von Abwehrreaktionen in Folge
toxischer Nahrungsaufnahme zu sein.

Im Rahmen der vorliegenden Promotionsarbeit konnte mit Hilfe der Reportermauslinien
Tas2r1318RENEPP (yoist et al., 2012) und TRPMS5-TGFP (Kusumakshi et al., 2015) die Expression
des Bitterrezeptors Tas2r131 und des lonenkanals TRPMS in Hodengewebe der Maus bestatigt
und deren fertilititsbezogene Funktion detailliert untersucht werden. Die hier
zusammengefassten Befunde beziiglich der reproduktiven Tas2r131-Funktion deuten auf einen
hereditdren Einfluss der homozygot defizienten Allelanlage des Bitterrezeptors hin (Abbildung
14). Zudem konnte am Beispiel der Tas2r131-Reportermauslinie der starke Einfluss genetischer
Informationen des Donormausstamms in gentechnisch manipulierten Mauslinien mit nicht-
kongenen Stammhintergrund der Rezipientenmauslinie gezeigt werden. Anders als fir die
a-Gustducin-Tas1r3 Doppel-knockout Mauslinie, fir die eine Sterilitdt der mannlichen Mause
gezeigt wurde (Mosinger et al., 2013), wurde in dieser Promotionsarbeit an den generierten
Taslrl-TRPM5- und Tas2r131-TRPM5-Doppel-knockout-Mauslinien  zwar keine derart
gravierende Einschrdankung der Fertilitat festgestellt (Tabelle 8), jedoch zeigen vor allem Tas1rl-
TRPMS5-defiziente Mannchen eine Reihe von fertilitatsbezogenen Auffilligkeiten, die in dieser
Auspragung fiir Tas2r131-TRPM5-Doppel-knockout-Mannchen nicht beobachtet wurden. Vor
allem die stark reduzierte Anzahl an Spermien (Tabelle 9), die erhéhte Apoptoserate wahrend
der Spermatogenese (Abbildung 36) und die stark erniedrigte Wurffrequenz in kontinuierlichen
Verpaarungsansatzen (Tabelle 8) machen dies deutlich.

5.1.1 Tas2r131-abhéangige Fertilitatsanalysen
Die Deletion des im murinen Hoden dulRerst stark exprimierten Bitterrezeptors Tas2r131 zeigt

BL-IRES-hrGFP_p 1o uslinie  eine  bisher nicht

am Tiermodell der noch nicht-kongenen Tas2r131
erklarbare, signifikant erhohte Spermienanzahl in homozygot defizienten Mannchen und eine
signifikante Abweichung von den erwarteten Mendelschen Vererbungsgesetzen unter
Nachkommen geschlechtsspezifischer Verpaarungen von heterozygoten Tas2rl131-Tieren
(Meyer, 2013). Mit Hilfe neu generierter Peptidantikorper sollte daher im Rahmen dieser
Promotionsarbeit gepriift werden, ob in heterozygoten Tas2r131-Méannchen die Population der
haploiden Tas2r131-defizienten Spermien groRer ist, als die eigentlich im gleichen Verhaltnis zu
erwartende Gruppe der Tas2r131 [+]-Keimzellen. Dadurch lieRe sich die festgestellte
Genotypverschiebung zugunsten heterozygoter Nachkommen von Tas2r131 [+/+]-Weibchen und

Tas2r131 [+/-]-Mannchen (Meyer, 2013) erklaren.

139



Diskussion

In  immunhistochemischen Versuchsansdatzen mit Zungen-Gewebeschnitten der papillae
circumvallate Geschmackspapille von Tas2r131 [+/+]-Mdusen zeigte sich mit den neu-
generierten Tas2r131 Antikorpern gegen jeweils eine Tas2r131-spezifische Sequenz des N- bzw.
C-Terminus tatsachlich eine Immunreaktivitdt in einzelnen Geschmackszellen (Abbildung 13).
Allerdings war es durch den Einsatz der Tas2r131-Reportermauslinie als Kontrollgewebe moglich
zu zeigen, dass die Antikérper-Markierungen in wesentlich mehr Geschmackszellen
auszumachen waren, als hrGFP-positive Zellen in Tas2r131-defizienten Zungengewebe registriert
wurden (Abbildung 13). Zudem wurde mit allen generierten Tas2r131-Antikorpern auch eine
Markierung in den GFP-positiven und daher Tas2r131-negativen Sinneszellen beobachtet
(Abbildung 13). Aus diesen beiden Befunden zur Spezifititsanalyse der neu generierten
Tas2r131-Antikérper muss daher leider insgesamt geschlussfolgert werden, dass sowohl
Antikorper gegen den N-Terminus als auch gegen die C-terminale Domdne mdglicherweise den
Tas2r131 zwar detektieren, aber zusatzlich noch weitere Vertreter der Bitterrezeptorfamilie
oder auch andere in Geschmacksinneszellen vorkommende GPCRs, wie z. B. die ebenfalls zur
Klasse A der GPCRs gehorenden ORs (Kang and Koo, 2012) erkennen kdnnten. Als mogliche
Ursache fiir die beobachteten unspezifischen Tas2r131-Antikdrperreaktionen ware denkbar,
dass beide verwendeten Peptide, trotz ihrer Spezifitdt fir den Tas2r131, im endogenen nativen
Rezeptor eine andere Faltung aufweisen als die synthetisch hergestellten Peptide, gegen die die
Kaninchen entsprechende Antikdrper produziert haben (Hutchings et al., 2010; Pradidarcheep et
al., 2009). Es ist aber auch vorstellbar, dass die dreidimensionale Struktur der ausgewahlten
Peptide sich auch in anderen Klasse A GPCRs wiederfindet, was dann zur Markierung von mehr
Geschmackszellen innerhalb einer Geschmacksknospe fiihren wiirde, als die GFP-Markierung in
der Reportermauslinie (Abbildung 13). Da die produzierten anti-Tas2r131 Antikdrper aber auch
in hier nicht vorgestellten Western Blot Analysen und damit unter denaturierenden
Bedingungen, mit heterolog exprimierten Tas2rl31 und Zungengewebe keine spezifische
Markierung zeigten, ist insgesamt eher anzunehmen, dass die Immunogenitat der Peptide nicht
ausreichend war, um die Kaninchen zu einer entsprechend starken Produktion von anti-Tas2r131
AntikOrpern anzuregen.

Dieser negative Befund beziiglich der Spezifitdt der generierten Tas2r131-Antikdrper bedeutet
gleichzeitig aber auch, dass die generierten Tas2rl31-Antikérper aufgrund der mdglichen
zusatzlichen Erkennung anderer GPCRs nicht fiir die Beantwortung der Frage genutzt werden
kénnen, ob heterozygote Tas2r131-Mannchen tatsachlich einen prozentual hheren Anteil an
Tas2r131 [-]-Spermien besitzen als zu erwarten ware. In weiterfihrenden Studien an der
beginnend kongenen Tas2r131-Mauslinie haben die hier vorgestellten Ergebnisse allerdings
gezeigt, dass die an denen noch nicht-kongenen Mausen erfassten, teilweise sehr auffalligen
Reproduktionsparameter, nicht immer auch fir Tiere der sechsten Riickkreuzungsgeneration zu
registrieren waren. Die hier vorgestellten quantitativen Bestimmungen epididymaler Spermien
von beginnend kongenen Mannchen haben dazu z. B. gezeigt, dass Mannchen mit einer
Tas2r131-Defizienz und einem hoheren genetischen C57BL/6N-Hintergrund (98,4 %; N6)
beziiglich der Spermienanzahl nicht mehr auffallig waren (Tabelle 5). Diese phadnotypische
Variabilitat in verschiedenen Generationen der genetischen Riickkreuzung ist vermutlich auf die
Interaktion der Gene des Donorstamms mit denen des Rezipienten-Mausstamms
zurickzufihren (Yoshiki and Moriwaki, 2006). Dadurch kann es zum einen zur Hochregulierung
kompensatorischer Signalwege kommen; zum anderen kann das Gen von Interesse mit
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sogenannten ,modifier genes” verbunden sein, die ebenfalls Einfluss auf den spezifischen
Phanotyp haben koénnen (Linder, 2006; Montagutelli, 2000). Durch das mehrmalige
Zurickkreuzen der Tiere wird die flankierende DNA des Donorstamms um das manipulierte Gen
sukzessive reduziert und durch die genetische Information des Rezipienten-Mausstamms ersetzt
(Montagutelli, 2000). Auf diese Weise werden mogliche Auswirkungen der flankierenden DNA
reduziert, und die Funktion des transferierten Gens nicht unspezifisch von anderen Genen
beeinflusst (Linder, 2006; Silva, 1997). Um die Bedeutung eines einzelnen Gens fiir einen
Organismus einordnen zu kdnnen, werden transgene Mause in zehn Generationen auf den
Rezipienten-Mausstamm (hier: C57BL/6N) zurlickgekreuzt, und so eine kongene Mauslinie
erzeugt (Yoshiki and Moriwaki, 2006) (Abbildung 49). Ein Stammbhintergrund von 98,4 %
(entspricht N6) beschreibt eine beginnend kongene Mauslinie, die bereits als Grundlage fir
phanotypische Untersuchungen einer transgenen Mauslinie fungieren kann (Sundberg and
Schofield, 2009).

Die an den Tas2r131-defizienten Mannchen beobachtete Heterogenitidt des Genotyp-Phanotyp
Verhéltnisses zeigt, dass die Kenntnis Gber den Genotyp eines Tieres nicht ausreicht, um einen
distinkten Phanotyp eines Mutationstragers vorherzusagen, sondern dass die Berlicksichtigung
des genetischen Hintergrunds ebenfalls von grofRer Wichtigkeit ist. Gerade die in diesem Fall
beobachtete drastische Veranderung eines Merkmals (hier: Tas2r131 Spermienanzahl) unter
verschiedenen genetischen Hintergriinden zeigt, dass die Verdnderung des genetischen
Hintergrunds zu einer variablen Expression des Phadnotyps fihren kann (Doetschman, 2009;
Montagutelli, 2000).
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Abbildung 49: Genetischer Hintergrund. Die Grafik zeigt die Abhangigkeit zwischen der steigenden genetischen
Homozygotie und der Anzahl der Riickkreuzungsgenerationen sowie die gespiegelte Exponentialfunktion der
zunehmenden zurlickgekreuzten Generationen an die ,genetische Reinheit”. Tiere der Rickkreuzungsgenerationen
<N5 weisen einen gemischten genetischen Hintergrund und einen niedrigen Grad der Homozygotie auf. Mit
steigender Rilckkreuzungsgeneration nimmt der Grad der ,genetischen Reinheit” zu. Nahezu vollstandig
zurlickgekreuzte Linien (N5-9) werden als ,beginnend kongen“ bezeichnet, wdhrend ab der zehnten
Rickkreuzungsgeneration eine Mauslinie als vollstandig zuriickgekreuzt bzw. ,kongen” charakterisiert wird
(Modifiziert nach einer Abbildung von The Jackson Laboratory).
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Nachdem festgestellt wurde, dass die auffdllige Erhohung der Spermienanzahl in Tas2r131-
defizienten Mannchen mit zunehmendem Ruckkreuzungsgrad auf den C57BL/6N-
Stammhintergrund nicht mehr zu registrieren war, ergab sich zwangslaufig die Frage, ob das
Phdanomen der Genotypverschiebung zugunsten heterozygoter Nachkommen aus Zuchtpaaren
mit einem Tas2r131 [+/+]-Weibchen und einem Tas2rl131 [+/-]-Mé&nnchen, das ebenfalls
erstmals fir nicht-kongene Tiere beobachtet wurde (Meyer, 2013), auch noch in Tas2r131-
Tieren mit einem fast vollstandig zurtickgekreuzten C57BL/6N-Hintergrund zu beobachten war.
Zuchtversuche mit Tieren der sechsten Riickkreuzungsgeneration haben dazu gezeigt, dass auch
in den Paaren mit hdoheren genetischen Hintergrund eine Genotypverschiebung zugunsten der
heterozygoten Nachkommen festgestellt werden konnte, wenn das vaterliche Tier ein
defizientes Tas2131-Allel trug (p = 0,002 **, Daten nicht gezeigt).

Aufgrund der fehlenden Maoglichkeit, mit einem spezifischen anti-Tas2r131 Antikérper zu
Uberprifen, ob die beobachtete Genotypverschiebung in Nachkommen aus Zuchtpaaren mit
einem Wildtyp Tas2r131-Weibchen und einem heterozygoten Tas2r131-Mannchen durch eine
grofRere Population an Tas2r131 [-]-Spermien verursacht wurde, wurde als nachstes geprift, ob
in Nachkommen aus Zuchtpaaren mit mehr als einer Tas2r131-defizienten Erbanlage auch eine
Genotypverschiebung zu beobachten ist. Gleichzeitig wurde untersucht, ob eine auftretende
Genotypverschiebung in den Nachkommen ausschlieRlich dann zu registrieren ist, wenn das
Mannchen ,, defizienter” fir den Tas2r131-Genlocus ist, als das Zuchtweibchen.

Dazu wurden geschlechtsspezifische Verpaarungen mit einem Tas2r131 [-/-]-Weibchen und
einem Tas2r131 [+/-]-Mannchen bzw. einem Tas2r131 [+/-]-Weibchen und einem Tas2r131 [-/-]-
Mannchen angesetzt, und die Genotypverteilung unter den Nachkommen bestimmt. Aus
Zuchtpaaren mit einem heterozygoten und einem homozygot defizienten Elternteil kdnnen,
gemdR der Mendelschen Vererbungslehre, nur heterozygote und homozygot defiziente
Nachkommen zu gleichen Teilen entstehen. In diesen Zuchtversuchsansatzen konnte nun
bemerkenswerterweise beobachtet werden, dass erneut eine Genotypverschiebung zugunsten
des ,defizienteren” Genotyps unter den Nachkommen auftrat und zwar nur dann, wenn ein
heterozygotes Tas2r131-Weibchen mit einem homozygot-defizienten Mannchen verpaart
wurde. Anhand dieser geschlechtsspezifischen Zuchtversuche konnte somit gezeigt werden, dass
der in der vorangegangenen Promotionsarbeit beobachtete Effekt der Genotypverschiebung,
anders als fiir die Anzahl der Spermien (Meyer, 2013), nicht auf den genetischen Hintergrund der
Zuchttiere, sondern tatsdchlich auf eine genetische Deletion des Tas2r131-Locus zurilickzufiihren
ist. Im Einzelnen konnte mit diesen Zuchtversuchen deutlich gezeigt werden, dass der Effekt der
Genotypverschiebung nur dann auftritt, wenn das Zuchtmannchen gegeniiber dem
Zuchtweibchen ,Tas2r131-defizienter” ist. Diese Beobachtung fiihrt zu der Theorie, dass
heterozygote bzw. homozygot defiziente Tas2r131-Mannchen die Tas2r131-defiziente
Erbinformation vermehrt und/oder vereinfacht an ihre Nachkommen weitergeben. Unerklarlich
ist jedoch bisher, warum eine derartige Verschiebung der Genotypverteilung in den
Nachkommen von Tas2r131 [+/-] x [+/-]-Verpaarungen, fir die eine Verteilung von 25:50:25 (+/+
: 4/-:-/-) erwartet wird, nicht zu beobachten ist (Abbildung 14).

Bei genauerer Analyse der Tas2r131-Zuchtdaten fiel in diesem Zusammenhang auerdem auf,
dass die aufgrund der beobachteten Genotypverschiebung untersuchten Tas2r131-
Zuchtpaarkombinationen (Tas2r131 [+/-] x [-/-], [-/-] x [+/-]) mehr Nachkommen zeugen als
vergleichende C57BL/6N-Zuchtpaare (Abbildung 14). Hierbei war jedoch eine Zunahme der
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WurfgroBe nicht ausschlieBlich in den Tas2r131 [+/-] x [-/-]-Zuchtpaaren zu registrieren, die
bereits durch die Genotypverschiebung unter den Nachkommen auffielen, sondern auch in
Tas2r131 [-/-] x [+/-]-Verpaarungen. Daher koénnen die erhohte WurfgroBe und die
Genotypverschiebung in den Tas2rl131-Zuchtanalysen nicht in Relation gesetzt werden.
Allerdings zeigte sich, dass in weiteren Untersuchungen zum Tas2r131-Reproduktionsphanotyp
auch eine derartige Zunahme der WurfgréRe in Tas2r131 [+/-] x [+/-]- und [-/-] x [-/-]-
Zuchtpaaren zu erkennen ist, die im Vergleich zur C57BL/6N-WurfgréRe sogar signifikant erhoht
ist (Tabelle 5). Dieses Phdanomen, das nicht mit einer geringeren Vitalitdt der Jungtiere
einhergeht (Abbildung 15), und dadurch eine kompensatorische Hochregulierung der
Geburtenrate zur Arterhaltung ausschliel3t, ist insofern dullerst interessant, da es erstmals zeigt,
dass das Fehlen eines einzigen gustatorischen Rezeptors Einfluss auf die PopulationsgrofRe hat.
Welche Rolle dabei allerdings der Bitterrezeptor Tas2r131 spielt, dessen genetische Deletion
scheinbar zu einem Selektionsvorteil fiihrt, bleibt unklar. Um sicherzustellen, dass die
Beobachtung der WurfgréBen-Zunahme unabhdngig vom genetischen Hintergrund stattfindet
und nicht auf den Vergleich von Tas2r131-Zuchtdaten mit denen der C57BL/6-Mauslinie
zurtickzufihren ist, missen weitere Zuchtanalysen von Tas2r131 [+/+] x [+/+] durchgefiihrt
werden.

Das Vererbungsgesetz von Mendel postuliert eine gleich hohe Wahrscheinlichkeit der Vererbung
fir beide Allele eines Elternteils (Aparicio et al., 2010). Dennoch konnte fiir die genmanipulierte
Tas2r131 8" Mauslinie, unabhingig vom genetischen Hintergrund, eine Abweichung von
dieser Regel festgestellt werden. AulRerdem zeigten die durchgefiihrten Studien, dass der
haploide  Tas2rl31-defiziente = Chromosomensatz mit einer 50 %-Ubersteigenden
Wahrscheinlichkeit vom véterlichen Tier an die Nachkommen weitergegeben wird (Abbildung
14). Eine Begrindung dafir kann auf mehreren Ebenen gesucht werden (Abbildung 50).

Ein moglicher Ausloser fiir die beobachtete Genotypverschiebung (engl.: transmission ratio
distortion; TRD) konnte bereits im Beginn der Keimbahn, wadhrend der ersten mitotischen
Teilung der Spermatogonien zu finden sein (Aparicio et al., 2010; Huang et al., 2013; Pardo-
Manuel de Villena and Sapienza, 2001). Dieser Prozess ist stark Testosteron-abhangig und
kénnte zu einer verdnderten Mitoserate in den frihen, mannlichen Keimzellen
(Spermatogonien) fihren (Walker, 2011). Bestimmungen der Testosteronkonzentration im
Blutserum von Tas2r131 [-/-] Mannchen ergaben jedoch keinen Hinweis auf eine signifikant
verdnderte Testosteronsynthese (Tabelle 7).

In der post-mitotischen Phase entstehen wahrend der zwei Meiose-Stadien aus einem diploiden
Spermatogonium zwei haploide Spermatozyten (Meiose |) bzw. vier haploide Spermatiden
(Meiose II). Im Regelfall findet eine gleichmaRige Verteilung der Chromosomen bzw. Allele auf
die Tochterzellen statt (im Weibchen: eine Eizelle und drei Polkdrperchen; im Méannchen: vier
Spermatiden) (Campbell et al., 2006). Wahrend der Segregation in der Reifeteilung kann es
jedoch zu einer genetischen Fehlverteilung, einer sogenannten non-random segregation
kommen (Aparicio et al., 2010; Lyttle, 1991; Pardo-Manuel de Villena and Sapienza, 2001). Eine
bis dato noch fehlende chromosomale Analyse der Tas2r131-defizienten Tiere konnte Aufschluss
dariber geben, ob wahrend der Meiose genetische Dysfunktionen auftreten, die zu einer
Chromosomenaberration (z. B. Translokation, Genkonversion) und dadurch, unabhingig vom
genetischen Hintergrund der Tiere, zu einer fehlerhaften Segregation fiihren kénnten.
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Da das Phanomen der TRD in dieser Arbeit nur dann beobachtet werden konnte, wenn das
Zucht-Méannchen mehr Tras2r131-defiziente Allele trug als das Zucht-Weibchen (Abbildung 14),
wurde Uberpriift, ob der mannliche haploide, Tas2r131-defiziente Chromosomensatz vermehrt
an mannliche Nachkommen vererbt wird. Dadurch ware eine Kopplung des Tas2r131-Gens, das
allerdings auf Chromosom 6 lokalisiert ist, an das mannliche Geschlechtschromosom indiziert.
Die durchgefiihrte Analyse ergab jedoch fiir keine der untersuchten und auffallenden
geschlechtsspezifischen Verpaarungsansatze zusatzlich eine erhohte Geburtenrate von
Mannchen (Tabelle 6). Auch eine vermehrte Bildung von Tas2r131 [-]-Spermien konnte nicht
bestatigt werden (Tabelle 7).

Der Ursprung, der von den Mendelschen Vererbungsregeln abweichenden Weitergabe
genetischer Informationen kann jedoch auch in der post-meiotischen Phase vor der Befruchtung
liegen. Hierbei kann ein selektiver Prozess unter den Gameten auftreten, der dazu fihrt, dass
Keimzellen mit einem bestimmten haploiden Chromosomensatz haufiger bzw. seltener im
Befruchtungsprozess involviert sind (Huang et al., 2013; Pardo-Manuel de Villena and Sapienza,
2001). Eine veranderte testikuldare Apoptoserate, die auf die Anzahl der Keimzellen Einfluss hat,
konnte auf eine derartige Selektion hindeuten. In den durchgefiihrten TUNEL-Analysen an
Tas2r131-Hodengewebe wurde jedoch keine auffallend verdnderte Rate des Zelltodes von
mannlichen Keimzellen festgestellt (Abbildung 17). Die Moglichkeit einer erhéhten Motilitat und
dadurch eines selektiven Vorteils der Tas2rl31-defizienten- gegeniiber Tas2rl31-positiven
Spermien wurde mit Hilfe von CASA-Motilitdts-Analysen ausgeschlossen, da kein verandertes
Bewegungsmuster bzw. -geschwindigkeit festgestellt werden konnte (Abschnitt 4.1.2).

Um zu Uberprifen, ob der direkte Befruchtungsprozess mit der vorangegangenen
Akrosomreaktion durch die Tas2r131-Gendeletion positiv beeinflusst sein kdnnte, wurde zum
einen die Funktionalitat der Exozytosemaschinerie evaluiert, und zum anderen die Reaktivitat
der Spermien mit dem natirlichen Stimulus der Zona pellucida getestet. Wahrend durch die
Deletion der Tas2rl31-codierenden Sequenz keinerlei Veranderungen im Ablauf der
Akrosomreaktion (Abbildung 19) bzw. in der, die Akrosomreaktion-auslosenden, Ca**- und
cAMP-abhangigen Signalkaskade (Abbildung 21 und Abbildung 22) zu beobachten waren,
wurde durch die Stimulation der Spermien mit isolierter Zona pellucida eine leicht erhdhte
Akrosomreaktionsrate in Tas2r131-defizienten Spermien festgestellt (Abbildung 20). Diese
Beobachtung basierte jedoch auf Daten von lediglich drei Tas2r131 [+/+]- bzw. sieben Tas2r131
[-/-]-Mé&nnchen, so dass weiterfiihrende Untersuchungen notwendig sind, um dieses Ergebnis zu
validieren. Im Falle einer Bestatigung des prasentierten Ergebnisses ware es moglich, dass die
beobachtete Genotypverschiebung in den geschlechtsspezifischen Zuchtpaaren durch eine
erhohte Sensitivitat der Tas2r131-defizienten Spermien gegentiber der Eihiille und dadurch
durch eine haufigere Befruchtung einer Eizelle verursacht ist.
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Keimbahn Meiose Befruchtung Entwicklung
Mitotische Non-random Gameten Embryo-
Selektion Segregation Selektion Vitalitat

Abbildung 50: Mogliche Ursachen der transmission ratio distortion. Wahrend der mitotischen und meiotischen
Reifung von Keimzellen sowie des Befruchtungsprozesses und der Embryonalentwicklung kann es zu selektiven
Mechanismen kommen, die zu einer Verschiebung der erwarteten Mendelschen Genotypverteilung unter
Nachkommen flihren (engl.: transmission ratio distortion; TRD). Abweichungen von der Norm kénnen durch eine
fehlerhafte Mitose in den Keimzellen, jedoch auch durch eine genetische Fehlverteilung wahrend der Meiose (,,non-
random segregation”) verursacht werden. Auf post-meiotischer Ebene kénnen Prozesse, die auf die Gameten-
Selektion, und dadurch auf die Befruchtung Einfluss haben, sowie pathophysiologische Effekte, die die Embryo-
Entwicklung stéren kénnen, Verdnderungen in der Genotypverteilung der Nachkommen hervorrufen (Modifiziert nach
Huang et al., 2013; Pardo-Manuel de Villena and Sapienza, 2001).

Unabhangig von den vorher genannten ursiachlichen Mdglichkeiten einer TRD kann es auch
durch eine post-zygotische Selektion zugunsten eines bestimmten Genotyps zur Abweichung von
den Mendelschen Vererbungsregeln kommen (Huang et al., 2013; Lyon, 2003; Pardo-Manuel de
Villena and Sapienza, 2001). Diese wirde sich z.B. in einer veranderten Embryo-Vitalitat
widerspiegeln (Aparicio et al., 2010). Da im Rahmen der vorliegenden Arbeit allerdings keine
embryonalen Untersuchungen durchgefiihrt wurden, kann zwar keine Aussage dariber
getroffen werden, ob in bestimmten Zuchtansdtzen eine hohere Embryonen-Letalitdt zu
beobachten ist; jedoch kann anhand der postnatalen Mortalitatsrate unter den Jungtieren in den
ersten drei Lebenswochen indirekt abgeleitet werden, ob die Vitalitdit von Jungtieren
bestimmter Zuchtpaare herabgesetzt ist. Unter den Nachkommen der Zuchtpaare, in denen eine
signifikante Genotypverschiebung beobachtet wurde, wurde jedoch kein einheitlicher Befund
bezuglich der Sterblichkeitsrate registriert (postnatale Mortalititsrate pro Wurf: Tas2r131 [+/+]
Qx[+/-] 3:11,4 £ 4,3 %; Tas2r131 [+/-] @ x [-/-] 8: 4,6 £ 4,5 %).

Unter der Annahme, dass das anstelle des Tas2r131 exprimierte hrGFP biologisch inaktiv ist
(Kam et al., 2013), kann zusammenfassend festgehalten werden, dass der Tas2r131-
Bitterrezeptor im mannlichen Reproduktionsgewebe exprimiert wird und, unabhdngig vom
genetischen Hintergrund der untersuchten Tiere, Einfluss auf den Genotyp der Nachkommen zu
haben scheint. Auf welchen genauen reproduktionsrelevanten Mechanismus die genetische
Deletion des Tas2r131 Auswirkungen hat, kann anhand der hier prasentierten Ergebnisse jedoch
nicht mit eindeutiger Sicherheit abschlieRend geklart werden.
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5.1.2 Reproduktionsbiologische Funktion des TRPMS5 im Zusammenspiel mit
Geschmacksrezeptoren

5.1.2.1 Reproduktionsphénotyp von TRPM5-defizienten Mdnnchen

Mausmodelle, in deren Genom die codierende Sequenz fiir ein einzelnes auch im mannlichen
Reproduktionssystem exprimiertes gustatorisches Signalprotein fehlt (z. B. Taslrl, Taslr3,
Tas2r131, a-Gustducin), zeigen einen milden Reproduktionsphdnotyp (Meyer et al.,, 2012;
Mosinger et al., 2013). Erst die gemeinsame Deletion des Taslr3 und a-Gustducin l6sen in
mannlichen Mausen eine funktionelle Sterilitdt aus, deren genaue Ursache jedoch noch nicht
vollstandig geklart ist (Mosinger et al., 2013). Da dieser Befund erstmals eine funktionelle
Kopplung gustatorischer Signalproteine auBerhalb der Mundhéhle andeutet und auf eine
Signaltransduktion im mannlichen Reproduktionsgewebe hinweist, die der oralen gustatorischen
Signalkaskade ahnelt, wurde in der vorliegenden Arbeit die Hypothese Uberprift, ob das
gemeinsame Ausschalten von Geschmacksrezeptoren fiir die Umami- bzw. Bitter-Perzeption und
dem fur die Wahrnehmung dieser Geschmacksmodalititen essentiellen TRPM5 auch zur
Sterilitdt mannlicher Mause flhrt. Eine Bestdtigung dieser Hypothese konnte dann darauf
hindeuten, dass in murinen mannlichen Geschlechtsorganen tatsachlich eine Signaltransduktion
stattfindet, die der gustatorischen Signalkaskade in der Mundhdhle dhnelt.

Zur Evaluation eines moglichen Reproduktionsphdnotyps von Taslrl-TRPM5- bzw. Tas2r131-
TRPMS5-Doppel-knockout-Mausen wurde zundchst die genaue zelluldre Lokalisation des TRPM5
im  mannlichen  Reproduktionsgewebe  bestimmt und dann einige  wichtige
reproduktionsbiologische Parameter an TRPM5-knockout-Mausen erhoben.

In initialen TRPM5-Lokalisationsstudien konnte die Lokalisation des gustatorischen lonenkanals
in den Leydig Zellen und den spaten Spermatogenesephasen innerhalb der Tubuli seminiferi
sowie im Akrosom und dem Flagellum-Hauptstiick von Spermien gezeigt werden (Abbildung
24). Aufgrund des TRPM5-Nachweises in Testosteron-produzierenden Leydig Zellen, scheint eine
Beteiligung des lonenkanals an der Testosteron-Synthese bzw. Testosteron-Sekretion im
Hodengewebe wahrscheinlich, wobei die Expression des TRPM5 im Akrosom und dem
Spermienschwanz zusatzlich auf eine Funktion des TRPMS5 fiir die Akrosomreaktion oder auch
die Motilitdt der Spermien hindeutet.

Parallel zu den Expressionsanalysen wurden die Zuchtdaten von TRPM5-knockout Mausen
ausgewertet. Dabei zeigte sich jedoch, dass die TRPMb5-defizienten Mause, trotz des geringen
Testosteronlevels im Blutplasma (Abbildung 38), keine aufféllige Fertilitdtseinschrankung zeigen
(Abbildung 26). Im Verlauf der Zucht von TRPM5-defizienten Mausen fiel zuséatzlich eine
erhohte postnatale Mortalitat der Jungtiere auf (Abbildung 26). Als Ursache fiir eine erhohte
Sterberate bei Nachkommen wird haufig eine aktive Kindstétung durch die Elterntiere vermutet,
da oft angenagte, oder sogar ganz aufgefressene Jungtiere registriert werden. Diesem Verdacht
liegt jedoch bisher kein wissenschaftlicher Beleg zugrunde (Weber et al., 2013). Zwar gibt es
Hinweise darauf, dass weibliche Hamster durch Totung aktiv die WurfgroRe reduzieren, um so
die Aufzucht der Uberlebenden Jungtiere zu sichern (Day and Galef, 1977); jedoch war in TRPM5-
knockout Zuchtpaaren keine Zunahme der WurfgréBe zu beobachten (Abbildung 26), die eine
Totung der Jungtiere aufgrund mangelnder Versorgung rechtfertigen wirde. Daher kann eine
Totung der Nachkommen durch die Elterntiere als Grund fiir die beobachtete, erhéhte
Sterberate bei TRPM5-defizienten Mausen ausgeschlossen werden.
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Als weitere Ursache fiir die reduzierte Uberlebensrate der TRPM5 [-/-]-Jungtiere kdmen
allerdings noch folgende andere Griinde in Betracht: Infektionen, Verletzungen,
Unterernahrung, Unterkihlung und/oder fehlende mutterliche Fursorge (Mellor and Stafford,
2004). Obwohl eine durch die TRPM5-Deletion verursachte pathophysiologische Veranderung
der inneren Organe bis dato nicht untersucht wurde und daher als Grund fiir die beobachtete
erhohte Sterblichkeit der Jungtiere nicht final ausgeschlossen werden kann, konnten bei den hier
untersuchten TRPM5-defizienten Mausen keinerlei duBerlich erkennbare Auffalligkeiten oder
sichtbare Infektionen ausgemacht werden.

Eine mogliche Untererndhrung der TRPMS5 [-/-]-Jungtiere als Ursache fiir die erhohte Sterberate
kann ebenfalls weitestgehend ausgeschlossen werden, da unter den verstorbenen Tieren kein
visueller Gewichtsverlust wahrgenommen wurde. Haufig flhrt auch ein
fehlendes/eingeschranktes Nistverhalten des Muttertiers zum friihzeitigen Tod der
Nachkommen (Weber and Olsson, 2008). Ein derartiges Fehlverhalten wurde jedoch durch das
geschulte Tierpflegepersonal auch nicht erkannt.

Da Jungtiere allerdings in den ersten zwolf Lebenstagen ganzlich von der mitterlichen Pflege
abhédngig sind, muissen sie in der Lage sein, Uber innerartliche Kommunikation auf sich
aufmerksam zu machen (Cohen-Salmon et al., 1985; Ehret and Bernecker, 1986; Konig and
Markl, 1987). Es konnte daher z.B. moglich sein, dass TRPM5-defiziente Jungtiere nicht
imstande sind, dem Muttertier das Verlassen des Nests zu signalisieren, so dass eine vermehrte
Unterklhlung der Jungtiere als Ursache fiir die erhéhte postnatale Mortalitatsrate in Betracht
gezogen werden konnte. In diesem Zusammenhang ist wichtig zu erwahnen, dass der TRPM5
nicht nur an der Wahrnehmung von Geschmacksstoffen beteiligt ist, sondern offenbar auch fir
die Erkennung von Pheromonen essentiell zu sein scheint (Lopez et al., 2014; Oshimoto et al.,
2013). Damit ist durchaus vorstellbar, dass es aufgrund der TRPM5-Deletion zu einer fehlenden
innerartlichen Kommunikation/Erkennung zwischen dem Muttertier und den Jungtieren und
damit zu einer mangelnden Versorgung des Wurfs durch das Muttertier kommen kann. Dieses
Phanomen wurde auch bereits fiir G, und ACIllI-defiziente Zuchtweibchen beschrieben, bei
denen weder ein ausgepragtes Nistverhalten noch eine miitterliche Fiirsorge erkannt wurde.
Aufgrund der fehlenden olfaktorischen Signalproteine Gy~ und ACIIl ist die Detektion von
Odorantien und Pheromonen eingeschrankt, so dass dadurch eine innerartliche Bindung
womoglich nicht zustande kommen kann (Belluscio et al., 1998; Lopez et al., 2014; Wang and
Storm, 2011).

Funktionelle Analysen beziglich der intrazelluldren Ca®*-Konzentration mit Einzelzellmessungen
an TRPM5-defizienten Spermien ergaben ein leicht erhdhtes Ca®*-Basallevel in unkapazitierten
Spermien und sogar ein signifikant erhohtes basales Ca**-Level in kapazitierten TRPMS [-]-
Spermien (Abbildung 27 A). Eine erhéhte intrazelluldre Ca**-Konzentration kénnte in TRPM5-
defizienten Spermien zu einer vermehrten Bildung von reaktiven Sauerstoffspezien (engl.:
reactive oxygen species; ROS) fuhren, die Zellschdden verursachen und dadurch apoptotische
Reaktionen induzieren konnen (Cali et al., 2012; de Liz Oliveira Cavalli et al., 2013; Kim et al.,
2013). Zwar wurde im Rahmen dieser Arbeit nicht gepriift, ob das leicht erhéhte Ca®*-Level in
den TRPM5-defizienten Spermien tatsachlich zu einer verstarkten ROS-Bildung fiihrt; allerdings
zeigten die hier vorgestellten quantitativen Apoptose-Studien tatsachlich, dass in TRPM5-
defizienten Mannchen haufiger apoptotische Ereignisse wahrend der Spermatogenese zu
registrieren sind (Abbildung 36). Die leicht erhdhte Apoptoserate scheint allerdings wahrend
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der Spermatogense in TRPM5-knockout Mannchen noch nicht so ausgepragt, dass sie sich in
einer reduzierten Anzahl epididymaler Spermien widerspiegelt (Tabelle 9).

Die Ursache fiir die gemessene, erhdhte Ca**-Konzentration in kapazitierten TRPM5 [-]-Spermien
kénnte ein verandertes Membranpotential in den Spermien sein. Arbeiten Gber den TRPM4 in
Mastzellen zeigten, dass in TRPM4-defizienten Zellen eine anhaltende Hyperpolarisation
(geringes Membranpotential) und ein erhéhter Ca**-Einstrom zu beobachten ist (Vennekens et
al., 2007; Zhang, 2007). Der TRPM4, der, wie der TRPMS5, Ca2+—gesteuert ist und monovalente
Kationen leitet, ist der nachste Verwandte des TRPM5-lonenkanals und zeigt 40 %
Sequenzhomologie beziiglich der Aminosauresequenz (Liman, 2014). Mit diesen Informationen
und der signifikant erhdhten Ca**-Konzentration in kapazitierten TRPM5-defizienten Spermien
erscheint es plausibel, dass auch der TRPM5 Auswirkungen auf das Membranpotential der
mannlichen Keimzellen haben konnte, und die TRPMS5-Deletion in Spermien zu einer
verldngerten Hyperpolarisation fiihrt, die einen vermehrten/lingeren Influx von Ca**-lonen
induziert (Strunker et al., 2006). Zur Bestdtigung dieser Hypothese sind allerdings
Potentialmessungen an TRPM5-defizienten Spermien notwendig.

Die durch den Vorgang der Kapazitierung hervorgerufene Ca’*-Konzentrationserhéhung in
Spermien ist notwendig fir den sich anschlieBenden Ablauf der Akrosomreaktion (Breitbart,
2002a; de Lamirande et al.,, 1997). Versuche, die zeigen sollten, ob in TRPM5-defizienten
Spermien die molekulare Maschinerie der Akrosomreaktion beeintrachtigt ist, lieRen keine
Stérung erkennen (Abbildung 27). Jedoch zeigte sich, dass im zeitlichen Verlauf der spontanen
Akrosomreaktion TRPM5 [-]-Spermien tendenziell haufiger spontan ihr Akrosom verloren als
Spermien der Kontrollgruppe (Abbildung 27). Diese Beobachtung kénnte mit den erhdhten
basalen Ca**-Konzentrationen in Verbindung stehen, hat aber offenbar keinerlei Auswirkung auf
die Fertilisation.

5.1.2.2 Reproduktionsphénotyp von TasR-TRPM5-defizienten Médnnchen

Entgegen der festgestellten Sterilitdit von Taslr3-a-Gustducin-Doppel-knockout-Mannchen
(Mosinger et al., 2013) sind sowohl Taslrl-TRPM5- als auch Tas2r131-TRPMS5-Doppel-knockout-
Mannchen fertil. Taslrl-TRPM5-Doppel-knockout-Mannchen zeigen jedoch einen stdrkeren
pathophysiologischen Reproduktionsphdnotyp als die parallel hergestellten Tas2r131-TRPMS5-
Doppel-knockout-Mannchen.

Zusammenfassend wurden folgende auffallige Reproduktionsparameter fiir die beiden neu
generierten Doppel-knockout Mauslinien erfasst: Es fiel beispielsweise auf, dass der zeitliche
Abstand zwischen zwei Wirfen von monogam verpaarten Taslrl-TRPM5-defizienten
Zuchtpaaren deutlich langer ist als bei den vergleichbaren Kontroll-Mauslinien (C57BL/6N,
Tas1riBtRE My 1352r131BRESMGFP  TRPMS-knockout) (Tabelle 8). Eine derartige
Wurfverzégerung konnte auch in Tas2r131-TRPM5-Doppel-knockout-Zuchtpaaren beobachtet
werden, wenn auch nicht so ausgepragt wie fiir die Tas1r1-TRPM5-Doppel-knockout-Zuchtpaare.
Da dieser Effekt nicht in den knockout-Mauslinien fiir einzelne gustatorische Signalproteine
(Tas1r1B-RES™ehery 1362r131B-RESGFP TRPMS-knockout) und die Wildtyp-Mauslinie C57BL/6N zu
registrieren war, muss davon ausgegangen werden, dass der gemessene verlangerte Zeitabstand
zwischen zwei Wirfen eine Auswirkung der gleichzeitigen Deletion der Rezeptoren (Tas1rl- bzw.
Tas2r131) mit dem TRPMS5 ist.
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Leider konnte mit den bisherigen Untersuchungsmethoden keine Aussage dariliber getroffen
werden, ob der verldangerte Abstand zwischen zwei Wirfen in TasR-TRPM5-Doppel-knockout-
Zuchtpaaren durch eine Verldngerung der Graviditdt, eine reduzierte Fertilitdit oder einen
herabgesetzten Sexualtrieb verursacht ist. Da Mduse nachtaktive Tiere sind und die Kopulation
daher auch in der Nacht stattfindet, konnte allerdings durch die morgendliche Erfassung eines
Vaginalpfropfs (vaginale Plug-Analysen) der Weibchen festgestellt werden, ob das
Paarungsverhalten durch eine TRPM5-Deletion beeintrachtigt ist (Hartung and Dewsbury, 1978).
Auf diese Weise ware es moglich festzustellen, ob die Ursache fiir den langeren Wurfabstand
pathophysiologisch- oder psychosozial-bedingt ist.

Ahnlich wie fiir die TRPM5-defizienten Jungtiere zeigten auch Nachkommen der TasR-TRPM5-
Doppel-knockout-Mauslinie eine deutlich reduzierte Lebensrate in den ersten drei Wochen nach
der Geburt (Abbildung A). Zudem hat die Datenanalyse gezeigt, dass bei den TRPM5-knockout-
und TasR-TRPM5-Doppel-knockout-Mauslinien haufig alle Nachkommen eines Wurfs verstarben,
wohingegen in den Kontroll-Mauslinien Giberwiegend Einzeltiere verstarben (Abbildung B). Diese
Beobachtung koénnte auf die bereits zuvor erwahnte fehlende miitterliche Flirsorge hindeuten,
die vermutlich ausschlieRlich durch den fehlenden TRPM5-lonenkanal verursacht wird, da nur in
TRPMS5 [-/-]-Zuchtpaaren, aber nicht in homozygot defizienten Taslrl- bzw. Tas2r131 [-/-]-
Verpaarungen eine erhohte Sterblichkeitsrate registriert wurde.

Der wahrend der Akrosomreaktion ablaufende proteolytische Verdau der Zona pellucida
ermoglicht die Fusion von Spermium und Eizelle. Da eine Fehlfunktion wahrend dieses
exozytotischen Prozesses zur Einschrankung der Fruchtbarkeit fiihren kann (Esteves and Verza Jr,
2011), konnte eine akrosomale Reaktionsstorung eine Erklarung fiir die verlangerte Zeit
zwischen zwei Wiirfen in Taslrl-TRPM5-Doppel-knockout-Zuchtpaaren sein. Daher wurde die
Funktionalitat der akrosomalen Exozytose-Maschinerie liberprift und festgestellt, dass Tas1rl-
TRPM5-defiziente Spermien etwas schlechter auf den Stimulus A23187 reagierten als
Vergleichsgruppen (Abbildung 32). Méglicherweise deutet dies darauf hin, dass in Taslrl-
TRPMS5-Doppel-knockout-Spermien die nachgeschaltete Signalkaskade der Akrosomreaktion
beeintrachtigt und dadurch die Wahrscheinlichkeit der Eizellbefruchtung verringert ist.

Da es sich bei der A23187-induzierten Akrosomreaktion um einen artifiziellen Stimulus handelt,
wurden auch Daten von spontanen exozytotischen Ereignissen wahrend der in vitro Inkubation
erhoben. In TRPM5-knockout- und TasR-TRPM5-Doppel-knockout-Spermien konnte dabei eine
erhohte Akrosomreaktion nachgewiesen werden (Abbildung 33). Diese Ergebnisse erscheinen
vorerst widersprichlich, da in TRPM5-Doppel-knockout-Spermien einerseits eine verringerte
Induzierbarkeit der Akrosomreaktion festgestellt wurde, und andererseits ein erhohter
spontaner Verlust des Akrosoms registriert werden konnte. Zur Klarung dieses Sachverhalts sind
daher weitere Untersuchungen notwendig.

Neuesten Untersuchungen zufolge findet die Akrosomreaktion fir einen Grof3teil der Spermien
bereits im oberen Bereich des Isthmus und nicht erst in der Ampulle statt (La Spina et al., 2016).
Da fiir die Befruchtung einer Eizelle nur ein Spermium bendtigt wird, konnte der Prozess des
vorzeitigen akrosomalen Verlusts einen selektiven Effekt haben, der sicherstellt, dass
ausschlieBlich vollkommen funktionsfahige Spermien die Eizelle in der Ampulle des weiblichen
Genitaltrakts erreichen. Da in allen untersuchten kapazitierten Spermien, in denen keine
genetische Information fir den TRPM5 mehr vorliegt (TRPM5- und Taslrl-TRPM5- bzw.
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Tas2r131-TRPM5-defiziente Spermien), eine gleichermallen erhohte Akrosomreaktion
festzustellen ist, scheint der fehlende TRPM5-lonenkanal die Ursache dafiir zu sein, ebenso wie
fir das registrierte, groRere Spermienkopfvolumen in TRPM5- und Taslrl-TRPM5- bzw.
Tas2r131-TRPM5-defizienten  Spermien  (Abbildung 34). Eine vermehrte selektive
,»Ausmusterung” von TRPM5-defizienten Spermien durch eine erhohte spontane
Akrosomreaktionsrate misste jedoch in den analysierten Zuchtdaten ersichtlich sein, bei denen
aber keine Fertilitatseinschrankung zu erkennen ist. Da die in dieser Arbeit prdsentierten
Ergebnisse zum Einfluss des TRPM5-lonenkanals und der Geschmacksrezeptoren Taslrl und
Tas2r131 auf die Akrosomreaktion nicht signifikant unterschiedlich und dadurch nicht eindeutig
waren, sind zur Klarung dieses Aspekts weitere Untersuchungen notwendig.

Der langere Abstand zwischen zwei Taslrl-TRPM5-Doppel-knockout-Wiirfen ist einer der
wenigen reproduktionsrelevanten Aspekte, die ausschlieBlich in Zuchtpaaren mit Tas1rl- und
TRPM5-defizienten Tieren zu registrieren ist. In diesem Zusammenhang ist auerdem auffallig,
dass die Mannchen der Taslrl-TRPMS5-Doppel-knockout-Mauslinie zusatzlich durch eine
altersunabhangige, reduzierte Spermienanzahl hervorstechen (Tabelle 9 und Abbildung 35).
Eine verminderte Anzahl an mannlichen Keimzellen kdnnte die mogliche Ursache fir die
beobachtete, langere Zeit zwischen zwei Wirfen von Taslr1-TRPM5-defizienten Zuchtpaaren
sein (Tabelle 8). Diese Theorie konnte durch noch fehlende vaginale Plug-Analysen unterstitzt
werden, die Aufschluss dariiber geben kdonnten, ob der verlangerte Wurfabstand in Taslrl-
TRPM5-knockout-Zuchtpaaren durch weniger haufig vorkommende Kopulationen verursacht
wird, oder aber durch Paarungsversuche von Mannchen mit einer reduzierten Anzahl an
Spermien.

Wahrend Taslr3-a-Gustducin-Doppel-knockout-Mannchen steril sind (Mosinger et al., 2013),
was auf die gemeinsame Bedeutung beider gustatorischen Signalmolekiile fiir die mannliche
Fertilitdat hinweist, zeigen Tas1r1-TRPM5-Doppel-knockout-Mannchen einen milden Phanotyp.
Aufgrund der Hypothese, dass im mannlichen Reproduktionstrakt eine, der gustatorischen
Signaltransduktion sehr dhnlichen, Signalweiterleitung erfolgt, konnte der schwach ausgepragte
Phanotyp der Taslrl-TRPMS5-Doppel-knockout-Méause auf eine mogliche Kompensation des
Taslrl durch den fir den Umami-Geschmack essentiellen Taslr3 zurlickzufiihren sein.
Umgekehrt scheint aufgrund der festgestellten Sterilitat in Taslr3-a-Gustducin-defizienten
Mannchen eine Tas1r3-Kompensation durch den Tas1r1 nicht zu erfolgen bzw. nicht ausreichend
genug zu sein, um die beobachtete Fertilitdtsstorung zu verhindern. Ein derartiger
kompensatorischer Effekt, bei dem die Funktion eines fehlenden Proteins durch die Aktivitat
eines Proteins aus der gleichen Proteinfamilie ausgeglichen wird (Miller, 1999), wurde bereits
bei G-Proteinen (Gohla et al., 2007; Young et al.,, 2011) und TRPs (Dietrich et al., 2005)
beobachtet. Die Tatsache, dass die Deletion des TRPM5 und des Taslrl alleine zu keiner
gravierenden Beeintrachtigung der Fertilitat fiihrt, erinnert ebenfalls an die Tas1r3-a-Gustducin-
defizienten Mannchen, die erst bei der gemeinsamen Deletion der entsprechenden codierenden
Sequenzen eine Fertilitdtsstorung zeigten (Mosinger et al., 2013), wohingegen Mauslinien der
einzelnen Gen-Deletionen keinerlei Auffalligkeiten erkennen lieRen.

Wahrend von den beiden neu generierten TasR-TRPM5-Doppel-knockout-Mauslinien die Tas1rl-
TRPM5-defizienten Mannchen einen starkeren Reproduktionsphdnotyp aufweisen, verhalten
sich die Tas2r131-TRPM5-defizienten Madnnchen unauffallig. Dies bedeutet allerdings nicht, dass
z. B. der Tas2r131 keine physiologische Relevanz fiir die Reproduktion hat. Dadurch dass der
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Tas2r131 zur Familie der Bitterrezeptoren gehort, die mit mehr als 30 Mitgliedern deutlich
groRer ist, als die der Tas1R-Familie, konnte die Funktion des deletierten Tas2r131 leicht durch
die Expression bzw. die Hochregulation eines anderen Familienmitglieds ausgeglichen werden
(Miller, 1999). Dies widerspricht allerdings der urspriinglichen Annahme, dass der Tas2r131
Bitterrezeptor eine besondere Funktion in mannlichen Reproduktionsorganen zu haben scheint,
da vorausgegangene Untersuchungen eine besonders hohe Tas2r131-mRNA Konzentration in
Hoden zeigten (Meyer, 2013). Fur die weitere Charakterisierung dieses Rezeptors und der
Untersuchung einer potentiellen Tas2rl31-Kompensation durch andere Mitglieder der
Bitterrezeptorfamilie, sind daher quantitative Expressionsanalysen des Tas2r131 in testikuldren
Gewebe erforderlich.

Fir initiale Untersuchungen zur Konzentration des spermienbildenden Hormons Testosteron in
TRPM5-defizienten Mannchen wurden massenspektrometrische Analysen an Plasmaproben von
17 TRPM5-defizienten Madnnchen durchgefiuhrt und mit Werten von 16 C57BL/6N-Mannchen
verglichen. Dabei stellte sich heraus, dass die Testosteronkonzentration in ca. 40 % der
untersuchten TRPMb5-defizienten Proben unterhalb der technischen Nachweisgrenze lag,
wohingegen von den analysierten Kontrollproben nur ca. 19 % aufgrund einer zu geringen
Testosteronkonzentration nicht messbar waren. Dieses erste Anzeichen einer reduzierten
Testosteronkonzentration im Blutplasma von TRPM5-defizienten Méannchen wurde durch
genaue Messwerte bestatigt, da in mannlichen Mausen, die keinen TRPMb5-lonenkanal
exprimieren, ungefahr nur halb so viel Testosteron im Blutplasma nachgewiesen werden konnte
wie in der Kontrollgruppe (Abbildung 38). Aufgrund dieses interessanten Befunds, der erstmals
eine Verknlpfung von gustatorischen Signalproteinen und dem Fertilitdtspotential einer Maus
auf endokriner Ebene zuldsst, muss die Konzentration dieses fiir die Spermatogenese relevanten
Steroids auch in Taslrl-TRPM5-Doppel-knockout-Mannchen bestimmt werden, so dass
moglicherweise eine der beobachteten Auffilligkeiten (z.B. reduzierte Spermienanzahl)
begriindet werden kann. Testosteron wird im Interstitialraum in den Leydig Zellen synthetisiert
(Trottmann et al., 2010; Walker, 2011), in denen auch der TRPM5 exprimiert wird (Abbildung
24). Eine medizinische Ursache flir den Testosteronmangel in TRPM5-knockout-Mausen konnte
daher eine endokrine Funktionsstérung in den Mannchen sein, die zu einem Hypogonadismus
flhrt.

Es gibt drei unterschiedliche Formen dieser Testosteron-Unterfunktion: primarer
(hypergonadotrop), sekundirer (hypogonadotrop) und tertidrer (hypogonadotrop)
Hypogonadismus (Kohn, 2004). Die Atiologie aller Hypogonadismus-Varianten st
unterschiedlich, wobei anhand weiterer und bisher noch fehlender, hormoneller
Untersuchungen (FSH, LH, GnRH, Prolaktin und Sexualhormon-bindendes Globulin (SHBG))
festgestellt werden kann, um welche Form es sich bei den mannlichen TRPM5-knockout-Mausen
(und spéater Tas1rl-TRPM5-Doppel-knockout-Méannchen) handelt.

Der primdre Hypogonadismus beruht auf einer testikuldren Funktionsstorung, die u. a. durch
eine Schadigung oder ein Fehlen der Leydig Zellen und damit zu einer verminderten
Testosteronsynthese fiihren kann; als weitere Symptome sind eine Hodenhypoplasie sowie eine
reduzierte Spermienanzahl auszumachen (Kohn, 2004; Kumar et al., 2010). Nachdem in
Gewebeschnitten des Hodens von TRPM5-defizienten Mannchen aber keine morphologischen
Auffalligkeiten bezilglich der Tubuli seminiferi und der Leydig Zellen erkannt und anhand der
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bestimmten Hodengewichte bzw. Anzahl der Spermien auch keine drastische Unterentwicklung
festgestellt wurden, kann der hypergonadotrope Hypogonadismus als Ursache fir den
Testosteronmangel in TRPM5-knockout-Mannchen vorerst ausgeschlossen werden.

Der sekundare Hypogonadismus wird durch eine Storung der Hypophyse und dadurch der
Freisetzung der Releasing-Hormone LH und FSH verursacht (Seftel, 2005). Die meisten Varianten
dieser Storung (Hyperprolaktinamie, isolierter FSH-Mangel) haben eine Unfruchtbarkeit zur
Folge, die jedoch in TRPMS5-defizienten Mannchen nicht festzustellen war (Abbildung 26).
Davon ausgenommen ist der isolierte LH-Mangel, der zu einer Testosteronreduktion und daraus
resultierend zu einer ausbleibenden Virilisierung der Mannchen fihrt, wobei fir die
Spermatogense noch genug Testosteron vorhanden ist (Kohn, 2004). Wahrend in TRPM5-
knockout-Mannchen die geringe Plasma-Testosteronkonzentration bei unauffélliger
Spermienanzahl nachzuweisen ist, konnte eine ausbleibende Vermannlichung (z. B. fehlende
Ausreifung der HodengroRRe) nicht festgestellt werden.

Eine weitere Variante ist der tertidre Hypogonadismus, bei dem eine Storung des Hypothalamus
vorliegt, durch die bedingt keine pulsatiie GnRH-Freisetzung stattfindet und ein
hypogonadotroper Hypogonadismus entsteht (Kohn, 2004). Unter dieser Storung sind im
Menschen Erkrankungen wie das Prader-Willi-Syndrom bekannt, das durch eine Schadigung des
Chromosom 15 verursacht wird und von Adipositas und einer mentalen Retardierung ab
Kindesalter an begleitet wird (Crino et al.,, 2003). Da beide Begleiterscheinungen nicht bei
TRPM5-defizienten Mannchen beobachtet wurden, wird dieses Syndrom als Ursache fir den
Testosteronmangel in ebendiesen Mannchen ebenfalls ausgeschlossen.

Die Idee dieser Arbeit, dass ein chemosensorisches System Einfluss auf den Reproduktionserfolg
hat, wird von dem Kallmann- bzw. olfaktogenitalen Syndrom unterstiitzt, in dem klar ein
verminderter olfaktorischen Sinn mit einer Reproduktionsstorung in Verbindung steht. Dieses
Syndrom ist in Bezug auf den TRPM5 sehr interessant, da es durch eine Anosmie
(Geruchsstorung) aufgrund einer gestorten Entwicklung des Bulbus olfactorius und
hypothalamischer Gebiete charakterisiert ist (Dodé and Hardelin, 2009; Forni and Wray, 2015;
Kohn, 2004). Wahrend der Embryonalentwicklung bilden sich GnRH-ausschiittende Zellen aus
Vorlduferzellen der olfaktorischen Plakode und wandern in das Vorderhirn ein, in dem der
Hypothalamus und die Hypophyse situiert sind (Forni and Wray, 2015; Wray, 2002; Wray et al.,
1989), die Uber die Ausschiittung der Hormone GnRH bzw. FSH und LH unter anderem die
mannliche Fertilitdt steuern. Untersuchungen zeigen, dass der TRPM5-lonenkanal in
olfaktorischen Sinnesneuronen (Kaske et al., 2007), im olfaktorischen Bulbus (Lin et al., 2007,
Rolen et al., 2014) und sogar in der hypothalamischen Struktur, der Eminentia mediana,
exprimiert wird (miindliche Korrespondenz mit Prof. B6hm, Universitatsklinikum des Saarlandes;
Daten nicht veréffentlicht). Die Eminentia mediana ist die Schnittstelle zwischen der neuronalen
und endokrinen hypothalamisch-hypophysaren Regulation der Reproduktion (Yin and Gore,
2010). Obwohl die Leitsymptome des Kallmann-Syndroms (z. B. Hodenhypoplasie, Infertilitat,
Mikrophallus, Kryptorchismus, Nierenfehlbildungen) in TRPM5-knockout-Mannchen nicht
beobachtet, bzw. bisher nicht untersucht (Mikrophallus, Kryptorchismus, Nierenfehlbildungen)
wurden, sind weiterfiihrende Studien bezliglich der GnRH- bzw. FSH- und LH-Konzentration von
grolRem Interesse, da in TRPM5-knockout-Mannchen eine milde Form dieses Syndroms vorliegen
kénnte. In diesem Zusammenhang ist auch die hormonelle Untersuchung der TasR-TRPM5-
Doppel-knockout-Mannchen von Bedeutung fiir die weitere Charakterisierung des
Reproduktionsphdnotyps dieser Mauslinien, da die reduzierte epididymale Spermienanzahl in
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den Tas1rl-TRPMS5-Doppel-knockout-Mannchen endokrin verursacht sein kénnte und auch auf
eine Hypogonadismus-Variante hindeuten kénnte.

Neben dem mannlichen Reproduktionsgewebe ergaben erste Arbeiten, dass die
Geschmacksrezeptoren Taslrl und Tas2r131 (Voigt et al., 2015) sowie der lonenkanal TRPM5
(mindliche Korrespondenz mit Prof. B6hm, Universitatsklinikum des Saarlandes; Daten nicht
veroffentlicht) auch im Gehirn exprimiert werden. Daher wére eine genaue Expressionsanalyse
der gustatorischen Signalproteine auch fiir das Gehirn wichtig, da die beobachteten Fertilitats-
Einschrankungen der Taslrl-TRPM5- bzw. Tas2r131-TRPM5-Doppel-knockout Mannchen nicht
nur auf Ebene der Reproduktionsorgane verursacht sein konnten. Zusatzlich waren
Fehlfunktionen, die auf einen neuroendokrinen Einfluss des Tasl1rl, Tas2r131 und/oder TRPM5
auf die Fertilitat hindeuten, und dadurch die Reproduktionsfahigkeit bereits auf einer der ersten
Ebenen der Hypothalamus-Hypophysen-Gonaden-Achse (Abbildung 1) einschranken konnten,
denkbar.

Zusammenfassend lasst sich feststellen, dass bei einem Vergleich der Reproduktionsparameter
der beiden TasR-TRPMS5-Doppel-knockout Mauslinien die gemeinsame Deletion des Taslrl und
des TRPM5 insgesamt einen grofReren Einfluss auf die Reproduktionsfahigkeit der Mannchen
hat, als das Fehlen des Tas2r131 zusammen mit dem TRPMS5. Analysen der Taslrl-TRPMS5-
Doppel-knockout-Zuchtpaare/Mannchen zeigen einen zeitlich signifikant verlangerten Abstand
zwischen zwei Wirfen, eine hohere postnatale Mortalitdtsrate, eine signifikant erhohte
testikuldare Apoptoserate, eine leicht verringerte Anzahl an epididymalen Spermien sowie eine
signifikant volumindsere Kopfmorphologie. Da Tas2r131-TRPM5-Doppel-knockout-Mannchen
und TRPMS5-knockout-Mannchen auch eine erhohte Sterberate unter den Jungtieren, eine
erhohte Apoptoserate in den Tubuli seminiferi und eine Volumenzunahme der Spermienkopfe
zeigten, konnte die Ursache hierfir moglicherweise in dem Fehlen des TRPM5-lonenkanals
liegen. Da der verlangerte Wurfabstand und die etwas reduzierte Spermienanzahl nicht in
Tas2r131-TRPM5-Doppel-knockout- bzw. TRPM5-knockout-Mannchen zu registrieren sind, ist
hierbei von einem distinkten Einfluss des Taslrl gemeinsam mit dem TRPMS5 auf die
entsprechenden Parameter auszugehen. Die verschiedenartige Auspragungsstarke der beiden
Tas1lrl-TRPM5- und Tas2r131-TRPM5-Doppel-knockout-Phanotypen  kann durch die
unterschiedlich groRen Tas1- bzw. Tas2-Geschmacksrezeptorfamilien hervorgerufen werden, die
in der Tas2r131-TRPM5-Doppel-knockout-Mauslinie eine scheinbar vollstandige Kompensation
des Bitterrezeptors durch einen anderen Tas2-Rezeptor erlauben. Dieser Bitterrezeptor-
Ausgleich kénnte jedoch auch der Grund dafiir sein, dass keinerlei Tas2r131-TRPM5-spezifische
Auswirkungen mehr auffallend sind, wahrend eine mogliche Kompensation des Taslrl durch
den Taslr3 nicht ausreichend genug scheint und deshalb vereinzelte Besonderheiten in der
Tas1r1-TRPM5-Doppel-knockout-Mauslinie auftreten.
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5.2 Expression von MUPP1 und OMP in extranasalen Organsystemen

5.2.1 MUPP1 in gustatorischen und gastrointestinalen Zellen

Das an der olfaktorischen Signalweiterleitung beteiligte Protein MUPP1 ist aus 13
Proteininteraktionsdoménen aufgebaut (Ullmer et al., 1998). Ahnlich dem InaD (engl.:
inactivation no afterpotential D) aus dem Sehsystem von Drosophila melanogaster, wird auch fir
das MUPP1 eine Funktion als Proteinkomplex (,Olfactosome”)-Bildner diskutiert (Baumgart et
al., 2014). Daher wird angenommen, dass MUPP1 unterschiedliche
Signaltransduktionskomponenten bindet und in rdaumliche Ndhe zueinander bringt, wodurch
eine schnelle und storungsfreie Weiterleitung eines Reizes gewahrleistet ware (Dooley et al.,
2009). Erste Untersuchungen dazu haben bereits gezeigt, dass MUPP1 diverse Proteine der
olfaktorischen Signalkaskade bindet (Baumgart et al., 2014), und dass ohne ein funktionelles
MUPP1 olfaktorische Desensitisierungsprozesse durch lang anhaltende Ca®*-Stréme verzogert
werden (Dooley et al., 2009). Auch fir das gustatorische System wurde bereits eine MUPP1-
Expression in Zellen der Wallpapille gezeigt (Liu et al., 2012b). Daher wurden im Rahmen der hier
vorgestellten Arbeit histologische Colokalisationsstudien durchgefiihrt, um so zu Gberprifen, ob
MUPP1 auch mit Proteinen der gustatorischen Signalkaskade colokalisiert ist, so dass die
Proteinkomplex-Hypothese dann auch auf das Geschmackssystem lbertragen werden kdnnte.

In diesen Studien zeigte sich, dass MUPP1 sowohl in jeder Tas2r131-exprimierenden als auch in
allen TRPM5-exprimierenden Zellen einer Geschmacksknospe nachzuweisen ist (Abbildung 39).
Aufgrund der charakteristischen Markierung der gustatorischen Typ lI-Zellen durch den TRPM5
und der MUPP1-Expression in exakt den gleichen Zellen, erscheint die Beteiligung des MUPP1 an
der gustatorischen Signaltransduktion méglich. Ahnlich den Untersuchungen am olfaktorischen
System sind deshalb Analysen zur Reizweiterleitung notwendig, um so feststellen zu kénnen, ob
MUPP1-knockout-Mause ein verdndertes Rezeptorpotential zeigen. Eine verlangerte
gustatorische elektrische Antwort auf einen Geschmacksstoff in MUPP1-defizienten Zellen
kénnte dann drauf hindeuten, dass MUPP1, unabhdngig vom chemosensorischen System, als
Multiproteinadapter fungiert und dadurch Einfluss auf die Wahrnehmung einer Maus hat.

Der TRPM5-lonenkanal wird nicht nur im Geruchs- und Geschmackssystem, sondern gemeinsam
mit weiteren gustatorischen Proteinen, auch im Gastrointestinaltrakt exprimiert (Eberle et al.,
2013; Kaske et al., 2007). Wéahrend der TRPM5 im murinen Magen in Zellen des Corpus, der
Jlimiting ridge” und des Pylorus nachgewiesen werden kann, konnte MUPP1 mit Hilfe
histologischer Immunfluoreszenz-Analysen nur im Bereich der ,limiting ridge” und in
Pylorusdriisen nachgewiesen werden (Abbildung 40). Da in diesen Bereichen MUPP1 mit dem
TRPMS5 in den gleichen Zellen colokalisiert vorliegt, kann auch hier eine mogliche Beteiligung des
MUPP1 an einer chemosensorischen Signalweiterleitung postuliert werden. Wahrend diverse
Studien (ber die Beteiligung chemosensorischer Proteine an der hormonellen Regulation des
Verdauungsapparates existieren (Finger and Kinnamon, 2011; Rozengurt and Sternini, 2007), ist
nicht klar, warum MUPP1 ausschlieRlich in Zellen der , limiting ridge” und des Pylorus exprimiert
wird und nicht auch im Corpus-Areal, in dem die hormonelle Sekretion von Verdauungsenzymen
stattfindet (Greeley, 1998). Nachdem die faltige Struktur der ,limiting ridge” den Osophagus-
Ausgang umschlieRt, und der Pylorus den Ubergang des Magens in den Diinndarm darstellt,
kénnte an beiden Ein- und Ausgangsstellen des Magens eine toxikologische Kontrolle der
aufgenommenen Nahrung stattfinden. Eine derartige Prifung muss schnelle Reaktionen zur
Folge haben, so dass eine Signaltransduktion durch einen MUPP1l-vermittelten

154



Diskussion

Multiproteinkomplex eine effiziente Strategie darstellen wiirde, um die weitere Aufnahme
verdorbener und/oder giftiger Nahrungsbestandteile zu verhindern bzw. ihr rasch
entgegenzuwirken. Um dieser Hypothese jedoch zu Uberprifen, waren auch hier weitere
immunhistochemische Untersuchungen sowie Interaktionsstudien notwendig.

5.2.2 OMP- ein olfaktorisches Protein in der Lunge

Die Lunge ist eines der wenigen inneren Organe, das direkt mit dem duferen Umfeld eines
Organismus in Kontakt kommt. Daher ist es wichtig, dass die Lunge potentielle Gefahren schnell
bemerkt und sich durch geeignete Mechanismen vor dufleren schadlichen Einfliissen schiitzt.
Bereits in zahlreichen wissenschaftlichen Studien konnte gezeigt werden, dass sich
chemosensorische Proteine auch im oberen und unterem respiratorischen System befinden, und
dass diese an Reaktionen auf duRere Einfllisse (z. B. Husten, Erhohung der ziliaren Aktivitdt um
schadliche Substanzen abzutransportieren) (Deshpande et al., 2010; Shah et al., 2009; Tizzano et
al.,, 2011; Tizzano et al., 2010) beteiligt sind.

In der vorliegenden Arbeit konnte erstmals gezeigt werden, dass das olfaktorische Protein (OMP)
im Alveolargewebe der Lunge exprimiert wird und dort mit chemosensorischen Proteinen des
olfaktorischen- (ACIlIl) und des gustatorischen Systems (TRPMS5) colokalisiert erscheint
(Abbildung 45 und Abbildung 48). Da der TRPM5-lonenkanal auch im olfaktorischen System
eine funktionelle Rolle spielt (Lin et al., 2008; Lin et al., 2007; Lopez et al., 2014), kbnnte die
colokalisierte, alveolare Expression von OMP mit ACIIl bzw. TRPM5 auch ein Hinweis darauf sein,
dass OMP, dhnlich wie MUPP1, System-unabhangig mit unterschiedlichen chemosensorischen
Proteinen agiert. Inwiefern dieses Zusammenspiel erfolgt, kann anhand der hier prasentierten
immunhistologischen Ergebnisse nicht beantwortet werden, sondern benétigt weiterfiihrende
Interaktionsstudien von OMP mit ACIIl und TRPM5 in Lungengewebe.

Im Alveolargewebe der Lunge formen die beiden Zelltypen der AT I- und llI-Zellen eine
funktionelle Barriere, um vor eingeatmeten Partikeln zu schitzen und sogar eine
immunologische Reaktion auszulésen (Chen et al., 2006; Chuquimia et al., 2013). Obwohl eine
noch ausstehende Analyse mit Zellmarkern fiir beide Pneumozyten-Zelltypen Aufschluss dariiber
geben wiirde, ob OMP tatsachlich in einem der beiden Zelltypen exprimiert wird, kann anhand
des morphologischen Erscheinungsbildes (Abbildung 43) bereits angenommen werden, dass
OMP in AT II-Zellen exprimiert wird, die an ihrer kubischen Form zu erkennen sind (Chuquimia et
al., 2013). Neben den Pneumozyten wirken auch Alveolarmakrophagen an der immunologischen
Verteidigung des respiratorischen Systems mit. Makrophagen sind Zellen des Immunsystems
und konnen Uber den Prozess der Phagozytose gefdhrliche Mikroorganismen unschadlich
machen (Chuquimia et al.,, 2013). Sie entstehen im Knochenmark und kénnen (iber den
Blutstrom in das Lungengewebe gelangen, wo sie zu Alveolarmakrophagen differenzieren.
Makrophagen sind groRRe Zellen mit einem deutlichen Zellkern und einem ausgepragten
Zytoplasma, aus dem Auslaufer gebildet werden kdnnen, mit Hilfe derer sich die Zelle innerhalb
des Gewebes fortbewegen kann (Campbell et al., 2006; Lohmann-Matthes et al., 1994). Anhand
der gezeigten Aufnahme in Abbildung 43 ist ein deutlicher zellularer Unterschied zwischen der
OMP-Expression in beiden prasentierten Aufnahmen zu erkennen. Wéahrend in Abbildung 43 B
die Zelle aufgrund ihrer kubischen Form einer AT lI-Zelle gleicht, wirkt die OMP-positive Zelle in
Abbildung 43 C deutlich groRer, mit einem groRBen runden Zellkern und einem ausgepragten
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Zytoplasma, das Zellauslaufer zu bilden scheint. Diese morphologischen Merkmale deuten auf
eine Alveolarmakrophage hin, so dass eine Expression des OMPs in immunologischen Fresszellen
der Lunge moglich erscheint. Initiale quantitative RT-PCR (qPCR) Analysen mit OMP-spezifischen
Primern zeigten in murinen Makrophagen des Knochenmarks Signale der OMP-mRNA (Daten
nicht gezeigt). Um den Hinweisen der OMP-Expression in alveolaren Immunzellen weiterhin
nachgehen zu koénnen, sind fortfihrende gPCR-Analysen mit OMP-Primern und murinen
Makrophagen sowie immunhistochemische Colokalisationstudien mit Makrophagenmarkern
(z. B. Iba-1) (Ohsawa et al., 2004) notwendig.

In vorangegangenen wissenschaftlichen Arbeiten wurde bereits gezeigt, dass Geruchs- und
Geschmacksrezeptoren an der Aktivierung der pulmonalen Immunantwort beteiligt sind
(Deshpande et al., 2010; Shah et al., 2009), und dass ORs in Alveolarmakrophagen exprimiert
werden (Li et al., 2013). Diese Vielfalt an Rezeptoren macht es den Makrophagen maéglich, auf
diverse Stimuli zu reagieren, wobei sie zugleich die Differenzierung, Aktivierung, Migration und
Phagozytose der Makrophagen reguliert (Li et al., 2013). Obwohl dem OMP, das auch extranasal
in Zellen mit weiteren Geruchs-assoziierten Proteinen nachgewiesen wurde (Kang et al., 2015),
bisher keine eindeutige Funktion innerhalb der olfaktorischen Signalkaskade zugeordnet werden
kann, erscheint eine Beteiligung des ektopen OMPs an der Signaltransduktion der pulmonalen
Immunantwort aufgrund der bereits publizierten Erkenntnisse und der hier prasentierten
Ergebnisse denkbar.

Da die in der vorliegenden Arbeit vorgestellten Ergebnisse zur Expression des Geristproteins
MUPP1 und OMP in weiteren als den bisher bekannten Systemen noch keine eindeutigen
Aussagen dariber zulassen, ob MUPP1 und OMP sowohl gustatorische, als auch olfaktorische
Signalproteine binden, sind hierfir unbedingt weiterfihrende Analysen zur Kldrung notwendig.
Es kann jedoch klar festgehalten werden, dass sowohl MUPP1 als auch OMP gemeinsam mit
dem TRPMS5 und weiteren chemosensorischen Signalproteinen in einer Zelle exprimiert werden,
und dass fir das OMP sogar Hinweise auf einen immunologischen Zusammenhang mit der
chemosensorischen Signalkaskade erbracht werden konnten.
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5.3 Ausblick

5.3.1 Funktioneller Einfluss gustatorischer Signalproteine auf Vorgdnge der

mannlichen Reproduktion

Obwohl der biologische Vorgang der sexuellen Reproduktion einer der fundamentalsten
Prozesse zur Erhaltung der Art ist, kann noch nicht jede fertilitdtsrelevante molekulare Reaktion
detailliert erklart werden. Abgesehen von der Motivation der Grundlagenforschung, den
gesamten Prozess (Spermatogenese, Kapazitierung, Wegfindung zur Eizelle, Akrosomreaktion
uvm.) mit seinen Details zu verstehen, herrscht auch ein besonders groRes medizinisches
(Fruchtbarkeitsstorungen) und soziales (Verhitungsmittel) Interesse an moglichen
therapeutischen  MaBnahmen, reproduktive Vorgdnge zu beeinflussen. Anhand
wissenschaftlicher Arbeiten der letzten Dekade wurde eine bis dato auf das Geschmackssystem
beschrankte Expression gustatorischer Signalproteine auch im mannlichen
Reproduktionsgewebe gezeigt und ihr Einfluss auf das Fruchtbarkeitspotential ndher untersucht.
In der vorliegenden Arbeit wurden unterschiedliche Versuchsansatze gewahlt, um die Funktion
gustatorischer Proteine in Prozessen der mannlichen Reproduktionsorgane genauer zu
charakterisieren.

Der Bitterrezeptor Tas2r131, dessen mRNA besonders stark im mannlichen Hodengewebe
nachgewiesen werden konnte, scheint eine besondere, allerdings noch nicht geklarte Funktion
im mannlichen Reproduktionsgewebe zu haben. In Analysen zur Vererbung der genetischen
Information der manipulierten codierenden Tas2rl131-Sequenz in geschlechtsspezifischen

BL-IRES-hrGFP

Verpaarungen der Tas2r131 -Mauslinie konnte festgestellt werden, dass, unabhangig
vom genetischen Stammbhintergrund, die verdnderte Gensequenz im Mannchen vermehrt
geschlechtsunabhdngig vererbt wird. Weiterfihrende Chromosomenanalysen konnten
Aufschluss dariiber geben, ob wahrend der Meiose im Verlauf der Spermatogenese genetische
Dysfunktionen auftreten. Diese konnten chromosomale Aberrationen hervorrufen und so
moglicherweise eine fehlerhafte Segregation der Keimzellen herbeifiihren, die das verstarkte
Vererbungsmuster des Tas2r131-hrGFPs erklaren konnte. Diesbeziiglich wurde in ersten
Untersuchungen von Tas2rl131 [-]-Spermien eine erhohte Induktion der Akrosomreaktion in
Folge einer Inkubation mit muriner Zona pellucida festgestellt. Dadurch kdnnten Spermien ohne
einen funktionellen Tas2r131-Bitterrezeptor einen selektiven Vorteil bezlglich der
Eizellbefruchtung haben. Aufgrund der geringen Anzahl analysierter Spermienproben waéren
daher zusatzliche Analysen zur Reaktivitat Tas2rl131-defizienter Spermien auf isolierte und
solubilisierte Zona pellucida notwendig.

Um zu Uberprifen, ob der milde Reproduktionsphanotyp von Tas2r131-defizienten Mannchen
moglicherweise durch eine kompensatorische Hochregulation eines oder mehrerer Mitglieder
der Tas2-Rezeptorfamilie zu erklaren ist, konnte mit Hilfe quantitativer RT-PCR Analysen gezeigt
werden, ob in Tas2r131-defizienten Méannchen ein hoheres mRNA-Expressionslevel eines
anderen Vertreters der Bitterrezeptorfamilie nachzuweisen ist, als in Wildtyp-Mannchen.

Neben den Tas2rl131-knockout-Mausen wurden auch TRPM5-defiziente Méannchen beziiglich
ihrer Fertilitait und dem Reproduktionsverhalten genauer untersucht. Hierbei wurde deutlich,
dass in Zuchtpaaren von TRPM5-knockout-Mausen (spater auch von TasR-TRPM5-Doppel-
knockout-Mausen) eine vermehrte postnatale Mortalitatsrate zu registrieren war. Da der
TRPM5-lonenkanal an der Detektion von olfaktorischen Stimuli beteiligt ist, die die innerartliche
Kommunikation ermoglicht, koénnte eine fehlende miitterliche Fiirsorge aufgrund einer

157



Diskussion

eingeschrankten Wahrnehmung von ausgesendeten Geruchsreizen durch die Jungtiere der
Grund fir die erhohte Sterblichkeitsrate sein. Um dies ndher zu untersuchen, sind maternale
Verhaltenstests postpartum sowie olfaktorische Verhaltensanalysen notig.

In funktionellen Untersuchungen wurde in kapazitierten TRPM5 [-]-Spermien ein erhdhtes Ca®'-
Basallevel festgestellt. Da zusatzlich in testikularen TRPM5-knockout-Gewebeschnitten (und
auch in Gewebeschnitten von TasR-TRPM5-Doppel-knockout-Hoden) eine angestiegene Rate
apoptotischer Zellen zu verzeichnen war, kdnnten quantitative ROS-Bestimmungen Klarheit
dariber verschaffen, ob die Deletion der TRPM5-codierenden Sequenz zu einer Verdanderung der
Ca’*-Homoostase fiihrt, die erhebliche Zellschiden als Folge hatte. Gleichzeitig sind aufgrund der
veranderten Ca®*-Konzentration Motilitatsmessungen von TRPM5-knockout- (und TasR-TRPM5-
Doppel-knockout)-Spermien wichtig, um weitere Aussagen beziglich der Fertilitat treffen zu
kénnen. Da jedoch die Ursache der erhohten Ca**-Konzentration nicht bekannt ist, sind auch
elektrophysiologische Messungen notwendig, die zeigen sollen, ob in TRPMS5 [-]-Spermien eine
verlangerte Hyperpolarisation nachzuweisen ist. Eine solche Verdnderung kénnte in TRPMS5 [-]-
Spermien einen erhéhten Ca**-Influx verursachen.

Da neben einem reibungslosen, funktionellen Ablauf auch die hormonelle Regulation einen
essentiellen Einfluss auf die Fertilitdtsrate hat, wurde in initialen Messungen die Konzentration
des Steroidhormons Testosteron in TRPMS5-knockout-Mannchen bestimmt. Die dabei
gemessene, signifikante Testosteron-Reduktion deutet auf eine Beteiligung des TRPM5-
lonenkanals an der Synthese, Ausschiittung oder der vermehrten Metabolisierung des Hormons
hin. Da in den Leydig Zellen die Testosteron-Synthese und -sekretion stattfindet, und in den
Leydig Zellen die Expression des TRPMS5 beobachtet wurde, jedoch noch nicht in
Colokalisationsstudien mit Leydig-Zellmarkern bestatigt wurden, sind weitere histologische
Untersuchungen dieser Zellen unerlasslich. Interessant ware hierbei, ob sich aufgrund der
TRPM5-Deletion die Anzahl der Leydig Zellen verdndert oder die Morphologie andersartig
erscheint. Eine zusatzliche Konzentrationsmessung des Insulin-like factor 3 (INSL3), einem Leydig
Zell-sekretierten Peptidhormon, ware sicherlich auch ein hilfreicher Parameter zur Bestimmung
der Leydig Zell-Funktionalitat (Ivell et al., 2013), da dessen Quantifizierung Riickschliisse liber die
Testosteronsekretion zulassen wiirde. Fiir die weitere Charakterisierung des TRPMS5 in Bezug auf
seine Funktion im mannlichen Reproduktionssystem sind zusdtzliche hormonelle Analysen
(GnRH, FSH, LH) auch in TasR-TRPM5-Doppel-knockout-Mannchen unverzichtbar. Anhand dieser
Untersuchungen konnte anschlieBRend geschlussfolgert werden ob, und wenn auf welcher
Ebene, der TRPM5 Einfluss auf die Hypothalamus-Hypophysen-Gonaden-Achse auslibt.

Obwohl das gemeinsame Fehlen der gustatorischen Signalproteine Taslrl, Tas2r131 und
TRPMS5, die auch im mannlichen Reproduktionsgewebe exprimiert werden, in den Taslrl-
TRPM5- und Tas2r131-TRPM5-Doppel-knockout-Mauslinien keinen gravierenden
Reproduktionsphdnotyp zeigt, sind in Taslrl-TRPM5-Doppel-knockout-Tieren gehauft
Auffilligkeiten im Vergleich zur Wildtyp-Mauslinie C57BL/6N zu registrieren. Die hier
vorgestellten Befunde zeigen unter anderem, dass in Taslrl-TRPM5-Doppel-knockout-
Zuchtpaaren ein verldngerter Abstand zwischen einzelnen Wiirfen registriert wurde. Da in
Mannchen dieser Mauslinie zusatzlich eine verringerte Anzahl an Spermien festzustellen war,
konnte diese Fertilitatseinschrankung der Grund fir die groReren zeitlichen Abstdnde zwischen
zwei Wirfen sein. Um jedoch herauszufinden, ob die Ursache fir diese Zuchtabweichung
tatsachlich in einer verringerten mannlichen Fertilitdt oder aber in einer verlangerten Tragezeit
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liegt, konnten vaginale Plug-Analysen durchgefiihrt werden, die erste Hinweise darauf geben
wirden, ob und wie oft eine Kopulation der Zuchttiere stattfindet und wie haufig daraus eine
Schwangerschaft resultiert.

Aufgrund der veranderten Konzentration des second messengers Ca**in Spermien von TRPM5-
knockout Mannchen wiare es duRerst interessant, diesen Punkt auch fir die hier generierten
TasR-TRPM5-Doppel-knockout Spermien zu kldren. Da in Taslr3-a-Gustducin-Doppel-knockout-
Mannchen eine reduzierte testikuldre Expression von Genen, die durch den Transkriptionsfaktor
CREM (engl.: cAMP response element modulator) reguliert werden, festgestellt wurde (Mosinger
et al., 2013), waren zusatzliche Konzentrationsbestimmungen des kleinen Signalmolekiils cAMP
in TRPM5-knockout und/oder TasR-TRPM5-Doppel-knockout Spermien ebenso spannend.

Zur Analyse, warum die hier untersuchten Doppel-knockout-Tiere keine derart schwerwiegenden
EinbuRen beziiglich ihrer Fertilitdt haben, wie es fir die Tas1lr3-a-Gustducin-Doppel-knockout-
Mannchen beobachtet wurde, konnten gqPCR Analysen angewendet werden. Mit Hilfe dieser
ware es moglich festzustellen, ob beispielsweise in Taslr1-TRPM5-Doppel-knockout-Mannchen
die Expression des Taslr3 hochreguliert ist. Da der Taslr3 im gustatorischen System ein
essentieller Geschmacksrezeptor fir den SuUB- und Umami-Geschmack ist, konnten
anschlieRende Zuchtversuche mit Tas1r3-TRPM5-Doppel-knockout-Mausen zeigen, ob in diesen
Mannchen auch ein eher milder Reproduktionsphanotyp festgestellt werden kann; oder ob die
Mannchen, dhnlich den Taslr3-a-Gustducin-Doppel-knockout-Mannchen, ebenfalls steril sind.
Diese Befunde wirden zum einen weitere Hinweise darliber liefern, ob eine gustatorische
Signalkaskade auch im mannlichen Reproduktionstrakt funktionell aktiv ist; zum anderen kénnte
dadurch gezeigt werden, ob ausschlieflich eine funktionelle Interaktion des Taslr3 mit
a-Gustducin wichtig flir die mannliche Fertilitdt ist, oder ob auch eine Taslr3-vermittelte
Signalweiterleitung Gber den TRPM5 lonenkanal essentiell ist.

5.3.2 MUPP1 und OMP als mdgliche Multiproteinadaptoren in unterschiedlichen

chemosensorischen Organsystemen

In der vorliegenden Arbeit wurde unter Zuhilfenahme immunhistologischer
Colokalisationstudien gezeigt, dass MUPP1 gemeinsam mit Vertretern der gustatorischen
Signalkaskade in Typ IlI-Zellen bzw. in Zellen der ,limiting ridge” und der Pylorusdrisen des
murinen Magens exprimiert wird. Fir die exakte Bestimmung der MUPP1-Lokalisation in den
Rezeptorzellen einer Geschmacksknospe und in chemosensorisch aktiven Zellen des
Gastrointestinaltrakts sind fortfihrende Untersuchungen mit Typ II-Zellmarkern (z. B. PLCB2)
bzw. Zellmarkern fir Zellen des Pylorus (z.B. G-Zellen — Gastrin) notwendig. Durch
Interaktionsstudien mit MUPP1 und Proteinen der gustatorischen Signalkaskade kénnten nicht
nur Protein-Bindepartner identifiziert werden, sondern auch Hinweise gesammelt werden, die
auf eine mogliche Funktion des MUPP1 auch auRerhalb des bisher untersuchten Systems
schlieBen lassen. Auf diese Weise konnte eindeutig gezeigt werden, ob MUPP1 ein oder mehrere
Signalproteine bindet und dadurch Einfluss auf den Ablauf der Signaltransduktion ausiiben
kénnte.

Anhand immunhistochemischer Studien konnte in dieser Arbeit die Expression des Proteins
OMP, das einen Marker fir olfaktorische Sinnesneurone darstellt, in Lungengewebe
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nachgewiesen werden. Untersuchungen mit mehreren olfaktorischen und gustatorischen
Signalproteinen lieen aulRerdem erkennen, dass OMP gemeinsam mit ACIIl und TRPMS5 in Zellen
des Alveolargewebes exprimiert wird. Weiterfiihrende histologische Analysen mit spezifischen
Lungen-Zellmarkern konnten Aufschluss Uber den exakten Zelltyp geben, in dem das OMP
gezeigt wurde, so dass dadurch auf eine mogliche Funktion des OMPs in der Lunge geschlossen
werden konnte. Nachdem OMP auBerdem in Alveolarmakrophagen-dhnlichen Zellen
nachgewiesen wurde und zusatzlich initiale gPCR Analysen auf eine OMP-Expression in murinen
Makrophagen hindeuten, sind weitere Analysen mit einem Makrophagenmarker (lba-1) und
fortfiihrende gPCR Analysen notwendig, um diesen Befund zu bestatigen. Zusatzliche Studien
Uiber die Migration, Phagozytose und Morphologie von OMP-defizienten Makrophagen kdnnten
dann Aufschluss dariiber geben, ob OMP einen moglichen Einfluss auf eine immunologische
Reaktion hat.
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