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Einleitung

1. Einleitung
1.1 Klinische Fallbeschreibung und Identifikation einer neuartigen Mutation
im Ehd1-Gen
FAMILIE 1 FAMILIE 2
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[:] mannl. Person ohne Merkmal méannl. Merkmalstrager
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[ O Ehepaar [ =0 Verwandtenehe

ABBILDUNG 1: Patientenstammbaume. Uber Linkage-Analysen und Next-Generation-Sequencing wurde bei
sechs Patienten aus vier drusischen Familien eine autosomal-rezessiv vererbte Mutation im Ehd1-Gen festgestellt,
die sich klinisch in Form einer ausgepragten niedermolekularen Proteinurie in Kombination mit einem Hoérverlust im
Hochfrequenzbereich aulierte.

Diese Arbeit behandelt weiterfihrende Untersuchungen zu einem Projekt, das bereits vor
einigen Jahren in enger Zusammenarbeit mit Prof. Dr. Robert Kleta und Dr. Naomi Issler
(Royal Free Hospital i Centre for Nephrology, London) begonnen wurde. Bei sechs Patienten
aus vier drusischen Familien konnte eine neuartige, autosomal-rezessiv vererbte Form einer
niedermolekularen (low-molecular weight; LMW), tubularen Proteinurie von 1-2g/Tag
festgestellt werden (Abbildung 1). Genauere Untersuchungen dieser Patienten ergaben, dass
neben dem Nierenphédnotyp zuséatzlich ein sensorineuronaler Horverlust im hohen

Frequenzbereich (> 2000 Hz) vorlag. Es handelte sich um drei weibliche, sowie drei mannliche



Einleitung

Patienten im Alter zwischen 12 und 32 Jahren, die aus Blutverwandten-Ehen heterozygoter
Mutationstrager abstammten. Uber Linkage-Analysen und Next-Generation-Sequencing
konnte Prof. Kleta mit seinem Team eine missense-Mutation im Gen, das fir das C-terminal
Eps15-homology domain containing protein 1 (EHD1) codiert, identifizieren. Die Mutation
konnte im Exon 5 an Stelle ¢.1192 lokalisiert werden. Dort zeigte die Gensequenz anstelle des
Cytosins ein Thymin, was im resultierenden Protein den Austausch der Aminosaure Arginin
(Arg, R) durch ein Tryptophan (Try, W) an Stelle p.398 (p.R398W) zur Folge hatte.

Wahrend die Patienten sowohl einen Nieren-, als auch einen Innenohr-Phéanotyp aufwiesen,
konnte bei einem korrespondierenden Ehd1-knockout Mausmodell, bei welchem das Ehd1-
Gen inaktiviert worden war, zusétzlich ein Hodenphanotyp festgestellt werden. In
Ubereinstimmung mit den Beobachtungen der Rainey-Gruppe, die im Jahr 2010 erstmals tiber
ein Ehd1-knockout Mausmodell in Verbindung mit mannlicher Infertilitat berichteten, konnten
unsere Ehd1”-Ménnchen keine Nachkommen zeugen, wahrend die weiblichen Mause in ihrer
Fertilitdt nicht beeintrachtigt waren. Um sich der Situation beim Patienten noch weiter
anzunahern, wurde in Erganzung zum knockout-Mausmodell ein weiteres Mausmodell T ein
sog. knockin-Mausmodell - generiert, bei dem das Ehd1-Gen auf dieselbe Weise mutiert
wurde, wie es bei den Patienten der Fall war. Nach ersten Untersuchungen dieser Mause
konnte ein Ubereinstimmender Nieren- und Innenohrphanotyp von Patienten, knockout und
homozygoten knockini Tieren bestatigt werden. Im Hinblick auf den Hodenphénotyp zeigten
sich jedoch weitaus gravierendere Veranderungen im Hodenepithel der mannlichen,
homozygoten Ehd1R¥®WRBW_Mause im Vergleich zu jenen, denen das Ehd1-Gen génzlich
fehlte. Hinweise auf einen humanen Hodenphénotyp unter den mannlichen Patienten lagen
zum Zeitpunkt der Untersuchung nicht vor, weshalb hierzu keine Untersuchungen
durchgefuhrt wurden. Eine erneute Kontaktaufnahme zu den Patienten gestaltete sich zudem
schwierig, da sie in einer Krisenregion im Nahen Osten leben und aufgrund ihrer
Glaubensrichtung sehr privaten und intimen Themen verschlossen gegenubertreten.
Wahrend der Nierenphéanotyp bereits ausgiebig untersucht und von Sara Afonso im Rahmen
ihrer Disseration, sowie einer Veroffentlichung publiziert wurde (Issler et al. 2022), lieferten die
Auswirkungen der Mutation auf das HOrvermodgen und die Fertilitat Grundlagen fir weitere
Forschungsarbeiten.

Die vorliegende Arbeit befasst sich mit der mutationsbedingten Infertilitdt mannlicher,
homozygoter End1R3%®WRSBW_\ause mit dem Ziel, die Bedeutung von EHD1 wéhrend der
Spermatogenese, sowie die Auswirkungen einer Funktionsanderung, bzw. eines
Funktionsverlustes dieses Proteins auf die Fertilitat detailliert zu betrachten. Ein weiteres Ziel
war es, anhand des massiv ausgepragten Hodenphanotyps beeintrachtigte Vorgange und in

Verbindung damit auch madgliche Interaktionspartner von EHD1 zu identifizieren. Neben dem
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knockin-Mausmodell wurde ein induzierbares Zellmodell von LLC-PK1-Zellen verwendet, die
unter Tetrazyklin-Induktion entweder den Wildtyp oder das mutierte EHD1 exprimierten.

Das geringe Wissen Uber die Beteiligung genetischer Komponenten bei mannlicher Infertilitat
macht die Identifizierung potentiell beteiligter Gene zu einem wichtigen Tool fur neue
Behandlungsansatze. EHD1 wurde bereits in der Vergangenheit mit der Thematik der
mannlichen Fertilitat in Verbindung gebracht, jedoch fehlte bislang der Bezug zu einem
humanen Phanotyp. Auch sind die Auswirkungen der Mutation auf die mannlichen Patienten
nicht bestéatigt, allerdings liefert diese Arbeit eindeutige Hinweise darauf, dass EHDL1 fir eine

normale und produktive Spermatogenese unverzichtbar ist.

1.2 Grundlagen der Endozytose

Endozytose beschreibt die Internalisierung von zellfremdem Material ins Innere einer Zelle
durch Einstllpung der Zellmembran und unter Ausbildung von Vesikeln oder Vakuolen
(Abbildung 2) (Conner und Schmid 2003). Dabei ist das aufgenommene Material zu grof3, um
direkt durch die Zellmembran zu diffundieren und/oder tGiber Transportproteine oder Kanale ins
Zellinnere zu gelangen. Stattdessen bedarf es einer komplexen Endozytose-Maschinerie,
welche nicht nur die Aufnahme, sondern auch die weitere Verarbeitung des aufgenommenen
Materials koordiniert. Obwohl bereits einige beteiligte Proteine, Molekile und Vorgange
aufgedeckt werden konnten, sind viele detaillierte Prozesse der Endozytose immer noch
Gegenstand intensiver Forschung.

Neben der Internalisierung von gréReren Molekilen und Oberflachenrezeptoren nimmt die
Endozytose auch eine essentielle Funktion in der Aufnahme von Nahrstoffen fir Zellwachstum
und i reparatur, der Regulation des Immunsystems und der Immunantwort im Kampf gegen
Pathogene oder potentiell zellschadigende Substanzen ein. Auch im Rahmen der Zell-
Homdostase, Eliminierungsprozesse, sowie der Zellentwicklung und Polarisierung spielt sie
eine grofRe Rolle (Conner und Schmid 2003; Di Fiore und Zastrow 2014).

Die Endozytose kann in zwei Ubergeordnete Gruppen unterteilt werden: Die Phagozytose i
auch cell eating genannt i beschreibt die Internalisierung von grof3en Partikeln und kann nur
von bestimmten Zelltypen bewerkstelligt werden, wéhrend die Pinozytose i auch als cell
drinking bezeichnet 7 fur die Aufnahme von kleinen, in Extrazellularflissigkeit gelosten
Substanzen steht. Sie findet in allen Zellen statt und umfasst i je nach GroRe der
aufzunehmenden Partikel - vier grundlegende Mechanismen: Die Makropinozytose
(VesikelgroRe >1um), die Clathrin-vermittelte Endozytose (ca. 120 nm), die Caveolae-
vermittelte Endozytose (ca. 60 nm), sowie die Clathrin- und Caveolae-unabhéangige
Endozytose (ca. 90 nm) (Conner und Schmid 2003). Unter Wirbeltieren stellt die hoch-
konservierte Clathrin-vermittelte Endozytose den Hauptweg der Rezeptorinternalisierung dar

(Lampe et al. 2016). Clathrin-dekorierte Einstilpungen der Plasmamembran dehnen sich in
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das Zellinnere aus, sobald Plasmamembranproteine durch Adapterproteine erkannt und
Rezeptoren auf der Plasmamembran konzentriert werden. Schlief3lich wird das entstandene
Vesikel mitsamt der Fracht durch Abschnirung in das Innere der Zelle eingebracht und weiter
prozessiert. Dynamin - eine GTPase 1 unterstitzt zusammen mit weiteren, akzessorischen
Proteinen die Vesikelspaltung (Grant und Donaldson 2009; Doherty und McMahon 2009).

langsames

\ schnelles
Recycling Recycling
Endozytose/

Internalisierung

Recycling-
endosom (RE)

spates Endosom
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ERC V
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ABBILDUNG 2: Grundlagen der Endozytose. Rezeptoren auf der Plasmamembran unterstitzen die
Internalisierung der aufzunehmenden Fracht und werden gemeinsam mit ihr zun&chst durch endozytotische Vesikel
zum frihen Endosom (EE) transportiert. Hier trennt sich ihr Weg. Wéhrend abzubauende Fracht tber das spate
Endosom zu Lysosomen transportiert und fir die Degradation vorbereitet wird, kdnnen die Rezeptoren Uber einen
schnellen Weg (direkt zuriick zur Plasmamebran) oder Uber einen langsamen Weg (Uber das endosomale
Recyclingkompartiment ERC und das Recyclingendosom RE) an ihren Herkunftsort i der Plasmamembran i
zurtickgefuhrt werden. Abbildung wurde erstellt nach der Vorlage von Allgood und Neunuebel 2018.

Degradation

Unmittelbar nach dem Eintritt in die Zelle (Clathrin-vermittelt oder © unvermittelt) erreicht das
aufgenommene Material das friilhe Endosom (early endosome, EE). Von hier aus wird die
enthaltene Fracht entweder fur den Abbau in Lysosomen oder fir die Wiederverwertung
(Recycling) vorbereitet. Im Falle des Recyclings sind die Rezeptoren dazu bestimmt, entweder
direkt oder aber tber einen Umweg zu ihrem ursprunglichen Standort i der Plasmamembran
- zuruckgefuhrt zu werden. Dieser Umweg fiihrt dabei zum endozytotischen Recycling-
Kompartiment (endocytic recycling compartiment, ERC), von dem aus eine erneute Sortierung
stattfinden kann (Grant und Donaldson 2009). Voraussetzung fur den zielgerichteten

Transport innerhalb der Endozytosemaschinerie ist die Ausbildung von tubuldren

10
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Membranstrukturen, von welchen sich beladene Vesikel abschniiren und die enthaltene Fracht
zum angedachten Ort transportiert werden kann. Diese Vorgange erfordern ein grof3es und
komplexes Netzwerk an verschiedenen Proteinen, die perfekt aufeinander abgestimmt sein
mussen. Neben den EHD-Proteinen sind hier die Mitglieder der Ras-Superfamilie kleiner
GTPasen i die Rab-Proteine - von besonderer Bedeutung (Goldenring 2015; Zhang et al.
2012b).

1.3 Die EHD-Proteinfamilie

Saugetiere besitzen vier homologe EHD-Proteine (EHD1 1 4) und obwohl ihre
Aminosauresequenzen untereinander konserviert sind, sind die entsprechenden
Gensequenzen auf unterschiedlichen Chromosomen codiert. Wahrend sich der Genlocus von
EHD1 auf dem langen Arm von Chromosom 11 (11q13) befindet, sind EHD2, EHD3 und EHD4
auf den Chromosomen 19, 2 und 15 zu finden (EHD2: 19913.3, EHD3: 2p21, EHD4: 15g911.1)
(Mintz et al. 1999). Die EHD-Proteine tibernehmen wichtige Funktionen in einer Vielzahl an
Geweben, darunter in Gehirn, Thymus, Herz, Muskelgewebe, Leber, Milz, Lunge, Niere, Auge
und Innenohr (Blume et al. 2007; George et al. 2007; Sengupta et al. 2009; Arya et al. 2015)
Interessanterweise wird EHD1 als einziges Mitglied der EHD-Familie zusatzlich stark im
Hoden exprimiert, wodurch in diesem Gewebe bei einer beeintrachtigten EHD1-Funktion
kompensatorische Effekte der anderen EHD-Mitglieder nahezu ausgeschlossen werden
kénnen. Entsprechend verheerend kénnen die Auswirkungen einer Funktionsveranderung

bzw. eines -verlustes sein.

1.3.1 Struktureller Aufbau der EHD-Proteine

Linker-Region

) " ATP-bindende G- . A
NH,——helikale Domane Doimane —helikale Dom41e

ABBILDUNG 3: Struktureller Aufbau der EHD-Proteine. Alle Mitglieder der EHD-Familie besitzen dieselbe
Grundstruktur: Die N-terminale ATP-Bindungsdoméne wird zu beiden Seiten von helikalen Domé&nen flankiert,
gefolgt von einer Linker-Region, welche die C-terminale EH-Doméane mit dem Rest des Proteins verbindet. Die
beschriebene p.R398W-Mutation, die in den Patienten gefunden wurde, ist in der Linker-Region zwischen helikaler
Domaéne und C-terminaler EH-Domé&ne zu lokalisieren. Die Abbildung wurde angepasst nach Bahl et al. 2015.

Alle EHD-Proteine zeigen den gleichen strukturellen Aufbau (Abbildung 3): Eine N-terminale,
ATP-bindende G-Domane (Nukleotidbindungsdoméne) wird auf beiden Seiten von helikalen
Regionen begrenzt, gefolgt von einer C-terminal gelegenen EH-Domane, die Uber eine
sogenannte Linker-Region mit dem Rest des Proteins verbunden ist. Je nachdem, um welches
EHD-Protein es sich handelt, besteht es aus 534-543 Aminoséauren (Naslavsky und Caplan
2011). Die EH-Doméane wurde in S&ugetieren in 11 Proteinen aus funf unterschiedlichen

11
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Proteinfamilien identifiziert, darunter Eps15, Intersectin, Reps, 2-Synergin und EHD-Proteine
(Polo et al. 2003). Alle EH-Doméanen weisen eine Helix-Loop-Helix-Region auf, die auch als
EF-Hand bezeichnet wird (Lewit-Bentley und Réty 2000). Manchen Proteinen dient sie als
Bindestelle fur Calcium, wie es beispielsweise bei EHD1 der Fall ist (Naslavsky et al. 2007).
Die Hauptfunktion der EH-Domaéne ist es jedoch, Protein-Protein-Wechselwirkungen durch
Erkennung einer festgelegten Aminoséaure-Abfolge, die auch als NPF-Motiv (N-P-F; Asparain-
Prolin-Phenylalanin) bezeichnet wird, zu ermdglichen (Salcini et al. 1997; Paoluzi et al. 1998).
Sie kann innerhalb der Proteinstruktur entweder N-terminal oder C-terminal angeordnet sein,
was zu unterschiedlichen Proteineigenschaften fuhrt: Zum einen zeigen sich Unterschiede in
der Oberflachenladung der Doméne, denn wahrend N-terminale EH-Domanen normalerweise
eine negative Oberflachenladung besitzen, ist sie bei den C-terminalen EH-Domanen positiv
geladen (Kieken et al. 2007; Paoluzi et al. 1998). EHD-Proteine besitzen eine solche C-
terminal gelegene EH-Domane. Zum anderen zeigen sich Verdnderungen im
Interaktionsverhalten: N-terminale EH-Domanen interagieren ausschlieZlich mit NPF-Motiv-
haltigen Zielproteinen, wahrend C-terminale EH-Domanen in der Lage sind, auch andere
Bindungsmotive (GPF- und DPF-Motive) zu erkennen i auch, wenn die Affinitat fur diese
Motive vergleichsweise gering ist (Kieken et al. 2010; Kieken et al. 2009). Zu den NPF-haltigen
Interaktionspartnern werden beispielsweise SNAP29 (Xu et al. 2004), Rabenosyn 5
(Naslavsky et al. 2004), Syndapin (Naslavsky et al. 2006) und MICAL-L1 (Kieken et al. 2010)
gezahlt, die allesamt Rollen in Endozytose- und Recyclingprozessen einnehmen. Die N-
terminal gelegene Nukelotidbindungsdomane der EHD-Proteine &hnelt jener der GTPasen der
Ras- und Dynamin-Proteinfamilie (Caplan et al. 2002), obwohl sie eine hdhere Affinitat zu ATP
als zu GTP zeigt (Kieken et al. 2009). Die Bindung des Nukleotids bewirkt eine
Konformationsé&nderung der Proteinstruktur, die flr eine Anlagerung an Membranen und damit
zur Ausfuhrung seiner vermuteten Funktion i namlich dem Schneiden von Membranen, sowie

der Abspaltung von Vesikeln i essentiell zu sein scheint.

132 Roll e der EHDOGs in der Endozytose
Fir eine erfolgreiche Rekrutierung an Membranen, sowie die Abschnirung von Vesikeln ist
eine Zusammenlagerung zweier EHD-Molekile zu einem Dimer, sowie die Oligomerisierung
mehrerer Dimere zu einer multimeren Proteinstruktur essentiell (Naslavsky et al. 2006). Die
Dimerisierung von EHD-Proteinen kann stattfinden, sobald ATP an die nukelotidbindende G-
Doméne des Molekils gebunden hat. Es folgt zunachst eine Konformationséanderung des
Dimers, wodurch eine Bindung an die zu schneidende Membran ermdglicht wird. Die
Anwesenheit von Interaktionspartnern der EHD-Proteine, die ein NPF-Motiv aufweisen,
stabilisiert ihre Membrananlagerung weiterhin (Naslavsky et al. 2004; Naslavsky et al. 2006;

Sharma et al. 2009). Nach neuesten Erkenntnissen uber die Kristallstruktur der EHD& und ihr

12
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Dimerisierungsverhalten findet unter ATP-Spaltung (Hydrolyse) eine Konformitatsanderung

der Dimer-Struktur statt, die eine Destabilisierung der tubularen Membran begtnstigt und in

der Abspaltung von Vesikeln resultiert (Daumke et al. 2007). Derartige Zusammenlagerungen

konnen entweder zwischen ver schi edenen (AHet erodi meri sier
(AHomodi mer i siP®teinem gtatfinderE H5D wird fur den Aa k t invii,e rAEP
gebundenen Zustand eine offene, bindungsféahige Form angenommen, die durch ATP-

Spaltung scherenartigs c hl i e Ct Membranen Aschne-idbtBi eantedi

Zustand verweilen lasst (Abbildung 4).

auto-inhibierter Zustand

aktivierter Zustand

ABBILDUNG 4: In-silico Struktur des EHD1-Proteins. Computerbasierte Strukturanalysen von EHD1 wurden in
Anlehnung an die bereits bekannte Kristallstruktur von EHD2 im autoinhibierten Zustand, sowie von EHD4 im

13
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aktivierten Zustand von Frau Prof. Ziegler der Universitat Regensburg durchgefiihrt. Wie auch bei anderen
Mitgliedern der EHD-Familie wird davon ausgegangen, dass sich Monomere zunéchst zu dimeren Proteinstrukturen
zusammenlagern, die anschliel3end weiter oligomerisieren. Die dimeren Strukturen kénnen sich in autoinhibiertem
(AgeschlossenemiitemddrAohakenemid) Zustand befinden,
Membranen nur in letzterem mdoglich ist. Die durch ATP-Spaltung induzierte Konformationsénderung fuhrt
schlie3lich zur scherenartigen Spaltung der Membran und zur Abspaltung von Vesikeln. Bildquelle: Issler et al.
2022.

1.3.3 EHD1 71 Funktion und Bedeutung
Das Eps15 homology domain containing protein 17 kurz EHD1 71 ist unter den EHD-Proteinen
bisher am besten erforscht. Ihm wird eine zentrale Rolle im Recycling von internalisiertem
Material vom friilhen Endosom zum endosomalen Recyclingkompartment bzw. direkt zurtick
zur Plasmamembran tber den schnellen Recycling-Weg zugeschrieben (Caplan et al. 2002).
Die bereits erwahnte weitgestreute Expression von EHD1 in verschiedenen Geweben und
Organsystemen lasst jedoch vermuten, dass dieses Protein mehr als nur eine einzige
bedeutende Funktion einnimmt. Zur Bewerkstelligung der zentralen Aufgaben in der
Endozytose konnten bereits mehrere Interaktionspartner von EHD1 identifiziert werden. Dazu
gehorten u.a. MICAL-L1 (Sharma et al. 2009), Rabenosyn-5 (Naslavsky et al. 2004) , Rab11-
FIP2 (Naslavsky et al. 2006), SNAP29 (Rapaport et al.), SNX1 und VPS-Proteine, welche
zusammen den Retromer-Komplex ausbilden (Gokool et al. 2007), sowie auch EHD3
(Galperin et al. 2002) und EHD4 (Jones et al. 2020). Weiterhin ist bekannt, dass zwischen
Endosomen und dem trans-Golgi-Netzwerk rege Transportvorgdnge, die als retrograder
Transport bezeichnet werden, stattfinden. Dieser Transport erfolgt mithilfe der Unterstiitzung
einer Vielzahl an Regulatoren, wobei der sog. Retromer-Komplex einen der wichtigsten
supportiven Partner darstellt. EHD1 als zentrales Protein im endozytotischen Recycling soll
mit den Retromer-Komponenten Vps26 und Vps35 interagieren, wobei die detaillierten
Mechanismen dieser Interaktion und andere, moglicherweise beteiligte Faktoren noch nicht
ausreichend erforscht sind (Zhang et al. 2012a). Nichtsdestotrotz wurde bereits vor einigen
Jahren eine Verbindung zwischen EHD1 und dem Retromer-Komplex hergestellt (Zhang et al.
2012a) und als mdgliche Ursache fur u.a. die Alzheimer-Krankheit identifiziert. Bei SAugetieren
ist der Retromer-Komplex essentiell fir die Regulierung des retrograden Transports, der das
endosomale System mit dem Trans-Golgi-Netwerk (TGN) kommunizieren lasst. Weiterhin
weif3 man, dass der Retromer-Komplex auch den Transport von frihen Endosomen zum
lysosomalen Weg vermittelt (McKenzie et al. 2012). Es handelt sich um einen
Multiproteinkomplex, der bei Saugetieren in zwei Teilkomplexe unterteilt werden kann:
Komplex 1 besteht aus drei Vps-Orthologen (Vps35, Vps26 und Vps29), welche die zu
transportierende Fracht binden, wahrend Komplex 2 die Sortierenzyme 1 und 2 (SNX1 & 2)
umfasst und fiir eine Tubulierung der Membranen sorgt (Gokool et al. 2007). Gokool et al.
berichteten tber eine direkte Interaktion der Vps26-Komponente des Retromer-Komplexes mit

EHD1, sowie uber eine Destabilisierung SNX1-positiver Tubuli und Uber eine Beeintrachtigung
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der Ruckfiihrungsprozesse vom Endosom zum Golgi-Netzwerk unter einem Verlust der EHD1-
Expression (Gokool et al. 2007). Diese Ergebnisse deuten darauf hin, dass EHD1 eine
wichtige regulatorische Funktion fur das Retromer einnimmt.

Weiterhin scheint EHD1 unterstitzend auf die Aufrechterhaltung der mitochondriellen
Homd@ostase zu wirken. Mitochondrien werden auch als AKraftwerke der Zellefibezeichnet, da
in ihnen Uber oxidative Phosphorylierung (OXPHOS) Energie in Form von ATP (Adenosin-
Triphosphat) produziert wird. Ein mitochondriales Gleichgewicht nimmt entscheidenden
Einfluss auf die Zellgesundheit und i Funktionalitat (Farmer et al. 2017). Das mitochondriale
Netzwerk steht unter kontinuierlichen Fusions- und Spaltungsvorgéngen und es wird vermutet,
dass EHD1 i erneut in Verbindung mit dem Retromerkomplex - mdglicherweise an diesen
Prozessen beteiligt sein kdnnte. Weiterhin wird vermutet, dass die EHD1-Funktion fur den
Erhalt der Plastizitdt und fur die Zellgesundheit von besonderer Bedeutung sein kdnnte
(Farmer et al. 2017).

Auch in Bezug auf membranbildende Prozesse, die in Zusammenhang mit der Ziliognese
stehen, wird eine Funktion von EHD1 angenommen. Die Ziliogenese ist ein komplexer,
mehrstufiger Prozess, der die Entstehung und den Aufbau von Zilien beschreibt. Ein Zilium ist
eine fingerartige und hochspezialisierte Struktur, deren Rickgrat durch einen mikrotubularen
Kern gebildet wird. Es werden verschiedene Arten an Zilien definiert, die unterschiedliche
Funktionen einnehmen und sich hinsichtlich ihres Aufbaus voneinander abgrenzen. In
Saugern tragt nahezu jede Zelle ein einziges, primares ("unbewegliches") Zilium, welches in
den extrazellularen Raum hineinreicht, um Umweltsignale zu erfassen, auf deren Grundlage
die Modulation zellularer, physiologischer Prozesse in Gang gesetzt wird. Bewegliche Zilien
hingegen dienen der Fortbewegung und der Erzeugung von Strdomungen auf verschiedenen
Oberflachen. Der dritte Typ - die nodalen Zilien - sind vermutlich fur die Embryonalentwicklung
von Bedeutung (Pala et al. 2018). Alle drei Arten besitzen Gemeinsamkeiten in der
Entstehung, unterscheiden sich aber hinsichtlich der axonemalen Struktur, d.h. der Anordnung
der Mikrotubuli im Inneren des Ziliums, sowie der akzessorischen Strukturen, welche fir die
Beweglichkeit der motilen Zilien verantwortlich sind (Dynein-Arme, radiare Speichen) (Pala et
al. 2018). In Anbetracht seiner Komplexitat ist es nicht verwunderlich, dass der Prozess der
Zilienentstehung noch nicht vollstandig aufgeklart werden konnte. Es werden jedoch zwei
unterschiedliche Entstehungsprozesse vermutet (Abbildung 5): Ein extrazellularer Weg, bei
dem die Mutterzentriole des Zentrosoms direkt an die Plasmamembran andockt und das Zilium
parallel zu einer Einstilpung der Plasmamembran in den extrazellularen Raum auswachst,
sowie ein intrazellularer Weg, bei dem es zunachst zu Interaktionen zwischen einem priméren,
ziliaren Vesikel und der Mutterzentriole kommt, das Axonem in Richtung Plasmamembran

auswachst und schlieflich mit ihr fusioniert (Yee und Reiter 2015; Molla-Herman et al. 2010).
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ABBILDUNG 5. Mechanismen der Ziliogenese. Es wird angenommen, dass eine jede Saugerzelle ein Zilium
besitzt i eine fingerartige Ausstllpung, deren Funktionen vielfaltig und noch nicht vollends aufgeklart sind. Zilien
konnen auf zwei unterschiedliche Art und Weisen entstehen. Wahrend der Basalkorper i bestehend aus Mutter-
und Tochterzentriole i beim extrazellularen Entstehungsweg direkt in Kontakt mit der Plasmamembran tritt und ein
Zilium auswéchst, kommt es beim intrazellularen Weg zu einer Fusion kleiner, distaler Vesikel zu einem priméaren,
ziliaren Vesikel, das letztlich eine ziliare Scheide formt. In ihr wachst das Zilium aus und fusioniert schlief3lich mit
der Plasmamembran. EHDL1 soll eine Rolle im intrazellularen Entstehungsweg einnehmen. Die Abbildung wurde
angepasst nach Ganga et al. 2021.

Es gibt Hinweise, dass EHD1 wohl eine Rolle im intrazelludren Entstehungsweg der
Ziliogenese zugeschrieben werden kann, indem es die Fusion von kleinen, distalen Vesikeln
zu einem grof3en, primaren, zilidren Vesikel unterstiitzt. Lu et al. entdeckten, dass sowohl
EHD1, als auch EHD3 an praziliaren Membranen zu finden sind, was die Annahme bekraftigt,
dass eine EHD-gestutzte Bildung von tubuldren Strukturen bedeutend fiur die Ziliogenese ist
(Lu et al. 2015; Bhattacharyya; Bhattacharyya et al. 2016).

Rainey et al. waren die ersten, die ein Ehd1-Knockout-Mausmodell beschrieben haben und
herausfanden, dass Ehdl eine wesentliche Rolle in der murinen Spermatogenese spielt.
Mannliche, Ehd1-defiziente Mause Uberlebten in einem submende | 6 s ¥drhélmis, waren
unfruchtbar, hatten kleinere Hoden und wiesen multiple Defekte in der spermatogenen
Keimzellreifung auf: Unter anderem beobachteten sie Verzégerungen im Reifungsprozess von
Spermatogonien, pachytenen Spermatozyten und elongierender Spermatiden, abnormale
Meiosefiguren, sowie eine verédnderte Orientierung, Form und Chromatinkondensation reifer,

elongierter Spermatiden. Des Weiteren berichteten sie (ber ein Versagen des
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Spermiationsprozesses, sodass reife, aber abnormal-geformte Spermatozoa von den Sertoli-
Zellen phagozytiert und im Bereich der Plasmamembran detektiert wurden. Die Abscheidung
des Uberschissigen Zytoplasmas 1 ein Ereignis, welches den Spermiationsprozess
mafgeblich kennzeichnet i schien zu scheitern. Es resultierte eine drastisch reduzierte
Spermienzahl (Rainey et al. 2010).

1.4 Auswirkungen der p.R398W-Mutation auf die Ehd1-Funktion

Erst kurzlich von Issler et al. publizierte in-silico Strukturanalysen von EHD1, die in Anlehnung
an die bereits bekannten Kristallstrukutren von EHD2 (Daumke et al. 2007) und EHDA4 erstellt
wurden, zeigten, dass sich die p.R398W-Mutation in der a-Helix 12 innerhalb der Linker-
Region des EHD1-Proteins befindet. Es wird vermutet, dass dieser Anteil des Proteins unter
normalen Umstanden eine stabilisierende Funktion in der Oligomerisierung von EHD1-
Dimeren Ubernimmt (Issler et al. 2022). Der durch die Mutation verursachte
Aminosaureaustausch des Arginins durch ein Tryptophan an Stelle p.398 des Proteins kénnte
eine geschwachte Wechselwirkung zwischen den EHD1-Dimeren zur Folge haben, was
wiederum die Oligomerisierung beeintrdchtigen konnte. Die Umstrukturierung von
Membranen, sowie die weitere Verarbeitung von Rezeptoren und anderer Fracht wird
unterbrochen, da die zur Spaltung vorgesehenen Membranen nicht geschnitten werden
kénnen (Abbildung 6) (Issler et al. 2022). Weiterfilhrende Untersuchungen von Issler et al.
zeigten zudem eine verringerte Proteinstabilitat und schnellere Eliminierung des mutierten
EHD1-Proteins innerhalb der Zelle.
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ABBILDUNG 6: Auswirkungen der p.R398W-Mutation auf die EHD1-Funktion. Dieses vereinfachte Schema
einer proximalen Tubuluszelle der Niere soll die Funktionsanderung von EHD1 aufgrund der p.R398W -Variante
verdeutlichen. Sobald Liganden an ihre Rezeptoren (1) an der Oberflache der Zelle gebunden haben, kommt es
Uber Einstulpungen der Plasmamembran zur Internalisierung und endozytotischen Aufnahme (2) (hier: Clathrin-
vermittelt) der Fracht ins Innere der Zelle. Die endosomalen Vesikel verschmelzen anschlieRend mit dem friihen
Endosom (3). Hier werden Rezeptoren und Fracht voneinander getrennt und das weitere Schicksal des
internalisierten Materials beschlossen. Im Falle der Degradation findet eine Weiterleitung zu multivesikularen
Kdrperchen (nicht gezeigt) und schlieBlich zu Lysosomen statt (4). Die recycelten Rezeptoren werden indes zurtick
in Richtung der Plasmamembran dirigiert, indem sich ausgehend vom frihen Endosom bzw. endosomalen
Recycling-Kompartiment tubulare Strukturen ausbilden. EHD1-Dimere bzw. Oligomere sind vermutlich an der
Fission dieser endosomalen Tubuli beteiligt (5) und unterstiitzen so die Ruckfihrung der Rezeptoren zu ihrem
Ursprungsort liber abgespaltene Vesikel (6). Mutiertes EHD1 (EHD1R3%9%W) ist nicht mehr im Stande, die tubularen,
endosomalen Strukturen zu schneiden, weshalb die Ruckfiihrung von Rezeptoren zur Membran stark beeintrachtigt
wird. Stattdessen verbleibt das mutierte Protein in Form von tubuléaren Aggregaten im Zytosol (7), bis es schlief3lich
eliminiert wird. Bildquelle: Issler et al. 2022.

Eine detaillierte Funktion von EHD1 wéahrend der Spermatogenese konnte zwar bisher nicht
eindeutig adressiert werden, jedoch stellt der Hoden ein Organ dar, in dem sowohl
Endozytoseprozesse eine zentrale Rolle spielen, als auch Ziliogenese insbesondere zur
Ausbildung des Spermienschwanzes stattfindet. Entsprechend gro3 koénnten die
Auswirkungen der Funktionséanderung oder des -verlustes eines Proteins sein, das in diesen
beiden Ablaufen von zentraler Bedeutung ist. Es ist durchaus denkbar, dass die Bedeutung
von EHD1 fir die mannliche Keimzellreifung grof3er ist, als bisher angenommen.

Mdglicherweise kann EHD1 sogar als Infertilitats-Gen gesehen werden.
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1.5 Infertilitdt 7 ein globales Problem

1.5.1 Atiologie und Definition

Nach Schatzungen der Weltgesundheitsorganisation (WHO) leiden weltweit 48 Millionen
Paare oder 186 Millionen Menschen an Unfruchtbarkeit (Mascarenhas et al. 2012; Boivin et
al. 2007; Rutstein, Shea O. and Igbal H. Shah 2004). Unfruchtbarkeit wird grundsétzlich als
eine Erkrankung des maénnlichen oder weiblichen Fortpflanzungssystems definiert, die
dadurch gekennzeichnet ist, dass nach >12 Monaten von regelmafligem und ungeschutztem
Geschlechtsverkehr keine Schwangerschaft eintritt (Zegers-Hochschild et al. 2009). Darlber
hinaus umfasst der Begriff Unfruchtbarkeit eine primére und eine sekundére Unfruchtbarkeit:
Wahrend die primare Unfruchtbarkeit den Zustand beschreibt, in dem nie eine
Schwangerschaft erreicht wurde, setzt die sekundare Unfruchtbarkeit mindestens eine
erfolgreiche Schwangerschaft voraus (Larsen 2005).

Ein unerfiillter Kinderwunsch stellt nicht nur eine schwere emotionale, psychische und soziale
Belastung fur die Betroffenen dar, sondern fiuhrt auch zu wirtschaftlichen, finanziellen und
gesundheitlichen Auswirkungen fir die Bevolkerung (Rutstein, Shea O. and Igbal H. Shah
2004). Obwohl das Hauptaugenmerk immer noch auf den Frauen liegt, kdnnen die Ursachen
fur Kinderlosigkeit jedoch bei beiden Geschlechtern liegen. Auch erhebliche, demografische
Unterschiede zeichnen sich ab: Wahrend Unfruchtbarkeit in den westlichen Landern und
Industrienationen dank des medizinischen Fortschritts und der immer weiterentwickelten
assistierten Reproduktionstechnologien in vielen Fallen behandelt und Gberwunden werden
kann, so bleibt den Menschen in weniger weit entwickelten Landern der Zugang zu
ausreichend guter medizinischer Betreuung und technologischem Fortschritt oft verwehrt.
Daher sind die negativen Folgen der Unfruchtbarkeit in wirtschaftlich schwachen und
unterentwickelten Landern besonders weit verbreitet (Ombelet et al. 2008).

1.5.2 Mannliche Infertilitat
Bisher konzentrierte sich die Forschung grofdtenteils auf die Frau. Wie statistische
Auswertungen jedoch zeigen, betrifft die Infertilitat nicht nur das weibliche Geschlecht, sondern
es konnen 20-40 % der Unfruchtbarkeitsfalle auf méannliche Faktoren zurtckgefihrt werden
(Kumar und Singh 2015). Obwohl verschiedene Ursachen fur méannliche Unfruchtbarkeit
bekannt sind, wie z. B. hormonelle Stérungen, strukturelle Verdnderungen der
Fortpflanzungsorgane, Exposition gegenuber toxischen Substanzen, sexuell tbertragbare
Infektionen und einige genetische Faktoren, lasst sich mehr als die Halfte der Falle keiner
eindeutigen Ursache zuordnen (Babakhanzadeh et al. 2020). Dieser Mangel an Wissen Uber
die Beteiligung méannlicher Faktoren an der Problematik der Kinderlosigkeit ist méglicherweise
darauf zurlckzufuhren ist, dass nicht alle Prozesse und Faktoren, die bei der Spermatogenese

eine Rolle spielen, vollstandig verstanden sind.
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1.5.3 Bedeutung der Genetik fur die mannliche Infertilitat

Etwa 10 % aller Gene im mannlichen Genom kénnen mit der Spermatogenese in Verbindung
gebracht werden und es wird angenommen, dass genetische Faktoren zu 15-30 % der Falle
von Unfruchtbarkeit mannlichen Ursprungs beitragen (Shamsi et al. 2011). Dazu werden
Chromosomenanomalien (numerisch und strukturell), monogenetische Erkrankungen, die das
Y-Chromosom oder autosomale Gene betreffen, z. B. BAX, BCL16, Acrosin, DNA11 oder
CFTR, sowie multifaktorielle und endokrine Stérungen genetischer Atiologie gezahlt. Auch
epigenetische Faktoren werden hier mit einbezogen (Shamsi et al. 2011). Angesichts des
hochkomplexen Zusammenspiels einer Vielzahl an Genen wahrend der Spermatogenese
sowie der grof3en Zahl ungeklarter Falle von Unfruchtbarkeit wird der Bedarf weiterer
Forschung in diesem Bereich deutlich.

1.6 Die Spermatogenese - Grundlagen zur Keimzellreifung des Mannes

1.6.1 Makroskopische und zellulare Architektur der mannlichen
Fortpflanzungsorgane

Die Spermatogenese 1 die Keimzellreifung des Mannes i umfasst eine Vielzahl komplexer,
aufeinanderfolgender und streng-kontrollierter Prozesse mit dem Ziel, kontinuierlich reife,
perfekt-geformte und bewegliche Spermien zu produzieren, die am Ende der langen
Entstehungs- und Reifungsphase im Stande sind, eine weibliche Eizelle (Oozyte) zu
befruchten und neues Leben zu schaffen. Anders als bei der Frau, die ihre Fruchtbarkeit im
Zuge der Menopause verliert, beginnt die Spermienproduktion beim Mann wéhrend der
Pubertat und halt unter normalen Umstanden bis zum Tod an. Bei mehr als 85 Millionen
Spermien, die von einem gesunden Mann pro Tag und Uber viele Jahrzehnte hinweg
produziert werden (Johnson et al. 1980), kann hier durchaus von einem Hochleistungsorgan

gesprochen werden, dessen Ablaufe streng kontrolliert und koordiniert sein wollen.
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ABBILDUNG 7: Grundlagen der Spermatogenese. Die Spermatogenese (Keimzellreifung) findet in der kleinsten,

funktionellen Einheit des Hodengewebes statt i den Samenkanélchen (Tubuli seminiferi) . Die AWandd de
Samenkanélchen besteht aus einem Epithel, dessen AGeriistfiaus Sertoli-Zellen i den Stiitzzellen i gebildet wird.

In diesem Epithel reifen die Keimzellen ausgehend von der Basalmembran, in deren unmittelbarer Umgebung die

Spermatogonien als Stammzellpool lokalisiert sind, in Richtung Lumen heran. Dieser Reifungsprozess umfasst

mehrere Teilschritte: Durch Mitosen, zwei meiotische Reifeteilungen und zahlreiche Differenzierungsprozesse,

werden aus den urspriinglichen Spermatogonien erst Spermatozyten, dann runde Spermatiden und schlief3lich

reife Spermatozoen, die sich aus dem Epithel I6sen und fir weitere Modifikationen und Lagerung tber die ductuli

efferentes in die Nebenhoden transportiert werden. Die Darstellung wurde angepasst nach einem Eintrag in der

Encyclopaedia Britannica Inc. Quelle: https://www.britannica.com/science/spermatogenesis.

Die Spermatogenese findet in der kleinsten funktionellen Einheit des Hodens i den
Samenkanalchen (auch Hodenkanalchen oder Tubuli seminiferi genannt) i statt (Abbildung
7). In den Samenkanéalchen sind die heranreifenden Keimzellen in ein Epithel eingebettet, das
von den Stitzzellen, den Sertoli-Zellen, gebildet wird. Ausgehend von der Basalmembran, in
deren unmittelbaren Umgebung die urspriinglichen, Aundi fferenziieaushenfi Ke
Spermatogonien genannt - lokalisiert sind, setzt sich der Reifungsprozess Uber mehrere
Zellstadien in Richtung Tubuluslumen fort. Dort angekommen werden die reifen, aber noch
unbeweglichen und noch nicht befruchtungsfahigen Spermien-Vorlaufer als Spermatozoa aus
dem Epithel der Samenkanalchen ausgeschieden und tber das Hodennetz (Rete testis) und
die Ductuli efferentes in den Nebenhoden transportiert. Erst wahrend ihrer
Nebenhodenpassage erhalten die Spermien die Fahigkeit zur gezielten Fortbewegung, sowie
weitergehende Modifikationen, bevor sie schlief3lich im caudalen Teil des Nebenhodens
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gelagert werden. Befruchtungsfahig sind sie jedoch erst nach einem letzten Schritt, namlich

der erfolgreichen Kapazitation im weiblichen Genitaltrakt.

1.6.2 Der Spermatogenese-Zyklus
Der Begriff der Spermatogenese umfasst mehrere Teilschritte, die im Folgenden genauer

definiert und erlautert werden.

Spermatogenese = Mitose + Meiose | & Il + Spermiogenese + Spermiation

Grundlegend beginnt der Spermatogenese-Zyklus mit mehreren mitotischen Teilungen der
undifferenzierten Spermatogonien, die auch als A-Spermatogonien bezeichnet werden. Hin
und wieder differenzieren manche von ihnen, um sich tber die Stadien der intermediaren
Spermatogonien und B-Spermatogonien in Spermatozyten umzuwandeln. Es folgen zwei
meiotische Reduktionsteilungen, sowie vielschichtige Differenzierungsprozesse, die unter
dem Begriff Spermiogenese zusammengefasst werden (Hogarth und Griswold 2010). Je nach
Definition wird auch die Ablésung der Spermatozoen aus dem Epithel - die sog. Spermiation -
als eigenstandiger Abschnitt zur Spermatogenese hinzugezahlt.

Die Spermatogenese kann i je nach Komposition der unterschiedlichen Zelltypen im Epithel
T in spezifische Stadien eingeteilt werden. Diese Stadien werden mit romischen Ziffern betitelt.
Bei der Maus werden insgesamt zwolf Stadien (I-XI11) unterschieden, beim Menschen hingegen
nur sechs Stadien (I-VI) (Winters und Huhtaniemi 2017).
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ABBILDUNG 8: Der Spermatogenese-Zyklus. Schematische Darstellung eines kompletten spermatogenen
Reifungsprozesses in der Maus. Die zu unterscheidenden Stadien sind durch die romischen Ziffern [-XII
gekennzeichnet. A-Spermatogonien durchlaufen zahlreiche mitotische Teilungen, aus welchen genetisch-
identische Tochterzellen hervorgehen. Manche dieser Tochterzellen beginnen, Gber ein intermediéares Stadium zu
B-Spermatogonien zu differenzieren (siehe Stadium V), aus denen sich wiederum préleptotene Spermatozyten
bilden (VII). Spermatozyten durchlaufen insgesamt zwei reduktive, meiotische Teilungen, in welchen sich ihr
Chromosomensatz halbiert. Mit Vollendung der Diakinese i dem abschlieenden Schritt der Meiose im Stadium
XIl - wandeln sich die ehemaligen Spermatozyten zu runden, nicht mehr teilungsféahigen Spermatiden, die in den
nachfolgenden, hoch-komplexen Reifungssprozessen zu stromlinienfdrmigen Spermatozoa ausdifferenzieren und
schlie3lich im Stadium VII-VIII im Zuge der Spermiation das Epithel verlassen. Schwarze Pfeile zeigen Zellstadien
wahrend der Mitose an, grine wahrend der Meiose und lila Pfeile die Zellstadien, welche die
Differenzierungsprozesse der Spermiogenese durchlaufen. Die Blut-Hoden-Schranke ist als gestrichelte, rote Linie
dargestellt. Die Grafik wurde in Anlehnung an Ernst et al. 2019 erstellt und modifiziert.

Auch morphologisch lassen sich die unterschiedlichen Zelltypen im Samenepithel bestimmten
Abschnitten der Spermatogenese zuordnen, wie Abbildung 8 zeigt:
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1. Mitotische Teilungen (schwarze Pfeile) dienen der Zellerhaltung, sowie der Expansion

der Zellzahl, wobei der doppelte (diploide) Chromosomensatz der zwei entstehenden
Tochterzellen im Vergleich zur Ursprungszelle unveréandert bleibt. Spermatogonien
teilen sich mitotisch. Dabei behélt eine Tochterzelle den Stammzellcharakter, um den
Stammzellpool aufrecht zu erhalten, wahrend die andere in Richtung Meiose
differenziert.

2. Meiotische Reifeteilungen (griine Pfeile) sind die Grundlage der Vererbung des

genetischen Materials, wobei aus einer Ursprungszelle vier Tochterzellen mit
einfachnem  (haploidem) Chromosomensatz  hervorgehen.  Wahrend  der
Spermatogenese finden im Stadium der Spermatozyten insgesamt zwei meiotische
Reduktionsteilungen statt.

3. Nach Vollendung der zweiten, meiotischen Reifeteilung finden keine weiteren

Teilungsprozesse mehr statt. Im Zuge der Spermiogenese (lila Pfeile) kommt es

stattdessen zu tiefgreifenden Ausdifferenzierungs- und Umbauprozessen der
heranreifenden, haploiden Keimzellen. Am Ende der Spermiogenese gehen aus den
runden Spermatiden reife Spermatozoa hervor, die sich am Tubuluslumen anreihen.
Zu diesem Zeitpunkt sind sie noch nicht befruchtungsfahig.

4. Im Zuge der Spermiation werden die reifen Spermatozoa aus dem Epithel abgegeben
und Uber das rete testis und die Ductuli efferenti zum Nebenhoden transportiert. Hier

werden sie weiter modifiziert und gespeichert.

Der Weg von einem diploiden Spermatogonium zu einem reifen, haploiden Spermatozoon
bendtigt insgesamt vier Spermatogenese-Zyklen. In der Maus betréagt die Dauer eines Zyklus
8,6 Tage (d), sodass reife Spermatozoa nach ca. 34 Tagen (4 x 8,6d) hervortreten (Griswold
2016; Oakberg 1956). Im Vergleich dazu dauert der epitheliale Zyklus der Spermatogenese
beim Menschen doppelt so lange wie bei der Maus und nimmt 16 Tage in Anspruch.
Entsprechend sind nach ca. 64 Tagen (4 x 16d) aus einem Spermatogonium reife
Spermatozoa entstanden (Winters und Huhtaniemi 2017). Dieser Vergleich erweckt zunachst
den Anschein, dass nur alle paar Wochen oder sogar Monate neue Spermien nachproduziert
werden. Dies ist allerdings nicht der Fall: Die Verteilung der Spermatogenesestadien tber die
Lange eines Samenkandlchens wi r d al s ASpWemhéebgbeeseWdenet . Di
verlauft in den Tubuli des Hodengewebes asynchron, wodurch sich benachbarte Tubuli, sowie
verschiedene Abschnitte eines Tubulus in unterschiedlichen Spermatogenese-Stadien
befinden konnen. Die Induktion des Meioseeintritts der Spermatogonien, die zeitlich-
koordiniert bei Mausen alle 8,6 Tage bzw. alle 16 Tage beim Menschen stattfindet, bedingt
diese Kontinuitat. Schematisch kénnte dies i gesehen auf die Lange eines einzelnen Tubulus

T wie in Abbildung 9 dargestellt werden:
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ABBILDUNG 9: Grundlagen zur Kontinuitat der Spermienproduktion. (A) Die Spermatogenese schreitet
entlang der Samenkanélchen wellenférmig in Richtung der schwarzen Pfeile voran, was die Grundlage fur die
kontinuierliche Spermienproduktion bildet. Die Initiation der Meiose ist durch rote Pfeile gekennzeichnet. (B) Die
Darstellung mehrerer, aufeinanderfolgender Zyklen der Spermatogenese verdeutlicht die Kontinuitat der
Keimzellproduktion. Mitotisch-expandierende Spermatogonien treten zu definierten Zeitpunkten in die Meiose ein
(rote Pfeile) und beginnen, zu differenzieren. Uber das Stadium der primaren (Pl, L, Z, P) und sekundaren
Spermatozyten (m2°m) wandeln sie sich zu Spermatiden (2-3,5,6,8,10,12,14,15,16) und werden schlie3lich als
Spermatozoen aus dem Epithel abgegeben. Insgesamt 4 Zyklen werden bendtigt, bis aus einem Spermatogonium
reife Spermatozoa hervorgehen. Da ein muriner Spermatogenese-Zyklus 8,6 Tage in Anspruch nimmt, umfasst die
gesamte Reifungszeit bis zur Abscheidung aus dem Epithel ca. 34 Tage (4 x 8,6d). Inm: Intermediares
Spermatogonium; B: B-Spermatogonium; Pl: praleptotene Spermatozyte; L: leptotene Spermatozyte; Z: Zygotene
Spermatozyte; P: Pachytene Spermatozyte; m2°m: Sekundére Spermatozyte; runde und elongierte Spermatiden
(2-16). Die Abbildung wurde modifiziert nach Hogarth und Griswold 2010.

Die roten Pfeile kennzeichnen den Eintritt in die erste meiotische Reifeteilung, der im Stadium
VII-VIII des murinen Spermatogenese-Zyklus stattfindet und vermutlich durch Retinolséure
(RA), auch bekannt als Vitamin A, induziert wird (Hogarth und Griswold 2010). Wahrend die
Bedeutung der hormonellen Regulation der Spermatogenese durch die Gonadotropine und
Steroidhormone bereits sehr gut erforscht ist, ist Uber weitere regulatorische Mechanismen
relativ wenig bekannt. Obwonhl bereits im Jahr 1925 entdeckt wurde, dass die Spermatogenese
bei Mausen und Ratten maf3geblich von Vitamin A abhéngt, konnten die zu Grunde liegenden
Mechanismen bisher nicht vollends aufgedeckt werden (Livera et al. 2002). Es wurde

beobachtet, dass in Mausen mit Vitamin A-Mangel die Differenzierung von Spermatogonien
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im Hodenepithel beeintrachtigt war (Hogarth und Griswold 2010). Neuere Studien zeigen
indes, dass Retinolsaure (RA) i wie Vitamin A auch genannt wird i die Expression von STRAS,
einem RA-reaktiven Gen, im Zellkern induziert. STRA8 wiederum scheint essentiell fir den
Meiose-Eintritt der Keimzellen zu sein, da eine Deletion von STRAS8 in einer Blockade der
Meiose resultierte (Anderson et al. 2008).

Die beteiligten Zelltypen, sowie die Reifungsprozesse wahrend der Spermatogenese sind
zwischen Mensch und Maus grofitenteils konserviert und somit vergleichbar (Hogarth und
Griswold 2010). Die Komposition der unterschiedlichen Zelltypen, die im Epithel an einer
bestimmten Stelle und zu einem bestimmten Zeitpunkt zu finden sind, ist ausschlaggebend fur
die Zuordnung zu einem spezifischen Stadium der Spermatogenese (Abbildung 10).

Grundlegend kann das Epithel der Samenkanalchen in zwei Kompartimente eingeteilt werden,
deren Grenze durch die Blut-Hoden-Schranke (BTB) gebildet wird. Als basales Kompartiment
wir der Bereich zwischen Basalmembran und BTB verstanden, welcher Spermatogonien und
erste Spermatozyten beherbergt, wahrend das apikale (adluminale) Kompartiment fur den
Bereich zwischen BTB und Tubuluslumen steht. Die Keimzellreifung schreitet ausgehend von

der Basalmembran in Richtung Lumen voran (Meistrich und Hess 2013).

26



Einleitung

Xl
®

[/

% \

)

—
Spermatozoen
Sertoli Zelle

Xl

~ 1

<

©
=
By

'EV Blut-Hoden-Schranke

IX

| \ o

J
® ‘@
e
3¢
o
® - @ S1-S8 runde Spermatiden
J-J langliche Spermatiden

VI
<4
2

*

& pachytene Spermatozyte
@ diplotene Spermatozyte

‘N Diakinese

\"

@ praleptotene Spermatozyte
@ leptotene Spermatozyte
@ zygotene Spermatozyte

——

——

——
£
2
[
o
o
O
S
o

—_— E
EEE
.g‘aa
6§95
289
TS ®
EBE
2 EQ

— [ TN ))
i, = -7
< £ m
Qe ®

ABBILDUNG 10: Die 12 Stadien der murinen Spermatogenese. Die murine Spermatogenese kann in 12 Stadien
eingeteilt werden, welche durch die spezifische Zusammenstellung verschiedener Reifungsstadien der Keimzellen
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definiert sind. Die Abbildung wurde auf Grundlage des Schemas zur Stadienidentifikation von Meistrich & Hess,
2010 angefertigt.

1.7 Schlisselprozesse wahrend der Spermiogenese

Im Rahmen der Spermiogenese kdnnen an den runden, haploiden Spermatiden
grundlegende, morphologische Veranderungen festgestellt werden, u.a. die Formation des
Akrosoms, die Entstehung des Spermienschwanzes, sowie die Kernformung und
Kernkondensation in Kombination mit einer drastischen Reduktion des umliegenden
Zytoplasmas (Azhar et al. 2021). Es gehen in ihrem Aussehen stark veranderte Spermatozoa
hervor, die jedoch erst nach finalen Modifikationen im Nebenhoden und dem weiblichen
Genitaltrakt ihre Motilitat erwerben und in der Lage sind, eine Eizelle zu befruchten. Stdérungen
dieser Differenzierungsprozesse resultieren meist in einer Beeintrachtigung oder einem
vollstandigen Verlust der Fruchtbarkeit (O'Donnell 2014).

1.7.1 Akrosomenbiogenese
Einer der ausschlaggebenden Schritte wahrend der der Befruchtung einer Einzelle
(Fertilisation) ist die Akrosomenreaktion. Hierbei werden aus dem Akrosom des Spermiums i
einer glykoproteinreichen Struktur, die dem Spermienkopfchen angelagert ist - proteolytische
und hydrolytische Enzyme freigesetzt, die essentiell fir dessen Fusion mit der weiblichen
Oozyte sind (lkawa et al. 2010). Die Entstehung des Akrosoms findet hauptsachlich wahrend
der Spermiogenese statt und nimmt bei der Maus 14 Tage in Anspruch, obwohl die Synthese
von akrosomalen Proteinen wie Proacrosin und Acrogranin bereits im Stadium der pachytenen
Spermatozyten beginnt (Moreno und Alvarado 2006). Die Morphologie dieser Struktur variiert
speziesspezifisch: Wahrend es bei der Maus als sichelférmig bezeichnet werden kann, besitzt
im Vergleich dazu das menschliche Akrosom eine ovale Form (Abbildung 11). Weiterhin
lassen sich zwei Anteile, die Kappe und das Aquatorialsegment, unterscheiden, obwohl die
Grenzen meist flieRend verlaufen. Unabhangig von seiner Form nimmt das Akrosom eine
essentielle Funktion im Zuge der Fortpflanzung ein, sodass jegliche strukturelle oder

funktionale Veranderung zu Unfruchtbarkeit fiihren kann (Khawar et al. 2019).
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ABBILDUNG 11: Das Akrosom. Die Form des Akrosoms unterscheidet sich speziesspezifisch: Wahrend humane
Spermien einen ovalen Kopf mit ovalem Akrosom besitzen (links), zeigen die murinen Spermienkdpfchen ein
sichelfromiges Akrosom. Morphologisch kann das Akrosom in eine Kappe und ein Aquatorialsegment untergliedert
werden, obwohl die Grenzen meist flieBend verlaufen.

Als Schliisselprozesse der Akrosomenbiogenese werden Vesikelbildung, Vesikeltransport und
Vesikelfusion (Khawar et al. 2019) gesehen. Grundlegend kann die Entstehung in vier Phasen
eingeteilt werden: Die Golgi-Phase, die Kappen-Phase, die Akrosomen-/ bzw.
Elongationsphase und die Reifungsphase (Abbildung 12). Jeder dieser Phasen kann
aulRerdem morphologisch unterschieden und spezifischen Entwicklungsstadien der runden
Spermatiden zugeordnet werden.
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ABBILDUNG 12: Die Phasen der Akrosomenbiogenese. Die Akrosomenbiogenese beruht mafRgeblich auf
vesikularen Prozessen: Die Bildung, der Transport und die Fusion von Vesikeln bilden die Grundlage fir ein
adaquates Wachstum dieser hochspezialisierten Strukur, deren Ursprung immernoch umstritten ist. Uber den

AGoWggmdu den AEMkgAytwise ben°tigtes Material herangeschaff

Akrosom speist. Die Akrosomenentstehung kann in vier Stadien eingeteilt werden: Wahrend in der Golgi- und der
Kappen-Phase das Wachstum im Vordergrund steht, sind die Akrosomen- und die Reifungsphase hauptséachlich
durch strukturelle Veranderungen gekennzeichnet. Die Abbildung wurde erstellt nach Vorlagen von Dunleavy et al.
2019; Khawar et al. 2019; Yoshinaga und Toshimori 2003.

Die Golgi-Phase findet an runden Spermatiden im Stadium S1-S3 statt, also sehr friih im
Verlauf der Spermiogenese. Hierbei werden pro-acrosomale Granula tber Endozytose von
der Plasmamembran und das Trans-Golgi-Netzwerk in Richtung Kernmembran des runden
Spermatids transportiert, wo sie schlie8lich zu einem groRRen, akrosomalen Vesikel
fusionieren, das dem Zellkern angelagert ist (Moreno und Alvarado 2006). In Phase 2 1 der

Kappenphase 1 wird weiterhin kontinuierlich glykoproteinreiches Material zum Akrosom

transportiert, sodass stetiges Wachstum stattf

vermuten lasst, verandert sich auch die Form: Das anfangs runde Fusionsvesikel beginnt
abzuflachen, vermehrt mit der Kernmembran in Kontakt zu treten und sich schlie3lich wie eine
Kappe darlber zu erstrecken. Morphologisch sichtbar wird dieses Stadium an S4-S7 runden
Spermatiden. In der Akrosomen-/ bzw. Elongationsphase kommt es zur Ausdehnung dieser
Struktur Uber die ventralen Seiten des Zellkerns, wahrend sich die Form des Akrosoms in der
anschlielenden Reifungspahse nochmal grundlegend andert. Abschlielend zeigt das
Akrosom seine speziesspezifische, charakteristische Form (S13-S16).
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Uber die strukturelle Abstammung des Akrosoms, sowie die detaillierten, molekularen Ablaufe
der Akrosomenbiogenese wird immernoch spekuliert (Khawar et al. 2019). Wé&hrend
bestimmte Quellen das Akrosom als Derivat des Golgi-Apparats ansehen (Friend und Fawcett
1974; Moreno et al. 2000), vertreten andere die Meinung, dass es sich aufgrund des sauren
pH-Werts und den enthaltenen lysosomalen Enzymen wie Cathepsin D und Cathepsin H um
eine spezialisierte, lysosomale Struktur handelt (Moreno und Alvarado 2006; Allison und
Hartree 1970). Auch eine nicht-lysosmale Herkunft (Martinez-Menarguez et al.) und eine
Abstammung von sekretorischer Granula werden diskutiert (Moreno 2003). In entstehenden
Akrosomen der Maus konnten die Rab-Proteine Rab5 und Rab7 nachgewiesen werden, die in
somatischen Zellen mit frihen und spaten Endosomen assoziiert sind (Moreno und Alvarado
2006). Die Endozytosemaschinerie scheint eine bedeutende Rolle in der
Akrosomenbiogenese einzunehmen. EHD1 als bedeutende Komponente der

Endozytosemaschinerie kdnnte ebenfalls beteiligt sein.

1.7.2 Kernformung & Kernkondensation

Runde Spermatiden wandeln sich im Zuge der Spermiogenese zu stromlinienformigen
Spermatozoa, bis sie schlieflich in Stadium VII-VIII der Spermatogenese aus dem Epithel
abgestofRen werden (Meistrich und Hess 2013). Dabei kommt es u.a. zu grundlegenden
Veranderungen des Zellkerns. Eine Reduktion der Zellkerngrof3e wird maf3geblich durch die
Kondensation des Chromatins erzielt, indem die Histone i nukledre Proteine im Zellkern, um
die die DNA A a wdrg ®netantne ersetztiverdes. tProtamine stabilisieren die
DNA und lassen eine weitaus kompaktere Verpackung des Erbmaterials zu. Eine derartige
Verdichtung des Chromatins im Zellkern zieht Konsequenzen fir die Moglichkeit zur aktiven
Transkription von Genen nach sich: So sind runde Spermatiden angehalten, in ihren frithen
Stadien i zu denen das Erbgut noch gut zuganglichist-zahl r ei che mMRNA®S
von denen viele jedoch erst zu spéateren Zeitpunkten der Spermiogenese bendtigt werden. Sie
unterliegen einer sog. Translationsverzdgerung. (Braun 1998; Hecht 1998).

Als bendtigte Strukturen fir die Zellkernformung sind das Akroplaxom und die Manschette zu
nennen (Kierszenbaum und Tres 2004; Toshimori und Ito 2003). Das Akroplaxom enthalt
Strukturproteine, wie z.B. Keratin-5, und funktioniert als mechanisches Gerist, das Krafte auf
den Zellkern tbertragt und so zu dessen Formung beitréagt. Im Zuge der Elongation des
Spermienkopfes tritt es in Kontakt mit den ektoplasmatischen Spezialisierungen (ES) i einer
aktinbasierten Struktur innerhalb der Sertoli Zellen, die zur Verankerung der heranreifenden
Zellen im Epithel dient (Wong et al. 2008). Auch die Entstehung des Akrosoms soll maR3geblich
vom Akroplaxom unterstitzt werden (O'Donnell 2014). Die Manschette hingegen baut auf
einem mikrotubularen Rickgrat auf und soll ebenfalls zur Formung des Zellkerns und somit

des Spermienkopfes beitragen. Sie ersteckt sich direkt unterhalb des Akrosoms ins
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Zytoplasma, taucht im Rahmen der Spermiogenese in zeitlicher Abstimmung mit der
Kernkondensation erstmals bei S7-Spermatiden auf und wird in S14-Spermatiden wieder
abgebaut. Diese zeitliche Abstimmung unterstitzt die Vermutung, dass die Manschette eine
wichtige Rolle bei der Formung des Spermienkdpfchens einnimmt (O'Donnell und O'Bryan
2014; Moreno und Schatten 2000; Rattner und Brinkley 1972). Anomalien in der Entstehung
und Formung von Akroplaxom und Manschette wurden bereits mit drastischen Deformationen
der Spermienkdpfchen in Verbindung gebracht (Kierszenbaum und Tres 2004; Toshimori und
Ito 2003; Russell et al. 1991; O'Donnell 2014).

1.7.3 Spermienschwanz

Die Bildung des Spermienschwanzes ist ein weiterer wichtiger Schritt wahrend der
Spermiogenese, denn diese Struktur bildet die Grundlage fir die Moglichkeit zur
zZielgerichteten Fortbewegung des Spermiums. Es handelt sich hierbei um motiles Zilium - eine
spezialisierten Form von Zilien - welche zwar die grundlegenden Bestandteile mit den priméaren
Zilien gemein hat, jedoch zuséatzliche, spezialisierte Hilfsstrukturen aufweist (Abbildung 13)
(Zabeo et al. 2019).
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ABBILDUNG 13: Der Aufbau des Spermienschwanzes. Der Spermienschwanz ist fir die zielgerichtete
Fortbewegung des Spermiums von grof3er Bedeutung und kann in vier groBe Abschnitte eingeteilt werden: Das
Verbindungsstiick als Ubergang von Spermienkopf zu Spermienschwanz, das Mittelstiick mit seiner
charakteristischen mitochondriellen Scheide, das Hauptstiick mit der fibrésen Scheide und das schmalere
Endstiick, dem akzessorische Strukturen fehlen. Der Spermienschwanz wird zu den Flagellen oder motilen Zilien
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gezahlt, weshalb das mikrotubulare Riickgrat i das Axonemi auch di e t y p-StmkiuhdieseAldasse + 2 i
von Zilien aufweist. Das Wissen, dass endozytotische Prozesse in der Ziliogenese eine zentrale Rolle spielen, legt

die Vermutung nahe, dass auch die Entstehung der Spermienschwanzes auf endozytotischen Vorgangen beruht.

Die Abbildung wurde modifiziert nach Dunleavy et al. 2019.

Grundlegend kann der Spermienschwanz in vier Abschnitte unterteilt werden: Ausgehend vom
Spermienkopf werden ein Verbindungsstiick, ein Mittelstlick, ein Hauptstiick und ein Endstiick
definiert. Wahrend diese Abschnitte &ufRerlich nur schwer voneinander abzugrenzen sind,
werden im Inneren des Spermienschwanzes eindeutige Unterscheidungsmerkmale deutlich,
die weiterhin entscheidend fir die Funktion sind. Allen Abschnitten gleich ist das zentral
gelegene Axonem, eine Mikrotubuli-basierte Struktur im Inneren der Geil3el. Die axonemale
Struktur im Spermienschwanz ist vergleichbar mit der anderer motiler Zilien und zeigt den
charakt er i st iAsfimaln d.m esfxéigt Sich Rifi zentrales Paar an Mikrotubuli, die
von neun Dupletten umgeben sind. Einzige Ausnahme stellt dabei der letzte Abschnitt des
Endsticks dar, in dem sich die typische Struktur des Axonems aufgrund des stark
abnehmenden Durchmessers auflost. Zusatzliche Dynein-Arme, sowie radiare Speichen
vermitteln zwischen dem zentralen Paar und den peripheren Mikrotubuli-Dupletten und
bewerkstelligen die Fahigkeit zur Ausfilhrung des typischen Flagellenschlags zur
zielgerichteten Fortbewegung (Pigino und Ishikawa 2012).

Das Mittelstlick ist charakterisiert durch die ausgepragte mitochondrielle Scheide, die durch
dicht-gepackte  Bindel an Mitochondrien gebildet wird. Mitochondrien sind
energieproduzierende Zellorganellen: Uber oxidative Phosphorylierung (OXPHOS) wird ATP
generiert, das fur die Ausfiihrung des Flagellenschlags bendétigt wird. Das Hauptstiick zeigt
eine ausgepragte, fibrose Scheide, sowie Biindel von sog. dichten Fasern. Sie stellen
Spermienschwanz-spezifische, zytoskelettale Strukturen dar, die der Geil3el Stabilitat
verleihen, die Bewegung erleichtern und sie vor durch Scherkrafte verursachte Schaden
bewahren (Fawcett 1975). Die fibrose Scheide enthédltu.a. A-Ki nase Anker proteine
(Brown et al. 2003) und weitere Proteine, die vermutlich als Gerust fur weitere Signalproteine
dienen (Eddy et al. 2003). AKAP4, ein Mitglied der AKAPO6s, kar
fibrése Scheide und damit fir das Hauptstlick des Spermienschwanzes verwendet werden.
Es ist bekannt, dass die korrekte Ausbildung des Axonems und der akzessorischen Strukturen
im Spermienschwanz zu einem grof3en Teil auf Vesikeltransportprozessen beruht, die
maldgeblich Uber zwei evolutionar-konservierte, zilienspezifische Prozesse, namlich den
intraflagellaren Transport (IFT) und den Intramanschetten-Transport (IMT), bewerkstelligt
werden. IFT und IMT sind bidirektionale Transportplattformen, die hauptséchlich aus
Mikrotubuli und F-Actin-Filamenten aufgebaut sind. Durch sie wird die benétigte Fracht vom
Basalkorper des Ziliums zur Spitze (anterograd) und auch wieder zurtick (retrograd)

transportiert (Kierszenbaum 2002).
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1.8 Die Blut-Hoden-Schranke i eine spezielle Struktur der Sertoli-Zellen
Die Blut-Hoden-Schranke (BTB) stellt eine &ufRerst dichte, immunologische und
hodenspezifische Barriere dar, welche die heranreifenden, differenzierenden und grof3tenteils
nicht mehr teilungsfahigen Zellen (Spermatiden) vor auf3eren Einflussen schutzt, indem sie sie
raumlich vom Blutstrom trennt. Die BTB wird von benachbarten Sertoli-Zellen gebildet und
besteht aus unterschiedlichen Zell-Zell-Kontakten, wie tight junctions, gap junctions,
Desmosomen und den hodenspezifischen ektoplasmatischen Spezialisierungen (ES) (Cheng
et al. 2011). Das Hodenepithel wird durch die BTB in ein basales und ein adluminales
Kompartiment unterteilt. Wahrend die beiden meiotischen Teilungen, die Spermiogenese und
die Spermiation "hinter" der BTB im vom Blutstrom abgeschirmten, adluminalen Teil des
Epithels stattfinden, sind mitotische Teilungen, spermatogoniale Erneuerung und
Differenzierung bis zum Stadium der praleptotenen Spermatozyten im basalen Kompartiment
und in engem Kontakt zur Blutversorgung lokalisiert. Die BTB ist jedoch keine statische
Struktur, sondern steht unter konstanter Modulierung: Wahrend des Spermatogenese-Zyklus
finden zeitlich abgestimmte und exzessive Umgestaltungsprozesse der epithelialen Ordnung
statt. Das streng-regulierte, kurzzeitige Offnen der Blut-Hoden-Schranke erlaubt den Ubertritt
von praleptotenen Spermatozyten aus dem basalen ins adluminale Kompartiment und wird
malfigeblich Uber Endozytoseprozesse, endosomenvermitteltem Abbau, Transzytose und
Recyclingprozesse bewerkstelligt (Cheng und Mruk 2012). Abgesehen von ihrer Beteiligung
am Aufbau der BTB ubernehmen auch die Sertoli-Zellen weitere, essentielle Funktionen im
Epithel: Sie stabilisieren, erhalten die epitheliale Integritat, beherbergen und schiitzen die
heranreifenden Keimzellen, versorgen sie mit Nahrstoffen und leiten hormonelle Signale
weiter (Liu et al. 2020).

1.9 Hormonelle Steuerung der Spermatogenese
Die Spermatogenese steht maf3geblich unter der Kontrolle von endokrinen, autokrinen und
parakrinen Stimuli. Die bedeutendsten endokrinen Stimuli, die Einfluss auf die Entwicklung
und den Erhalt der Spermatogenese nehmen, sind die Gonadotropine FSH (Follikel-
stimulierendes Hormon) und LH (luteinisierendes Hormon), deren Freisetzung aus dem
Hypothysenvorderlappen als Reaktion auf den Stimulus des hypothalamischen
Gonadotropoin-Releasing-Hormons (GnRH) stattfindet, sowie das Steroidhormon Testosteron
und verschiedene, weitere Stimuli, die ihren Ursprung in den somatischen Zellen des
Hodengewebes nehmen (Abbildung 14) (Sofikitis et al. 2008). Ein durch die Sexualhormone
und Inhibin induzierter negativer Feedback-Mechanismus halt diese sog. HPG (hypothalamic-
pituitary-gonadal)-Achse im Gleichgewicht (Hayes 2001). Die Wirkung von FSH und LH wird
Uber die G-Protein-gekoppelten Rezeptoren FSHR auf Sertoli-Zellen und LHR auf den Leydig-
Zellen vermittelt (Hayes 2001; McLachlan et al. 2002), wobei die Leydig-Zellen auf diesen

35



Einleitung

Stimulus mit der Produktion des Sexualhormons Testosteron reagieren (McLachlan 2000;
O'Shaughnessy 2014).Testosteron aktiviert den Androgenrezeptor in den Sertoli-Zellen und
induziert weiterfiihrende Signale (Welsh et al. 2009). FSH hingegen wirkt entweder
unabhangig, oder aber im Zusammenspiel mit Testosteron und spielt eine entscheidende Rolle
in der Proliferation der Sertoli-Zellen, indem es u.a. Einfluss auf die Expression dafir
erforderlicher Gene nimmt. Auch die Struktur und die Signalweiterleitung innerhalb der Sertoli-
Zellen ist entscheidend fir einen einwandfreien Ablauf der Spermatogenese, eine fehlerfreie
Keimzellreifung und die Entwicklung der sekundaren Geschlechtsmerkmale (Sofikitis et al.
2008).
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ABBILDUNG 14: Hormonelle Steuerung der Spermatogenese. Endokrine Stimuli nehmen entscheidenden
Einfluss auf die Spermatogenese. Die bedeutendsten Hormonwirkungen werden durch die aus dem
Hypophysenvorderlappen stammenden Gonadotropine LH und FSH, sowie durch das Steroidhormon Testosteron,
dessen Produktion in den Leydig-Zellen durch LH ausgeldst wird, induziert. FSH und Testosteron kénnen entweder
in Zusammenspiel, oder aber unabhéngig voneinander Einfluss auf die Sertoli-Zell-Funktion nehmen.

1.10 Schicksal der Spermatozoa: Reifung und Speicherung im
Nebenhoden

Die im Zuge der Spermiation aus dem Hodenepithel abgegebenenund st r ukt ur el | Af
aber noch nicht befruchtungsfahigen Spermien werden zunéchst tiber das Rete testis und die
Ductuli efferenti in den Nebenhoden weitergeleitet. Der Nebenhoden lasst sich anatomisch in
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vier Bereiche einteilen: Das initiale Segment, den Kopf (Caput epididymidis), den Korper
(Corpus epididymidis) und den Schwanz (Cauda epididymidis). Um eine Eizelle erfolgreich
befruchten zu konnen, bedarf es weiterer Modifikationen, welche die Spermien zum einen
wahrend ihrer Passage des Nebenhodens erwerben, zum anderen im Zuge der Kapazitation
im weiblichen Genitaltrakt (Gervasi und Visconti 2017). Im caudalen Teil des Nebenhodens
werden die Spermien dann so lange zwischengelagert, bis Millionen von ihnen im Zuge der

Ejakulation ausgeschieden werden.
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2. Zielsetzungen

Bei sechs Patienten aus vier drusischen Familien wurde durch unsere Kooperationspartner
Prof. Dr. Robert Kleta und Dr. Naomi Issler eine neue autosomal-rezessive Form der
niedermolekularen Proteinurie (1-2g/d) in Kombination mit einem Horverlust im
Hochfrequenzbereich festgestellt. Die Ursache fur diese klinischen Symptome wurde in einer
Mutation im EHD1-Gen identifiziert, die zu einer veréanderten Form und Funktion des
resultierenden Proteins fuhrte. Das Auftreten der rezessiven Erkrankung war in den Familien
durch Cousinenheirat beginstigt worden (Abbildung 1).

EHD1 gehort einer Proteinfamilie an, die aus insgesamt 4 Mitgliedern besteht, welche
untereinander ein sehr hohes Maf3 an Strukturahnlichkeit aufweisen und welchen allesamt
eine zentrale Rolle beim endozytotischen Vesikeltransport und beim Rezeptorrecycling
zugeschrieben wird. EHD1 tibernimmt dabei eine bedeutende Rolle bei der Uberfiihrung von
Recyclingmaterial vom friihen Endosom zum endosomalen Recyclingkompartment bzw. direkt
zurlick zur Plasmamembran Uber den schnellen Recycling-Weg (Caplan et al. 2002). Wir
beobachteten, dass EHD1 eine wichtige Rolle bei der Proteinrlickresorption in proximalen
Tubuluszellen der Niere einnimmt (Issler et al. 2022). Darliber hinaus wird vermutet, dass
EHD1 an membranbildenden und -formenden Prozessen beteiligt ist, die u.a. mit der
Ziliogenese in Verbindung gebracht werden kénnen (Lu et al. 2015).

Interessante und umfangreiche Daten zur Verédnderung physiologischer Funktionen in der
Niere bei komplettem Funktionsausfall bzw. Funktionsanderung von EHD1 wurden von Sara
Afonso wahrend ihrer Dissertation beschrieben und verbesserten das Verstandnis des
klinischen Phénotyps der Patienten (Issler et al., 2022). Die genauen Folgen der EHD1-

Mutation fur die Spermiogenese waren jedoch bislang unerforscht.

Die vorliegende Arbeit befasste sich daher mit der testikularen Pathophysiologie homozygoter,
mannlicher Ehd1R3%WRSBW_Msyuse mit dem Ziel, die Bedeutung von EHD1 wéhrend der
Spermatogenese, sowie die Auswirkungen einer Funktionsédnderung, bzw. eines
Funktionsverlustes dieses Proteins auf die Fertilitdt detailliert zu untersuchen. Die zugrunde
liegenden Prozesse sollten dabei moglichst umfassend untersucht werden Die hier
dokumentierten Untersuchungen wurden zum grof3ten Teil an Mausmodellen sowie zu einem
kleineren Teil am Zellmodell durchgefiihrt. Wahrend Ehd1 im Ehd1”-Mausmodell komplett
inaktiviert wurde, trugen die Ehd1R3WRBW_M3use die exakt gleiche, homozygote Mutation in
sich, die bei den Patienten gefunden worden war. Verglichen wurden die Ergebnisse stets mit
Ehd1"""'-Mausen, die das unveranderte Ehd1-Gen besaRen.

Zur Untersuchung der Interaktion des humanen EHD1 mit anderen Proteinen und Protein-

Komplexen wurde zudem ein durch Tetrazyklin induzierbares Zellmodell von LLC-PK1-Zellen
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verwendet. Diese Zellen Uberexprimieren entweder humanes Wildtyp-EHD1 oder mutiertes
EHD1, wenn dem Kulturmedium Tetrazyklin zugesetzt wird.

Die in dieser Arbeit dargestellten Ergebnisse zeigen, dass Ehd1 einen bisher unterschatzen
Beitrag zur Aufrechterhaltung komplexer Ablaufe wahrend der murinen Spermatogenese
leistet und dass die Einschrénkung der normalen Ehd1l-Funktion zu schweren Stérungen
dieser Prozesse fuhrt.
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3. Material und Methoden

3.1 Material
3.1.1 Gerate

Gerat

Material und Methoden

Hersteller

Autoklav Tuttnauer 2540ELC

Biomedis GmbH, GielRen, Deutschland

Gelelektrophorese-Kammer

VWR International, Radnor, Pennsylvania, USA

Heizplatte fur Paraffinschnitte HI 1220

Leica, Wetzlar, Deutschland

Inkubator/Brutschrank

Thermo Fisher Scientific, Dreieich, Deutschland

Inverses Mikroskop Observer Z.1

Zeiss, Jena, Deutschland

Konfokales Mikroskop LSM 710

Zeiss, Jena, Deutschland

Kryotom CryoStar NX70

Thermo Fisher Scientific, Dreieich, Deutschland

Microtom (Rotary microtome RM2165)

Leica, Wetzlar, Deutschland

NanoDrop 2000c Spektrophotometer

Thermo Fisher Scientific, Dreieich, Deutschland

Operationsbesteck

FST, Bad Oeynhausen, Deutschland

Paraffin Inkubator INCUB LG CAP SHAKER
230V

VWR International, Radnor, Pennsylvania, USA

PCR-MaschineTprofessional Basic Gradient

Biometra i Analytik Jena, Jena, Deutschland

pH-Elektrode inoLab WTW Series 720

A. Hartenstein GmbH, Wirzburg, Deutschland

RNAScope® Warmeofen

HybEZ Oven, Advanced Cell Diagnostics,
Hayward, USA

Sterilbank ClairePure B-2-130

Berner, Elmshorn, Deutschland

Thermomixer 5436

Eppendorf GmbH, Hamburg, Deutschland

Transmissionselektronenmikroskop EM902

Zeiss, Oberkochen, Deutschland

Wasserbad

Haake, Karlsruhe, Deutschland

Zentrifugen

VWR International, Radnor, Pennsylvania, USA
Thermo Fisher Scientific, Dreieich, Deutschland
Labnet, Edison, NJ, USA

3.1.2 Verbrauchsmaterial

Verbrauchsmaterial

Hersteller

96-well Platte

Thermo Fisher Scientific, Dreieich, Deutschland

Biopsie-Einbettkassetten

VWR International, Radnor, Pennsylvania, USA

DAKO Mounting Medium (nicht-
fluoreszierend)

DakoCytomation, Dakato North America Inc.,
Carpinteria, USA

A-PAP Pen, Fettstift

Sigma, Taufkirchen, Deutschland

Deckglaschen

Marienfeld  Superior, Lauda-Kdnigshofen,
Deutschland

DePeX Einbettmedium

Serva Electrophoresis GmbH, Heidelberg,
Deutschland

DNA-Leiter (50bp, 1 kb)

Thermo Fisher Scientific, Dreieich, Deutschland

Epoxid Einbettmedium

Sigma, Taufkirchen, Deutschland

Eppendorf Cups (0,2 ml, 0,5 ml, 1,5 ml, 2

Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland
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Falconréhrchen (15 ml, 50 ml)

Material und Methoden

nerbe plus, Winsen (Luhe), Deutschland

Filterpapier

GE Healthcare Life Sciences, Buckinhamshire,
UK

GeneRul er E DNA

Leit el

MBI Fermentas GmbH, St. Leon-Rot,

Deutschland

Insulinspritze (0,5 ml)

BD Micro-Fine+, BD Consumer Healthcare,
Heidelberg, Deutschland

Loading Dye (6x)

Thermo Fisher Scientific, Dreieich, Deutschland

Metallkassetten fur Paraffineinbettung

A. Hartenstein GmbH, Wirzburg, Deutschland

Mikrotommesser

A. Hartenstein GmbH, Wirzburg, Deutschland

Objekttrager Poly-Lysin

O. Kindler GmbH, Freiburg

Objekttrager Superfrost

A. Hartenstein GmbH, Wirzburg, Deutschland

Pasteurpipetten

Sarstedt, Nimbrecht, Deutschland

Pipettenspitzen (10 pl, 200 pl, 1000 pl)

nerbe plus, Winsen (Luhe), Deutschland

Surgipath Paraplast Paraffinwachs

Leica, Wetzlar, Deutschland

Tissue Tek OCT-Einbettmedium
Kryogewebe

far

Sakura Finetek Europe B.V., Zoeterwoude,
Netherlands

Zellkulturflaschen (T-25, T-75)

Thermo Fisher Scientific, Dreieich, Deutschland

Zellkulturplatten (6-well, 12-well, 24-well)

3.1.3 Chemikalien & Enzyme
Produkte

Thermo Fisher Scientific, Dreieich, Deutschland

Hersteller

0,9% NacCl

B. Braun AG,

Deutschland

Melsungen Melsungen,

2-Methylbutan (CsH1z)

Sigma, Taufkirchen, Deutschland

2-Propanol (C3HsO)

Thermo Fisher Scientific, Dreieich,
Deutschland

Agarose

VWR International, Radnor, Pennsylvania,
USA

Ammoniumacetat (CH;COONH4)

Merck, Darmstadt, Deutschland

BSA (bovines Serumalbumin)

Sigma, Taufkirchen, Deutschland

Cacodylsédure Natriumsalz Trihydrat
(CszASN&Oz -3 HzO)

Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland

Di-Kaliumhydrogenphosphat (K:HPO.,)

Merck, Darmstadt, Deutschland

Dinatriumhydrogenphosphat (Na;HPQO.,)

Merck, Darmstadt, Deutschland

DMEM/ Hamo6 s F1 2Mediwen |

k u

Capricorn Scientific, Ebsdorfergrund,
Deutschland

EDTA Supelco, St. Louis, Missouri, USA
EGTA Sigma, Taufkirchen, Deutschland
Eisessig (C2H405) Merck, Darmstadt, Deutschland
Eosin Y Abcam, Cambridge, UK

Ethanol (C2HeO)

Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland

FCS (Fetal Calf Serum)

Capricorn Scientific, Ebsdorfergrund,
Deutschland

Formalinlésung (30%)

Sigma, Taufkirchen, Deutschland
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Glucose (CsH1206)

Material und Methoden

Merck, Darmstadt, Deutschland

Glutaraldehyd (CsHsO2)

Sigma, Taufkirchen, Deutschland

Heparin

B. Braun Melsungen AG, Melsungen,
Deutschland

Kaliumdihydrogenpohosphat (KH2PO.,)

Merck, Darmstadt, Deutschland

Leibowitz Medium (1X)

Gibco/Thermo Fisher Scientific, Dreieich,
Deutschland

Magnesiumchlorid (MgCl.)

Merck, Darmstadt, Deutschland

Mayer 6 s H%surgl aun

Merck, Darmstadt, Deutschland

Methanol (CH3;OH)

Thermo Fisher Scientific, Dreieich,
Deutschland

Natriumchlorid (NaCl)

Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland

Natriumdihydrogenphosphat Dihydrat
(NaH2PO. - 2 H20)

Merck, Darmstadt, Deutschland

Opti-ME ME

Gibco/Thermo Fisher Scientific, Dreieich,
Deutschland

Osmiumtetroxid (OsQOa)

Sigma, Taufkirchen, Deutschland

Paraformaldehyd

Polysciences, Hirschberg an der Bergstrasse,
Deutschland

Penicillin-Streptomycin 100X (107 U/l Pen G,
10000 mg/I Strep.-Sulfat, NaCl 900 mg/l)

Capricorn Scientific, Ebsdorfergrund,
Deutschland

Periodsaure

Thermo Fisher Scientific, Dreieich,
Deutschland

Pikrinséaure

Merck, Darmstadt, Deutschland

Proteinase K

Merck, Darmstadt, Deutschland

RNAscope® Waschpuffer

ACD, Wiesbaden, Deutschland

Saccharose (C12H22011)

Merck, Darmstadt, Deutschland

Schiffdsches Reagenz|Sigma, Taufkirchen, Deutschland
SDS (sodium dodecyl sulfate) AppliChem, Darmstadt, Deutschland
SpermAir GM501 Gynemed, Lensahn, Deutschland
TAE-Buffer (10x) AppliChem, Darmstadt, Deutschland
Tetrazyklin Bioline, London, UK

tri-Natriumcitrat Dihydrat
(C6H5N3307 -2 HzO)

Merck, Darmstadt, Deutschland

Tris Ultrapure

AppliChem, Darmstadt, Deutschland

Triton X-100

Sigma, Taufkirchen, Deutschland

Trypsin-EDTA (10X)
(0,5% Trypsin, 5,3 mM EDTA,)

Capricorn Scientific, Ebsdorfergrund,
Deutschland

XyloI (CsHlo)

Merck, Darmstadt, Deutschland

Zitronensaure Monohydrat (C¢HsO7 - H20)

Sigma, Taufkirchen, Deutschland
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Kit

Material und Methoden

Hersteller

DeadEndE Fluorometr.i

Promega, Walldorf, Deutschland

HighYiel PCR-/Gelaufreinigung

SLG, Gauting, Deutschland

Lipofectamine 3000 Kit

Invitrogen/Thermo Fisher Scientific, Dreieich,
Deutschland

REDTaqE ReadyMi xE PCI

Sigma, Taufkirchen, Deutschland

RNAscope® H202 & Protease Plus Kit

ACD, Wiesbaden, Deutschland

RNAscope® Multiplex Fluorescent V2 Assay

ACD, Wiesbaden, Deutschland

RNAscope® Target Retrieval Kit

ACD, Wiesbaden, Deutschland

SYBR® Green PCR Kit

Roche, Mannheim, Deutschland

3.1.5 Software

Programm Hersteller
Adobe Photoshop CS4 Adobe Inc., San José, California, USA
Chromas Technelysium, South Brisbane, Australia

Clone Manager Professional 9

Sci Ed Software, Westminster, Colorado, USA

CorelDraw Graphics Suite X7

Corel Corporation, Ottawa, Canada

Microsoft Office Professional Plus 2016

Microsoft, Redmond, Washington, USA

Origin V94E OriginLab Corporation, Northampton, USA
ZEN Blue Zeiss, Jena, Deutschland
ZEN Lite Zeiss, Jena, Deutschland
ZEN Pro V2.3 Zeiss, Jena, Deutschland

3.1.6 Antikorper

Beschreibung AK-Typ Verd. Hersteller

anti-EHD1, rabbit Primar-AK 1:100 Abcam, Cambridge,

monoklonal 1gG; UK

[EPR4954]

anti-VPS35, goat Primar-AK 1:100 Abcam, Cambridge,

polyklonal IgG UK

anti-MICAL-L1, Priméar-AK 1:100 Abnova, Taipei City,

mouse polyklonal Taiwan

anti-Tom20, mouse Primar-AK 1:100 Santa Cruz,

monoklonal 1IgG Heidelberg,
Deutschland

anti-AKAP4, rabbit Priméar-AK 1:100 Origene, Rockuville,

polyklonal IgG us

Anti-Vimentin, Primar-AK 1.00 Invitrogen/Thermo

chicken IgY Fisher Scientific,
Dreieich, Deutschland

Alexa Fluor® 488 Sekundar-AK 1:400 Thermo Fisher

donkey anti rabbit Scientific, Dreieich,
Deutschland

44



Material und Methoden

Alexa Fluor® 555 Sekundar-AK 1:400 Thermo Fisher
donkey anti mouse Scientific, Dreieich,
Deutschland
AlexaFluor® 555 Sekundar-AK 1:400 Thermo Fisher
donkey anti rabbit Scientific, Dreieich,
Deutschland
Alexa Fluor® 647 Sekundar-AK 1:400 Thermo Fisher
donkey anti mouse Scientific, Dreieich,
Deutschland
Alexa Fluor® 647 Sekundar-AK 1:400 Thermo Fisher
donkey anti rabbit Scientific, Dreieich,
Deutschland
Alexa Fluor® 647 Sekundar-AK 1:400 Invitrogen, Karlsruhe,
donkey anti-goat Deutschland
Alexa Fluor® 647 Sekundar-AK 1:400 Invitrogen, Karlsruhe,
donkey anti chicken Deutschland
HOE33342 Kein AK 1:400 Invitrogen, Karlsruhe,
(5x10* M) Deutschland
Mi toTr acke Kein AK 250 nM Thermo Fisher
Orange CMTMRos Scientific, Dreieich,
Deutschland
Lectin PNA Alexa Kein AK 1:650 Molecular Probes,
Fluor 647 con;. Eugene, Oregon, US
3.1.7 Puffer & Losungen
Antikérperverdinnungslésung (IF), BSA 0.5%
pH 7.4
Triton X-100 0.04%
in 1XPBS
Boui n 6FBxatih e s Formalin 10%
Eisessig 4.7%
Pikrinsaure 0,95%
Blocklosung, pH 7.4 BSA 5%
Triton X-100 0.04%
in 1XPBS
. Natriumcitrat-
Citratpuffer, pH 6 dihydrat 2.059¢
Zitronensaure-
monohydrat 03179
in Aqua dest. ad 1000 ml
Fixierlésung (3% PFA, pH 7.4) EGTA 1mM
KoHPO4 15 mM
MgCl. 2mM
NacCl 90 mM
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Glutaraldehydlésung (2%, pH 7.4)

Induktionsmedium LLC-PK1-Zellen

Kulturmedium LLC-PK1-Zellen

Nachfixierldsung

1% OsO4 Losung, pH 7.4

1% Periodsaure-Ldsung

Phosphat-gepufferte Salzlésung (PBS),
pH 7.4

SDS-Losung (0,1%)

Tail Buffer (pH 8)

Material und Methoden

Paraformaldehyd

3%

Succhrose

100 mM

in Aqua dest.

Glutaraldehyd

2%

Natriumcacodylat

0.1M

in Aquadest

Tetrazyklin-Stock
(12,5 mg/ml)

1lpg/ml

In Kulturmedium
LLC-PK1-Zellen

RPMI 1640
Medium

500 ml

FCS

5%

Penicillin/
Streptomycin 100X
(107 U/l Pen G,

1%

10000 mg/l

Strep.Sulfat, NaCl

900 mg/l)

1XPBS 13.32 mL
Sucrose 3.20¢
Fixierlésung (3%

PFA) 20 mL
0s0Oq4 1%
Natriumcacodylat [0.1 M

in Aqua dest.

Periodsaure 1%

in Aqua dest.

KH2P04 1.8 mM
Na;HPO4 10.3 mM
NacCl 137 mM
in Aqua dest.

SDS 0.1%

in 1XPBS

EDTA 0,1M
SDS 0,50%
Tris-HCI 50mM
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in Aqua dest.

TE-Puffer (pH 7,5) Tris 10mM
EDTA 1mM
in Aqua dest.

3.2 Methoden

3.2.1 Versuchstiere

3.2.1.1 Verwendete Mauslinien

Alle Méause wurden unter optimalen Bedingungen gehalten, wobei Futter und Wasser
uneingeschrankt zur Verfugung standen. Alle Tierversuche wurden nach den
vorgeschriebenen Richtlinien durchgefiihrt und von den lokalen Tierschutzbehdrden
genehmigt.

3.2.1.2 Isolierung genomischer DNA (gDNA)

Bei abgesetzten, mindestens 4 Wochen alten Mausen wurde die genomische DNA (gDNA)
aus Ohrbiopsien, die gleichzeitig der Tiermarkierung dienten, isoliert. In manchen Fallen
erfolgte die Genotypisierung aus Schwanzbiopsien, die post mortem gewonnen wurden. Die
Biopsien wurden mindestens 3 Stunden oder tUber Nacht in 300 pl Tail Buffer (0,1 M EDTA,
0,5 % SDS, 50 mM Tris-HCI, pH 8) mit 1 pl Proteinase K (100 mg/mL) bei 55 °C auf dem
Schttler (500 U/min) verdaut. Nach dem vollstandigen Verdau wurden 300 pl Isopropanol (99
%) und 50 pl Ammoniumacetat (CH3COONH4, 7,5 M) zu jeder Probe gegeben, griindlich
gemischt und 15 Minuten bei -20 °C inkubiert, um die genomische DNA zu fallen. Die gefallte
gDNA wurde durch 15-minttige Zentrifugation bei 13.000 U/min pelletiert und das Pellet durch
vorsichtige Zugabe von 1 ml EtOH (70 %) gewaschen. Nach einem zweiten
Zentrifugationsschritt fir 10 min bei 13.000 rpm wurde der Uberstand verworfen, die Pellets
wurden 5 min an der Luft getrocknet und schlief3lich in 50 pl TE-Puffer (10 mM Tris, 1 mM
EDTA, pH 7,5) resuspendiert. Die Proben wurden erneut fir mindestens 30 Minuten lang bei
55 °C und 500 U/min auf dem Schuttler inkubiert und die gDNA bis zur Verwendung bei 4 °C

gelagert.

3.2.1.3 Geschlechtsbestimmung bei jungen Mausen mittels PCR

Bei erwachsenen Mausen lasst sich das Geschlecht leicht anhand &uRRerlich sichtbarer
Merkmale wie dem Abstand zwischen Genitalbereich und Anus, sowie dem charakteristischen
Hodensack der Mannchen bestimmen. Bei jungen Mausen gestaltet sich die Unterscheidung
schwierig, da die auf3erlichen Geschlechtsmerkmale noch nicht vollstéandig ausgepragt sind.

Eine zuverlassige Geschlechtsbestimmung dieser Mause wurde deshalb mittels Polymerase-

47



Material und Methoden

Kettenreaktion (PCR) unter Verwendung von zwei Primerpaaren durchgefihrt, die bestimmte

Abschnitte des X- und des Y-Chromosoms amplifizierten (McFarlane et al. 2013).

Primer:

Sense-Primer: XIr-SX_se: GATGATTTGAGTGGAAATGTGAGGTA,
Antisense-Primer: XIr-SX_as: CTTATGTTTATAGGCATGCACCATGTA,
Sense-Primer: Zfy_se: GACTAGACATGTCTTAACATCTGTCC,
Antisense-Prime: Zfy_as: CCTATTGCATGGACTGCAGCTTATG.

Wahrend in der Auswertung durch Gelelektrophorese fir Mannchen zwei Banden sichtbar
wurden (XY), zeigten weibliche Mause lediglich ein Produkt fir das X-chromosomale Amplikon
(XX).

Bestandteil des Reaktionsansatzes Volumen pro Probe

RedTaq MixX2x) 10 pl

sense / antisense Primer (10uM) jelu

PCRH.0 7 pl

genomischeDNA 1 pl

H 20 pl
PCRProgramm | Temperatur| Dauer Anzahl Zyklen

Aktivierung 94°C 5 min

Denaturierung 94°C 30 sec

Annealing 55°C 30 sec 35

Elongation 72°C 30 sec

Elongation 72°C 4 min

Lagerung 4°C

Die PCR-Produkte wurden durch Gelelektrophorese (2pul PCR-Produkt + 1ul 6x Loading Dye
+ 3l MilliQ-H20) unter Verwendung eines 2%igen Agarosegels und einer 50bp-DNA-Leiter

aufgetrennt und das Ergebnis ausgewertet.

3.2.1.4 Genotypisierung von Ehd1R3®WR3BW_\Maysen
Die Genotypisierung von Ehd1R3%®WR%BW_Mssen  erfolgte durch Sequenzierung. Die
genomische DNA wurde zunéchst durch PCR unter Verwendung des SYBR®Green PCR Kits

(Roche) vervielfaltigt.
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Primer:
Sense-Primer: 5256_mEHD1_R398W_se: ACTCCCCTGCTTGGATAGTCT (10uM)
Antisense-Primer: 5257_mEHD1_R398W-as: CCTTGTCCACATCTGCCAAC (10uM)

Bestandteil des Reaktionsansatzes Volumen pro Probe

SYBR® Green 10 pl

sense / antisense Primer (10puM) jelyul

PCRH.0O 7 pl

genomischeDNA 1 pl

H 20 ul
PCRProgramm | Temperatur| Dauer AnzahlzZyklen

Aktivierung 94°C 10min

Denaturierung 94°C 1 min

Annealing 56°C 1 min 32

Elongation 72°C 30 sec

Elongation 72°C 2min

Lagerung 4°C

Die entstandenen PCR-Produkte wurden durch Gelelektrophorese (2ul PCR-Produkt + 1pul 6x
Loading Dye + 3pl MilliQ-H20O) mit einem 2%-igen Agarosegel auf ihre spezifische Grol3e
kontrolliert. Sofern die entstandenen Banden den Erwartungen entsprachen, wurde das
verbliebene PCR-Produkt mit dem HighYield PCR Purification Kit (Hersteller) nach den
Anweisungen des Herstellers aufgereinigt und in 20 pl MilliQ-H2O eluiert. Mit den

aufgereinigten PCR-Produkten wurden ein Sequenzieransatz hergestellt:

Bestandteil desSequenzieransatzes

Volumen pro Probe

Aufgereinigte? CRProdukt 5ul
sensePrimer 5256 (s.0.) 2ul
PCRH0 gul
H 15l

Die Sequenzierung wurde von der Microsynth Seglab GmbH durchgefihrt. Die Sequenzier-
Ergebnisse wurden mit der ChromasLite® Software ausgewertet. Ausschlaggebend fir die
Beurteilung des Genotyps waren hierbei die drei Basen (XXX), die sich der ersten
Nukleotidsequenz AGT TGT AGT TGT XXX anschlossen: "TGG" fiir End1R3%W/R%W »yGgr
fir End1?39®WM ynd "CGC" fir Ehd1""",
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3.2.2 Fixierung des Hodengewebes

Die Erfahrung hat gezeigt, dass die konventionelle Fixierung mit 3 % Paraformaldehyd Uber
retrograde, arterielle Perfusion die besten Ergebnisse bei der Konservierung von
Nierengewebe zeigt. Fur die optimale Fixierung von Hodengewebe hat sich diese Methode
jedoch als ungeeignet erwiesen: Hodenarterien sind aul3erst empfindliche Gefal3strukturen,
die direkt von der Aorta abzweigen und durch die Praparation derselben sehr leicht beschadigt
werden konnen. Stattdessen wurden die Mause in tiefer Narkose (2,5% Isofluran) dekapitiert,
das Hoden- und Nebenhodengewebe enthommen und 24 Stunden lang bei 4°C in
Bouind s ¢ hFexativ immersionsfixiert. Dieses Fixativ ist dafiir bekannt, dass es Hoden- und
Nebenhodengewebe sehr gut konserviert, da es Chromatinstrukturen im Kern bewahrt und die
Mdoglichkeit bietet, mitotische und meiotische Figuren zu identifizieren. Nach der Fixierung
wurde das Gewebe in 70%igem Methanol gelagert und entsprechend dem

Einbettungsprotokoll weiterverarbeitet.

3.2.3 Aufbereitung von Bouin-fixiertem Gewebe, Paraffineinbettung und
Schnittherstellung

Da sich die Kryokonservierung von Hoden- und Nebenhodengewebe aufgrund der geringen

Qualitat der Gewebeerhaltung als ungeeignet erwies, wurde bevorzugt die Paraffineinbettung

fur die langfristige Konservierung der Gewebe verwendet. Die enthommenen, Bouin-fixierten

Hoden und Nebenhoden wurden schrittweise nach folgendem Protokoll weiter verarbeitet:

Lésung Inkubationszeit Temperatur
70 % Methanol 25 min RT
80% Methanol 25 min RT
90% Methanol 25 min RT
100% Methanol 25 min RT
100% 2Propanol 25 min RT
2-Propanol + Paraffin (1:] 60 min 60°C
Paraffin U.N. 60°C
frischesParaffin 60 min 60°C

AnschlieRend wurden die Gewebe unter Verwendung von Metallkassetten in Paraffin
eingebettet und ausgehéartet. Fur H.E.-Farbungen, PAS-Farbungen, RNAScope®- und
Immunfarbungen wurden 5um dicke Schnitte von in Paraffin-eingebettetem Gewebe auf Poly-
Lysin- (fur histologische und Immunfluoreszenzfarbungen; O. Kindler GmbH) oder
Superfrost®-Objekttrager (fir RNAScope-Experimente; Thermo Scientific) aufgezogen und 30
min bei 40°C auf einer Heizplatte getrocknet, bis keine Wassereinschliisse mehr zwischen

Schnitt und Objekttrager vorhanden waren.
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3.2.4 Histologische Farbungen - Hamatoxylin/Eosin (H.E.)

Die Hamatoxylin/Eosin-Farbung (H.E.) ist eine bekannte, histologische Routinefarbung,
welche eine Differenzierung bestimmter Gewebebestandteile anhand ihrer elektrischen
Ladung ermdglicht. Hamatoxylin ist ein kationischer Farbstoff mit einer tief blau-violetten
Farbe, der mit basophilen, negativ geladenen Komponenten in der Zelle reagiert, wie z. B. der
DNA in Zellkernen oder Teilen des Zytoplasmas, die reich an rauem endoplasmatischem
Retikulum sind. Im Gegensatz dazu ist Eosin ein anionischer Farbstoff mit einer leuchtend-
roten Farbe, der mit azidophilen, positiv-geladenen Zellbestandteilen wie einem Grof3teil des
Zytoplasmas und fibrésen, extrazellularen Bestandteilen reagiert.

Fur die H.E.-Farbung wurden 5 pm dicke Schnitte von in Paraffin eingebetteten Geweben
verwendet. Die Schnitte wurden deparaffiniert und rehydriert, indem sie zweimal 5 min in Xylol
inkubiert wurden, gefolgt von 12 min in 99% Isopropanol und abnehmenden Konzentrationen
von Ethanol (95%, 80%, 70%), ebenfalls fur jeweils 12 Minuten. Nach einem 5-mindtigen
Waschschritt in 1XPBS wurden die Objekttrager fir 3 min in Mayer's Hemalum inkubiert, das
einen Komplex aus Aluminiumionen und dem Oxidationsprodukt von Hamatoxylin (Hamatin)
darstellt. Durch Auswaschen o d eBl 2 A dem $chnitte in flieRendem Leitungswasser wurde
Uberschissiges Hamalum entfernt, was zu der typischen tief blau-violetten Farbung fuhrte. Zur
Gegenfarbung wurden die Schnitte fir 2 min mit 80% alkoholischer Eosinldsung inkubiert,
gefolgt von kurzen Entwasserungsschritten in Ethanol steigender Konzentration (70%, 80%,
90%), 99%igem Isopropranol, sowie finaler Inkubation in Xylol fir 2x 5 min. Die geféarbten
Gewebe wurden mit Hilfe eines xylolbasierten Einbettmediums (DePex) auf den Objekttragern

eingedeckelt.

3.2.5 Histologische Farbungen - Periodsaure-Schiff (PAS)

Die Periodsaure-Schiff-Farbung (PAS) ist eine haufig verwendete Farbemethode zum
Nachweis von Polysacchariden wie Glykogen, Glykoproteinen und Glykolipiden. Die
Periodsdure oxidiert Glykolgruppen zu Aldehydgruppen, wahrend das Schiff'sche Reagenz i
es enthalt farblose, fuchsinschwefelige Saure - an diese Aldehydgruppen bindet und einen
Farbumschlag induziert. Al s Kaaortvenaesndetf(slehetHlEng wur d
Farbung).

5 um dicke Schnitte von Paraffin-Geweben wurden deparaffiniert und rehydriert, indem sie
zweimal 5 min in Xylol inkubiert wurden, gefolgt von 12 min in 99% Isopropanol und
abnehmenden Konzentrationen von Ethanol (95%, 80%, 70%), ebenfalls fur jeweils 12
Minuten. Nach einem 5-minutigen Waschschritt in 1XPBS wurden die Objekttrager 10 Minuten
lang mit 1%iger Periodséurelésung beschichtet, um die Glykole zu Aldehyden zu oxidieren.

Nach dreimaligem Waschen mit destilliertem Wasser fir jeweils 1 Minute folgte eine 15-
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mindtige Inkubation mit Schiffschem Reagenz, was den Farbumschlag induzierte.
Uberschiissiges Schiff'sches Reagenz wurde durch Spilen der Schnitte fir 5 min mit
Leitungswasser (37 °C) entfernt. Zur Kontrastfarbung wurden die Schnitte fir 1 min in Mayer&
Hamalaun (siehe oben) inkubiert. Es folgten ein letzter Waschschritt mit Leitungswasser fur 5
min und kurze Dehydratisierungsschritte in Ethanol steigender Konzentrationen (70%, 80%,
90%), 99%igem Isopropanol und schlie8lich zweimal in Xylol fur jeweils 5 Minuten. Die
Schnitte wurden mit Hilfe eines xylolbasierten Einbettmediums (DePex) auf den Objekttragern
eingedeckelt.

3.2.6 Immunfluoreszenzfarbungen

Die Immunfluoreszenzfarbung (IF) wird zum Nachweis zellularer Komponenten, z.B. von
Proteinen oder anderen Makromolekilen, in Gewebeproben verwendet und basiert auf
Antigen-Antikdrper-Wechselwirkungen, die durch spezifische Markierungsmolekiile, in der
Regel Fluoreszenzfarbstoffe (Fluorophore), sichtbar gemacht werden kénnen. Diese
Fluorophore kénnen entweder an den primaren (direkte IF) oder sekundaren (indirekte IF)
Antikorper gekoppelt sein. Mit ihrer Hilfe kann die intrazellulare Verteilung, sowie die
subzellulare Lokalisierung des Zielproteins in verschiedenen Geweben oder Zellen genauer
untersucht und in Kontext gebracht werden.

Grundsatzlich werden zwei verschiedene Methoden der Immunfluoreszenz (IF) beschrieben.
Die "direkte" IF erfordert einen einzigen Antikorper, der an das Zielprotein bindet und zum
Nachweis direkt mit einem Fluorophor gekoppelt ist, wahrend die "indirekte" IF auf Interaktion
von zwei interagierenden Antikdrpern beruht: Der erste, nicht konjugierte "primare" Antikdrper
ist gegen das Zielprotein gerichtet, wahrend der zweite, mit einem Fluorophor gekoppelte
"sekundare" Antikdrper, gegen den primaren Antikbrper gerichtet ist. Bindet nun der
fluoreszenzmarkierte Sekundarantikbérper an den an der Zielstruktur haftenden
Primarantikorper, so kann er mit Hilfe eines Fluoreszenzmikroskops detektiert und die
Zielstruktur sichtbar gemacht werden. In dieser Arbeit wurde die indirekte Immunfluoreszenz
verwendet.

Die Immunfluoreszenzfarbungen wurden an Paraffingewebe durchgefihrt. 5 um dinne
Gewebeschnitte wurden zunéchst deparaffiniert (2x 12 min in Xylol) und anschlieRend durch
die Inkubation in 99% Isopropanol, sowie abnehmenden Konzentrationen von Ethanol (95%,
80%, 70%) fur jeweils 12 Minuten rehydriert. Nach einem Waschschritt fir 5 min in 1XPBS
wurden die Objekttrager 15 Minuten lang in Citratpuffer (pH 6,0) bei 95 °C (Wasserbad)
aufgekocht, um unzugangliche Antigen-Epitope flr den Primarantikérper zugéanglich zu
machen. Es folgte ein weiterer Waschschritt fir 5 min in 1XPBS.

Unspezifische Antikérper-Bindungsstellen wurden mit Hilfe einer PBS-basierten Blockldsung

fur 10 Minuten abgesattigt, gefolgt von einem erneuten Waschschritt fir 5 min in 1XPBS. Die
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primaren Antikérper wurden entsprechend der optimalen Verdinnung in PBS-basierter
Antikérperverdinnungslésung verdinnt und die Gewebeschnitte damit Gberschichtet. Damit
die Antikorperverdiinnung auf den Schnitten verweilte, wurde mit Hilfe eines speziellen
Fettstiftes eine Barriere gezogen. Die Uberschichteten Schnitte wurden tber Nacht in einer
feuchten Kammer bei 4°C inkubiert. Am nachsten Tag wurden die Sekundarantikbrper
ebenfalls in Antikorperverdiinnungslésung verdunnt. Nachdem die Primarantikdrper durch
einen Waschschritt fir 5 min in 1XPBS entfernt wurden, wurden die Gewebeschnitte mit den
verdinnten Sekundarantikorpern tberschichtet und eine Stunde lang unter Lichtausschluss
bei Raumtemperatur inkubiert. Nach letztmaligem Waschen der Schnitte fiir 5 min mit 1XPBS
war die Farbung beendet und die Schnitte wurden mit nicht-fluoreszierendem DAKO Mounting
Medium eingedeckelt und zum Verfestigen des Mountingmediums im Kuihlschrank
aufbewahrt. Die Schnitte wurden standardmaRig kurz nach der Fertigstellung der Farbung

mikroskopiert.

3.2.7 Richardson-Farbung von Epon-eingebetteten Semi-Dinnschnitten

Epon-eingebettete Semidiinnschnitte (680nm) wurden durch die von Richardson et al. (1960)
beschriebene Methylenblau-Azur 1l-Féarbung gefarbt. Die Farbelésung setzte sich aus 1%
Methylenblau in 1%-iger, wassriger Boraxlésung und 1% Azur Il in Aqua dest. im
Mischverhaltnis 1:1 zusammen. Die Schnitte wurden auf Objekttrager gelegt und bei 80°C auf
der Heizplatte getrocknet. AnschlieRend wurde jeder Schnitt mit einem Tropfen Féarbelésung
bedeckt und bei 80°C so lange gefarbt, bis die Farbelésung einen metallischen Rand bildete.
Zuletzt wurden die gefarbten Schnitte mit Aqua dest. gespiilt, getrocknet und eingedeckelt.
Die Richardson-Farbungen wurden von Helga Othmen (Institut fir molekulare und zellulare

Anatomie, Universitat Regensburg) durchgefiihrt.

3.2.8 Mikroskopie

Sowohl histologische Farbungen, als auch Immunfluoreszenzfarbungen wurden mit einem
inversen Mikroskop (Axiovert 200, Zeiss) unter Verwendung des 20x-Objektivs fir
Ubersichtsaufnahmen und des 63x-Olimmersionsobjektivs fiir eine detailliertere Ansicht
analysiert. Von besonders wichtigen Farbungen wurden auch Ubersichtsaufnahmen mit dem
63x Olimmersionsobjektiv aufgenommen, jedoch nahm diese Methode sehr viel Zeit und sehr
viel Speicherplatz in Anspruch. Die Auswertung erfolgte mit der Software ZEN 3.0 (Zeiss). Fur
den Fluorophor-Nachweis wurden, je nach verwendetem sekundéren Antikorper, geeignete
Anregungswellenlangen verwendet: 405 nm (fir HOE33342), 488 nm (fur Alexa Fluor® 488),
561 nm (fur Alexa Fluor® 555) und 633 nm (fir Alexa Fluor® 647 und Cy5). Die Emission
wurde mit geeigneten Bandpassfiltern bei 450-517 nm, 493-542 nm, 562-640 nm und 638-755

nm nachgewiesen.
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3.2.9 Isolation reifer Spermien aus der Cauda epididymidis

Wenn reife Spermien aus dem Hodenepithel freigesetzt werden, werden sie tUber die ductuli
efferentes in den Nebenhoden transportiert, wo sie weiter modifiziert (Caput und Corpus
epididymidis) und schlief3lich gelagert werden (Cauda epididymidis). Um die Morphologie und
Beweglichkeit der Spermien zu untersuchen, wurden sie aus dem caudalen Abschnitt des
Nebenhodens isoliert, um lediglich Spermien mit einem mdglichst hohen Reifegrad zu
untersuchen.

Die Mause wurden in tiefer Narkose (2,5 % Isofluran) durch Enthauptung getétet. Hoden und
Nebenhoden wurden vorsichtig entnommen und voneinander getrennt, ohne das Gewebe zu
guetschen. Der kaudale Teil der Nebenhoden wurde von Caput und Corpus abgetrennt,
mehrmals mit einer kleinen Schere geschnitten und die Spermien in 500 yl SpermAir GM501-
Medium von Gynemed® ausgewaschen, einem gebrauchsfertigen Medium fur alle
Spermienpraparationen, Spermienwaschungen und Swim-up-Tests, das die natirliche
Bewegung und Aktivitat der Spermien nicht beeintrachtigt. Nach 5 Minuten Inkubationszeit, in
der sich grobe Gewebestiicke absetzten, wurden 100 pl des milchigen Uberstands in ein
neues Eppi mit 500 pl frischem SpermAir-Medium Uberfuhrt. Je nach enthaltener
Spermienkonzentration war eine zusatzliche Verdiinnung ndétig, um vereinzelte Spermien im

Mikroskop erkennen zu konnen.

3.2.10 Vorbereitung des Gewebes fir die Elektronenmikroskopie

Fir die Elektronenmikroskopie wurden die M&use in tiefer Narkose (2,5% Isofluran) durch
Enthauptung getodtet. Hoden und Nebenhoden wurden vorsichtig entnommen und bis zur
weiteren Verarbeitung in eine Fixierlosung aus 2 % Glutaraldehyd und 0,1 M Na-Cacodylat
(pH 7,4) Uberfuhrt. Die Gewebe wurden durch Spuilen mit 0,1 M Na-Cacodylat pH 7,4 (3 x 20
min), 1 % OsO4in 0,1 M Na-Cacodylat pH 7,4 (2 h), 0,1 M Na-Cacodylat pH 7,4 Kakodylsaure
(3 x 20 min) nachfixiert und in ansteigenden Konzentrationen von Ethanol 50 % / 70 % / 90 %
/96 % / 100 % (jeweils 20 min) und schlief3lich in Aceton (3 x 15 min) dehydriert. Anschliel3end
wurden die Proben in Epon eingebettet und dieses bei 60 °C 48 Stunden lang nach
Standardprotokollen polymerisiert. Ultradinnschnitte wurden am EM902
Transmissionselektronenmikroskop  (Zeiss, Oberkochen, Deutschland) bei 80keV

mikroskopiert und aufgenommen.

3.2.11 In-situ-Hybridisierung (RNAScope ®)
Die Lokalisierung von mRNA-Expressionsstellen wurde mit dem RNAScope® Multiplex
Fluorescent V2 Kit gemaR den Anweisungen des Herstellers durchgefihrt. Obwohl sich der

Hersteller nicht zur Verwendung von Bouin-fixiertem Gewebe zur Durchfiihrung des Assays
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auRerte, wurde die Funktionalitat des Kits auf diesem Gewebe in Testfarbungen bestétigt. Es
wurden 5 pm dicke Schnitte von Bouin-fixiertem, Paraffingewebe verwendet, welche
unmittelbar vor Beginn der Prozedur zur in-situ-Hybridisierung angefertigt wurden. Die
Paraffinschnitte wurden anschlielend fur 1h im Brutschrank bei 60°C inkubiert und
anschliel3end entparaffiniert (2x 5 min Xylol, 2x 2 min 100% Ethanol). Anschliel3end wurden
die Schnitte vollstandig getrocknet (5 min bei 60°C im Brutschrank) und fir 10 min bei RT mit
Wasserstoffperoxid (H-02) bedeckt, um die Aktivitat der endogenen Peroxidase zu blockieren.
Das HO, wurde in einem Waschschritt mit Wasser entfernt und die Schnitte fir 15min in
Target-Retrieval-Lésung aufgekocht. Es folgte ein Waschschritt in Wasser, sowie in 99%
Ethanol (p.A.) (3 min). Die Schnitte wurden mit einem Fettstift umrandet und Uber Nacht beim
RT getrocknet. Am nachsten Tag folgten die Hybridisierungschritte: Die Schnitte wurden
zunachst mit ProteasePlus-Lésung aus dem Kit bedeckt und bei 40°C fir 30 min im
Hybridisierungsofen inkubiert. Nach einem Waschschritt wurde die Hybridisierungssonde
appliziert und erneut flr 2h bei 40°C im Hybridisierungsofen inkubiert. Die nachfolgenden
Amplifikationsschritte wurden exakt nach dem Protokoll des Herstellers durchgefihrt. Die
Hybridisierungssignale wurden mit den TSA® Plus-Fluorophoren Cy3 und Cy5 (PerkinElmer,
Waltham, Massachusetts) nachgewiesen, und die Zellkerne wurden durch die DAPI-LAsung
aus dem Kit gefarbt. Die fertigen Schnitte wurden mit ProLong Gold Antifade Mountant
(Thermo Fisher Scientific, Waltham, Massachusetts) eingedeckelt und mit Hilfe des Axio

Observer Z1 Mikroskop (Zeiss, Jena, Deutschland) analysiert.

3.2.12 Zellkultur
3.2.12.1 Induzierbares LLC-PK1-Zellmodell

Eine proximale tubuldare Nierenzelllinie vom Schwein (LLC-PK1) wurde als
Hauptzellkulturmodell verwendet, um verschiedene Aspekte der EHD1-Interaktionen und -
Funktion zu untersuchen. LLC-PK1-Zellen wurden von Dr. Enriko Klootwijk (Royal Free
Hospital - Centre for Nephrology, London) entweder mit humanem Wildtyp (WT-EHD1) oder
mutiertem EHD1 (R398W-hEHDZ1) stabil transfiziert. Die Genexpression wurde mit Hilfe eines
Tet-On-Systems gesteuert: Die Zugabe von Tetracyclin (1 pg/ml) zum Medium fir >48h
bewirkt eine Aktivierung der Expression des transfizierten Gens durch Bindung an den
Repressor, der die Hemmung des Genpromotors unter Abwesenheit von Tetrazyklin
verhindert.

Die Zellen wurden in kleinen Zellkulturflaschen (T25) bei 37° und 5% CO- in einem geeigneten
LLC-PK1-Medium kultiviert und gesplittet, wenn eine Konfluenz von 80-100% erreicht war. Fur
Immunfluoreszenzfarbungen wurden je 250.000 Zellen in mit Glasplattchen bestlickte 6-Well-
Platten ausgesat und fur 24h kultiviert. AnschlieRend wurde das Zellkulturmedium durch

Tetrazyklin enthaltendes Medium ersetzt und fir weitere 48h inkubiert.

55



Material und Methoden

3.2.12.2 Immunfluoreszenzfarbung von induzierten LLC-PK1-Zellen

Nach der Tetrazyklin-Induktion flr mindestens 48 Stunden wurde das Medium entfernt, die
Zellen wurden dreimal mit 1XPBS gewaschen und anschlieend fir 10 Minuten mit 4% PFA
in 1XPBS (pH 7,4) fixiert. Nach der Fixierung wurden die Zellen erneut dreimal mit 1XPBS
gewaschen, gefolgt von einem Demaskierungs-/Permeabilisierungsschritt mit 0,1 % SDS in
1XPBS fir 5 Minuten bei Raumtemperatur (RT). Nach weiteren drei Waschschritten mit
1XPBS wurden die unspezifischen Antikorperbindungsstellen durch Zugabe von Blocklésung
fur 10 min bei RT abgesattigt. Es folgte erneut ein Waschschritt von 3x 5min. Die primaren
Antikbrper  wurden entsprechend ihrer optimalen Arbeitskonzentration in
Antikérperverdinnungslésung verdinnt und die Zellen damit fir eine Stunde bei 4°C unter
Lichtausschluss Uberschichtet. Anschlieend wurde die Verdinnung an Primarantikorpern
entfernt, die Zellen dreimal in LXPBS gewaschen und die sekundaren Antikdrper im Verhaltnis
1:400 in Antikdrperverdiinnungslosung verdunnt. Nach einer einstiindigen Inkubationszeit bei
Raumtemperatur unter Lichtausschluss folgte ein letzter, dreimaliger Waschschritt, durch
welchen ungebundene sekundére Antikorper entfernt werden sollten. Zuletzt wurden die
Glasplattchen mit den gefarbten Zellen durch nicht-fluoreszierendes DAKO Mounting Medium
auf Glasobjekttrager Uberfiihrt und ausgehartet.

3.2.12.3 Mitochondrienfarbung an LLC-PK1-Zel | en mittels Mi toTr ac
CMTMRos

Mitochondrielle Strukturen wur den mi tFarbbioffsf e des

angefarbt . Die MitoTrackerE Farbstoffe diffundieren

akkumulieren schlieClich in aktiven Mitochondr i e

Orange anders als der MitoTrackerE Green mder Re
Mitochondrien detektierbar bleibt. 250.000 stabil-transfizierte LLC-PK1 WT-hEHD1 und
R398W-hEHD1-Zellen wurden pro Well einer mit Glasplatichen bestiickten 6-Well-Platte in
LLC-PK1-Medium ausgesat und bis zum nachsten Tag bei 37°C und 5% CO; kultiviert. Am

nachsten Tag wurde das Kulturmedium durch Induktionsmedium (1 pg/ml Tetrazyklin)
ausgetauscht wund die Zellen f¢r weitererddiB Stund
Leibowitz-Medium auf eine Endkonzentration von 250 nM verdinnt, das Induktionsmedium

von den Zellen entfernt un d-Veddinnundersdtit.®ie Kblleno Tr a ¢ k
wurden f¢gr 30 min inkubiert. A+«ediimlngentieenpdie wur de
Zellen mit dreimal mit 1XPBS gewaschen und anschliel3end durch 4% PFA in 1XPBS (pH 7,4)

fur 10 min fixiert. Erneut folgten drei Waschschritte mit 1XPBS, bevor die Glaschen auf

Objekttragern unter Verwendung des DAKO Mounting Medium eingedeckelt wurden.
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3213 DeadEndE FIl uor ome-Systens(Promega) TUNE L

Das De a dAfuaronfetric TUNEL System von Promega ist ein typischer TUNEL-Assay
zum Nachweis und zur Quantifizierung apoptotischer Zellen. Obwohl es viele verschiedene
Arten der Apoptose gibt, ist die DNA-Fragmentierung ein indikatives Ereignis, das bei allen
Formen auftritt. Dieser Assay detektiert DNA-Fragmentierung katalytisch durch den Einbau
von Fluorescein-12-dUTP an den 3'-OH-Enden der DNA mit Hilfe von TdT (Terminal
Deoxynucleotidyl Transferase), wobei ein polymerer Schwanz nach dem klassischen TUNEL-
Prinzip (TdT-mediated dUTP Nick-End Labeling) gebildet wird. So kénnen DNA-Strangbriiche
durch ihr grin fluoreszierendes Signal aufgrund der Fluorescein-12-dUTP-Markierung
nachgewi esen werden. Das DeadEndE FhnuRamafirmet ri c
eingebettetem, Bouin-fixiertem Hodengewebe gemald den Anweisungen des Herstellers

durchgefihrt.

3.2.14 Statistik

Alle statistischen Daten sind als Mittelwerte = Standardfehler des Mittelwerts (SEM)
angegeben. Die Anzahl der Beobachtungen wurde mit "n" betitelt. Zur Berechnung der

Signifikanz zwischen den Gruppen wurde i sofern nicht anders angegeben - der ungepaarte

Student's t-Test verwendet. Ein p-We r t 00, 05 wurde akzeptiert, um
anzuzeigen, was durch ein Sternchen (*) gekennzeichnet wurde. Die Statistiken wurden mit

der Software Origin 2022 durchgefiihrt.
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4 Ergebnisse

4.1 Zuchtstatistik

Der Zuchtversuch mit mannlichen, homozygoten Ehdl”™ und Ehd1R*®WR3BW_Mayusen mit
weiblichen Mausen unterschiedlicher Genotypen Uber einen Zeitraum von mindestens 3
Monaten brachte keinerlei Nachkommen hervor, wie der folgenden Zuchtstatistik entnommen
werden kann (Abbildung 15):

Genotyp der Elterntiere Nachkommen

n Weibchen Mannchen | Ehd1*™ | Ehd1"" | Ehd1” | Ehd1™ | Ehd1 Ehd1 ges.
wtt wt. 60 132 22

6 Ehd1 Ehd1 (28%) 61.7%) | (10,3%) 214
% wil- 4 1

1 Ehd1 Ehd1 0 (80%) (20%) 5

3 Ehd1""" Ehd1” 0 0 0 0

™ R398W/wt R398W/wt 3 9 g 1 5 0
7 Ehd1 Ehd1 @1.7%) (50.6%) @27.7%) 180
1* Ehd17eWrsosw Ehd 17" 0 5 6 1
(45,5%) (54,5%)
2 Ehd1R398W/M Ehd1R398W/R398W 0 0 0 0

ABBILDUNG 15: Zuchtstatistik. Die Zuchtstatistik verdeutlicht die Unfahigkeit mannlicher Ehd1’ und
Ehd1R398WIR3%BW_Mzuse, Nachkommen zu zeugen. Die Tiere wurden fiir mindestens 3 Monate mit fertilen Weibchen
verpaart, die zuvor schon mindestens einen Wurf hervorgebracht haben. Im Gegensatz zu den Mannchen sind
homozygote Ehd1l’ und Ehd1R398WR3W.\\eibchen dennoch fertil, was darauf hindeutet, dass sich die
Auswirkungen der eingeschrénkten oder veranderten EHD1-Funktion auf die ménnliche Reproduktion beschrankt.
Die Tabelle wurde aus Issler et al, 2022 ibernommen und aktualisiert (Issler et al. 2022).mfbezeichnet die Anzahl
der Zuchtpaare, die in der Statistik berticksichtigt sind. Manche Zuchtpaare brachten mehrere Wiirfe hervor (*), die
in der Statistik erfasst wurden.

Weibliche, homozygote Ehd1” und Ehd1R3®WRSBW_\5se hingegen waren durchaus in der
Lage, Nachkommen zu gebéaren, was darauf hindeutet, dass die Auswirkungen der Mutation
nur die mannlichen Fortpflanzungseigenschaften beeintrachtigten. Bei den vorliegenden
knockout und knockin-Mausmodellen, die urspringlich zur Untersuchung der Auswirkungen
eines Funktionsverlustes bzw. einer Funktions&dnderung des Ehd1-Proteins im Hinblick auf
den Nieren- und Innenohrphanotyp der Patienten geschaffen wurden, lag somit zuséatzlich als

weiterer Phanotyp Infertilitat vor, deren Ursachen weiter untersucht werden mussten.
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4.2 Auswirkungen der Ehd1R3®WR3BW.Mytation auf die mannlichen
Geschlechtsorgane und die Spermatogenese

4.2.1 Gewichtsbestimmung von Hoden und Nebenhoden - Préparation von Hoden,
Nebenhoden und Seminaldriisen

A B

Y R398W/R398W
Ehd1"™ Ehd1 e e
p=0,0004  p=0,0004 [0 Ehq1reewrsew

o124 M1

=4)

0,08+

Seminal-

drisen 0,04+

Mittleres Gewicht [g] (n

#s—— Hoden ==

e 3 ¥ rechter linker  rechter linker
Hoden  Hoden Nebenh. Nebenh.

ABBILDUNG 16: Auswirkungen der Mutation auf die méannlichen Geschlechtsorgane. (A) Praparationen der
mannlichen Geschlechtsorgane zeigten verkleinerte Hoden und Nebenhoden bei Ehd1R398WR3SW_Mzusen im
Vergleich zum Wildtyp. Die Seminaldrisen schienen nicht betroffen. Maf3stab: 0,5 cm. (B) Gewichtsbestimmungen
der Hoden wund Nebenhoden bestétigten diese Beobachtung. MafRstab: 50um (C) Histologische
Ubersichtsfarbungen des Hoden- und Nebenhodengewebes zeigten massive Zerstérungen im Samenepithel der
Ehd1R398W/R3%W_Mause. Im Lumen der Nebenhodengdnge wurden anstelle reifer Spermien unreife
Spermienvorlaufer sichtbar. Die Fehlerbalken zeigen die Standardabweichung der Mittelwerte (SEM).

Eine vergleichende Gewebepraparation der mannlichen Fortpflanzungsorgane zeigte einen
deutlichen Unterschied in GréRe und Gewicht der Hoden und Nebenhoden von
Ehd1R39®BWRSSBW _Mausen im Vergleich zum Wildtyp (Ehd1'"™). Die Seminaldriisen hingegen
schienen nicht betroffen zu sein (Abbildung 16A). Die statistische Analyse ergab ein signifikant
verringertes Gewicht der Hoden und Nebenhoden der Ehd1R%8WRSSW_M5use (Abbildung
16B). Hamatoxylin/Eosin-Farbungen (H.E.) an Bouin-fixierten, in Paraffin eingebetteten
Hoden- und Nebenhodengeweben (Abbildung 16C) zeigten massive Zerstérungen in fast allen
angeschnittenen Hodentubuli. Grof3e, l6chrige Abschnitte durchzogen das Epithel und die
Verteilung der vorkommenden Zelltypen unterschied sich augenscheinlich vom Wildtyp. Die
Gesamtzahl an Zellen war drastisch reduziert und die massiven epithelialen Defekte

erschwerten eine genauere Eingrenzung der zu Grunde liegenden Probleme.
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In den Nebenhodengéngen konnte anstatt der typischen, stromlinienférmigen Spermien eine
grol3e Menge unreifer Vorlauferzellen beobachtet werden, was zunachst auf eine vorzeitige
Ablosung aus dem Hodenepithel hindeutete.

4.2.2 Histologische Beurteilung der mutationsbedingten Defekte im
Spermatogenesezyklus mittels H.E.-Farbung

Anhand histologischer Ubersichtsfarbungen wie der Hematoxylin/Eosin-Farbung lassen sich
die einzelnen Zelltypen, sowie charakteristische Strukturen im Hodenepithel darstellen.

Die folgenden Ubersichtsaufnahmen kompletter Hodenquerschnitte von Ehd1 und
Ehd1R3%8WRSBW_M5usen lieRen bereits auf den ersten Blick deutliche Unterschiede in den
Grundstrukturen der Tubulus-Querschnitte erkennen (Abbildung 17).

Bei der Ehd1"""-Maus waren die einzelnen Samenkanélchen klar voneinander abgrenzbar.
Es ergab sich ein harmonisches Gesamtbild und der epitheliale Aufbau benachbarter
Samenkanalchen variierte je nach aktuellem Spermatogenese-Stadium, in dem sich die
einzelnen Tubuli befanden. Die Spermatogenese-Stadien waren problemlos bestimmbar. Im
Vergleich dazu enthiillte das beinahe AdchrigefiErscheinungsbild des Hodenquerschnitts der
Ehd1ReBWRSBW_\Mays das gesamte AusmafR des Schadens: Die schwere Zerstérung und die
massive, epitheliale Unordnung lieBen keine Zuordnung zu bestimmten Spermatogenese-
Stadien zu. Die Zusammenstellung und die Lokalisation der Zellen im Epithel variierte stark

und folgte keinem festgelegten Schema.
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ABBILDUNG 17: Histologische Ubersichtsfarbung ganzer Hodenquerschnitte. Die H.E.-gefarbten
Ubersichtsaufnahmen von kompletten Hodenquerschnitten zeigten das ganze AusmaR der Zerstorung, die sich
Uiber nahezu alle Samenkan&lchen der Ehd1R39WR3SW.Mays erstreckte. Das l6chrig erscheinende Epithel
unterschied sich deutlich vom homogen wirkenden Epithel des Wildtyps. Ein genauer Blick auf die vergroRerten
Bereiche erlaubte fir die Ehd1""™-Maus eine eindeutige Zuordnung zu den entsprechenden
Spermatogenesestadien, da die vorherrschenden Zelltypen eindeutig identifiziert werden konnten. Das Epithel
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erschien homogen und im Tubuluslumen waren Anteile der Spermienschwénze erkennbar. Der hohe
Zerstorungsgrad des Samenepithels der Ehd1R398W/R3BW_M3use machte eine eindeutige Stadienidentifikation
umdéglich. Das Auftreten und die Lokalisation bestimmter Zelltypen waren verandert, was eine Beeintrachtigung des
gesamten Spermatogenese-Prozesses vermuten lieR. Im Lumen der Tubuli waren Anteile von
Spermienschwanzen zu erkennen, die jedoch im Gegensatz zum Wildtyp in keinerlei Verbindung mit reifen,
elongieren Spermienkdpfchen standen. Maf3stab: 100 um.

Die im Epithel vorkommenden Zelltypen und die mutationsbedingten Veranderungen wurden
durch eine Richardson-Farbung an Semi-Dunnschnitten (680nm) von Epon-eingebetteten
Hoden nochmals detailliert dargestellt. Durch die geringe Schnittdicke in Kombination mit der
typischen Blaufarbung lieBen sich vorallem die Kernstrukturen besonders gut darstellen.
Abbildung 18 zeigt je einen reprasentativen Tubulusauschnitt, von Ehd1"""t, Ehd1R39%8W/R3%sW
und Ehd1”-Mé&usen.

h d1 R398W/R398W

Be. >

ABBILDUNG 18: Richardson-Féarbung des Hodenepithels. Richardson-Farbungen an Semi-Dinnschnitten
verdeutlichen nochmals die Unterschiede im Erscheinungsbild des Samenepithels von Ehd1"", Ehd1R398W/R398W
und Ehd1”-M&ausen. Obwohl sich die Arbeit auf das knockin-Mausmodell konzentriert, wurde hier vergleichend
auch das knockout-Mausmodell dargestellt. Der Wildtyp zeigte reife, elongierende Spermatiden (ES) mit stark
kondensierten Kernen im Bereich des Tubuluslumens (L). In unmittelbarer Néhre zur Basalmembran waren
Spermatogonien (S) und Kerne von Sertoli-Zellen (Ser) zu sehen, wahrend Spermatozyten (Spc) und runde
Spermatiden (RS) mittig im Epithel lokalisiert waren. Die um die Tubuli liegenden Leydig-Zellen (*) zeigten das
typische Erscheinungsbild. Im stark veranderten, I6chrigen Samenepithel der Ehd1R398W/R398W_Maus konnten nur
einige wenige Zelltypen eindeutig identifiziert werden und es wurden massive Veradnderungen der epithelialen
Ordnung deutlich. Besonders auffallig waren grof3e, rundliche, cytoplasmatische Strukturen, die moglicherweise
defekte Keimzellstrukturen wie malformierte Kerne zeigten (Pfeilkopf). Derartige Strukturen konnten auch im
Samenepithel der Ehd17-Maus beobachtet werden. MaRstab: 20pm.

Das Samenepithel der Wildtyp-Maus zeigte die erwarteten Zelltypen, die in ihrer Gesamtheit
eine eindeutige ldentifikation des Spermatogenese-Stadiums zulieRen. Basal fanden sich
Spermatogonien (S) und Sertoli-Zellkerne (Ser), wahrend Spermatocyten (Spc) und runde
Spermatiden (RS) die Mitte des Epithels fillten. Elongierende Spermatiden (ES) orientierten
sich bereits in Richtung Lumen (L). [Bheezellanor monopr
(*) lagen zwischen den Tubuli seminiferi. Die mutationsbedingte Stérung der tubuldren
Architektur erschwerte die Stadien-ldentifikation bei der Ehd1?%®WR3%W_Mays immens. Die
Anzahl an Spermatogonien, die normalerweise in unmittelbarer N&he zur Basalmembran
lokalisiert sind, war deutlich reduziert, und einige der vorhandenen Zellen wiesen

Malformationen auf. Die regelrechte Ordnung des Epithels erschien aufgebrochen. Ins
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Tubuluslumen (L) erstreckten sich Zytoplasma-Blasen, die hin und wieder fehlgeformte, stark-
kondensierte Kerne elongierender Spermatiden, sowie weitere fehlerhafte, schwer
definierbare Strukturen enthielten.

Im Ehd1”-Hoden, der hier ergédnzend dargestellt wurde, war die Einteilung der Stadien
ebenfalls erschwert, allerdings erschien das Epithel weniger zerstort als in der End1R398W/R3%8W._
Maus. Auffallig war das vermehrte Auftreten runder, stark-gefarbter Strukturen (Pfeilspitzen)
im adluminalen Kompartiment, die jenen Strukturen im Epithel der Ehd1?3%W/R3%BW_Mays sehr
ahnlich waren. Mdglicherweise enthielten sie fehlgeformte Zellkomponenten, die aufgrund
maoglicher Dysfunktionalitat zum Abbau vorgesehen waren.

Die zur Aufrechterhaltung der Spermatogenese wichtigen Leydig-Zellen im Hodeninterstitium
waren bei allen drei Genotypen vorhanden. Ihr Aussehen erschien mutationsbedingt leicht
verandert, da bei der Ehd1R39%®WR3%W_Maus im Gegensatz zu den anderen beiden Genotypen
viele kleine, helle Einschlisse beobachtet werden konnten. Méglicherweise handelt es sich
hierbei um eine gesteigerte Lagerung von Lipiden, die wéahrend des Fixierungs-und
Ei nbettunsprozesses auf dem Gewebe ausgewasch

Zwischenzellen der Ehd1”-Maus zeigte ein &hnliches Erscheinungsbild wie im Wildtyp-Hoden.

4.3 Beurteilung der mutationsbedingten Veranderung der Ehd1-Expression

4.3.1 Abhangigkeit der Ehd1-Expression im Samenepithel vom Spermatogenese-

Stadium
Um die zugrundeliegenden Probleme, die durch die Mutation im Ehd1-Gen im Hinblick auf die
Spermatogenese entstehen, zu identifizieren, wurde zunachst die normale Expression des
Ehd1-Proteins im Samenepithel einer Wildtyp-Maus genauer untersucht.
Hierflr wurden einzelne Tubuli aus dem Hodengewebei s ol i er t |, i n Bouindbsche
fixiert und anschliel3end in Paraffin eingebettet. 5 um dicke Paraffinschnitte wurden angefertigt
und nach dem beschriebenen Farbeprotokoll fur Immunfluoreszenzfarbungen gefarbt
(Abbildung 19).
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ABBILDUNG 19: Ehd1-Proteinexpression im isolierten Tubulus. Ein einzelner Hodentubulus wurde aus dem
Verband isoliert, fixiert und in Paraffin eingebettet. Die Abbildung zeigt einen Langsschnitt dieses Tubulus, in dem
Wildtyp-Ehd1 (griin), die Akrosomen (rot) und die Zellkerne (blau) sichtbar gemacht wurden. Es wurden zehn
Bereiche (1-10) vergroRert dargestellt, die den Verlauf der Spermatogenese, sowie die Veranderungen der Ehd1-
Proteinexpression und -lokalisation zeigen. Dabei wurden die Abschnitte so dargestellt, dass sich die
Basalmembran unten und das Tubuluslumen oben im Bild befinden. Auch der Verlauf der Akrosomenbiogenese in
ihren einzelnen Stadien wurde deutlich. In Abbildung 1 (Stadium lI-1ll) zeigte sich Ehdl in zytoplasmatischen
Strukturen in unmittelbarer Nahe zum Lumen. Im weiteren Verlauf veranderte sich die Lokalisiation nicht, jedoch
verstarkte sich die Expression fortlaufend. Unmittelbar vor der Spermiation (Stadium VII-VII) konzentrierte sich die
Ehd1-Expression zunehmend um die reifen Spermatozoa, die sich am Tubuluslumen aufreihten (Stadium VI-VII).
Ausschnitt 7 verdeutlichte, dass die Ehd1-Expression nach der Ablosung komplett erlosch (Stadium IX-XI). Ehd1-
positive Strukturen i bei welchen es sich vermutlich um abgeschiedenes Zytoplasma handelte i wurden von
Sertoli-Zellen phagozytiert und konnten mittig im Epithel detektiert werden (*). Die Ehd1-Expression zeigt einen
stadienabhangigen Verlauf, was darauf hindeutet, dass das Protein zu bestimmten Zeitpunkten wéahrend der
Keimzellreifung eine besondere Rolle spielt. Grin: Ehdl, Rot: LectinPNA (Akrosomen), Blau: HOE33342
(Zellkerne).

Abbildung 19 zeigt einen langsgeschnittenen Hodentubulus, in dem die Verlaufsrichtung der
Spermatogenese durch weie Pfeile gekennzeichnet wurde. In grun ist das Ehd1 Protein

dargestellt, wahrend die rote Farbung (LectinPNA) die Akrosomen in ihren unterschiedlichen
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Entwicklungsstadien zeigt. Die Zellkerne wurden mit Hilfe des Zellkernfarbstoffes HOE33342
in blau markiert. Entlang dieses Tubulus wurden insgesamt zehn Abschnitte vergroRert
abgebildet (1-10). Die entsprechenden Spermatogenese-Stadien wurden nach den Kriterien
von Meistrich & Hess identifiziert und als romische Ziffern angegeben.

Das Ehd1-Protein zeigt eine starke Expression in unmittelbarer Nahe zum Tubuluslumen.
Anhand des Durchlichtbildes (nicht dargestellt) zeigte sich, dass es sich bei den Ehdl-
positiven, rundlichen Strukturen um das Zytoplasma elongierender Spermatiden handelt,
welches im Zuge der Spermiation abgeschieden und durch die Sertoli-Zellen phagozytiert wird.
Ziel dieses Abscheidungsprozesses ist es, nicht mehr benétigte Zellorganellen zu eliminieren
und durch die damit erreichte Kompaktheit eine maximale Beweglichkeit der Spermien zu
gewabhrleisten. Je weiter sich die heranreifenden Keimzellen diesem Stadium nahern, desto
mehr nimmt die Ehdl-Expression zu, bis sie nach erfolgreicher Ablésung der reifen
Spermatozoa aus dem Epithel schlieZlich vollends erlischt (Bild 7, Stadium VII). Ehd1-positive,
zytoplasmatische Uberreste, die im Epithel verblieben und phagozytiert wurden, konnten
beobachtet werden (*). Das Protein scheint in zeitlich streng definierten Prozessen der
Spermatognese - und dabei hauptsachlich wahrend der Spermiogenese - eine wichtige Rolle

Zu spielen.

Um vergleichend zur Proteinexpression auch die Expression der Ehd1-mRNA im Verlauf der
Spermatogenese beurteilen zu koénnen, wurden konsekutive Paraffinschnitte von
Hodengewebe einer Wildtyp-Maus angefertigt. Mit Hilfe dieser Technik konnten die exakt
gleichen Tubulusabschnitte mit einem Versatz von 5um (entspricht der Dicke eines
Paraffinschnittes) auf unterschiedliche Art und Weise untersucht werden. Wahrend das
Protein erneut tiber Immunfluoreszenzfarbungen dargestellt wurde, konnte die mRNA Uber die
sog. RNAScope® Technologie sichtbar gemacht werden. Aus Ubersichtsaufnahmen beider
Farbungen wurden identische Tubulusquerschnitte ausgewahlt, vergréfert und vergleichend
zueinander abgebildet (Abbildung 20). Die Ubersichtsaufnahmen sind im erganzenden

Material (Erg&nzende Abbildung 2) dieser Arbeit hinterlegt.
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ABBILDUNG 20: Gegenuberstellung der Expressionsmuster von Ehdl-Protein und -mRNA.
Immunofluoreszenzfarbungen (obere Reihe, IF) und RNAScope® (untere Reihe) an Bouin-fixiertem, in Paraffin
eingebettetem Hodengewebe einer Wildtyp-Maus sind vergleichend dargestellt. Untereinander angeordnete Bilder
stellen Konsekutivschnitte dar und zeigen den Querschnitt desselben Hodentubulus. Das Ehd1-Protein (griin, obere
Reihe) zeigte ein stadienabhangiges Auftreten mit maximaler Intensitat in den Stadien Vi VII. Ehd1-mRNA (grin,
untere Reihe) hingegen wurde hauptséachlich mittig im Epithel und nahe den runden Spermatiden detektiert. Obwohl
sich auch hier eine Stadienabhangigkeit zeigte, wurde eine gewisse Diskrepanz zwischen mRNA- und
Proteinexpression festgestellt. Die Stadien wurden mit Hilfe der Lectin-PNA-Farbung und nach den Richtlinien von
(Meistrich und Hess 2013) beurteilt. Grin: Ehdl (Protein oder mRNA), rot: LectinPNA (Akrosomen), blau:
HOE33342 (HOE33342). Malstab: 50 pm.

Ehd1-mRNA und Ehd1-Protein zeigten stadienabhangige Expressionsmuster innerhalb des
Spermienepithels: Wahrend die mRNA vor allem im Bereich runder Spermatiden in der Mitte
des Epithels lokalisiert war, wurde das Protein an unterschiedlichen Stellen detektiert. In
Ubereinstimmung mit den Beobachtungen im isolierten Tubulus (Abbildung 19) konnte das
Ehd1-Protein hauptsachlich im Zytoplasma der reifen Spermatiden gefunden werden, die sich
stetig in Richtung Tubuluslumen bewegten. Das Ehd1-Protein war dort unmittelbar nach
Ablosung der Spermatozoen aus dem Epithel (Stadium VIII) kaum mehr detektierbar. Mit
Fortschreiten der Spermatogenese nahm die Proteinexpression wieder zu (X-XIl) und
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erreichte zu den Stadien VI-VII erneut das Maximum. Auch fur die Ehd1-mRNA wurde ein
stadienabhangiges Expressionsmuster beobachtet, jedoch weniger ausgepragt und mit einer
gewissen zeitlichen und raumlichen Diskrepanz zur Proteinexpression. Diese Abweichung
lasst sich damit erklaren, dass zahlreiche Gene im Zuge der Spermatogenese einer sog.
Translationsverzégerung unterliegen. Wie bereits Braun et al. im Jahr 1998 feststellten, wird
die aktive Transkription von Genen wahrend der Keimzellreifung eingestellt, sobald es zum
Austausch von Histonen durch Protamine und damit zur Verdichtung des Chromatins im
Zellkern kommt. So produzieren die runden Spermatiden in ihren frihen Stadien, in denen die
Erbinformation noch uneingeschrankt zuganglich ist, eine grol3e Menge mR N A,&/ran denen
viele jedoch erst an spateren Punkten der Spermiogenese in Protein tibersetzt werden (Braun
1998).

Des Weiteren konnte das Ehd1-Protein in unmittelbarer Nahe zu primaren Spermatozyten und
frihen, runden Spermatiden detektiert werden. Wahrend Spermatozyten ihre letzte meiotische
Teilung durchlaufen missen, um haploide Zellen zu werden, ist das Zellstadium der runden
Spermatiden durch zahlreiche Differenzierungprozesse wie die Akrosomenbiogenese und die
Entwicklung des Spermienschwanzes gekennzeichnet. Dies sind Ereignisse, die
bekannterweise stark von der Endozytose abhangen und mdéglicherweise die unterstiitzende
Aktivitat von Ehd1l bendtigen. Die Lokalisation von Ehd1l-positiven Strukturen an runden
Spermatiden ist aufgrund der kleinen VergréRerung in dieser Darstellung nicht erkennbar, wird
aber in Abbildung 28 in Verbindung mit der Akrosomenbiogenese nochmals genauer
dargestellt.

4.3.2 Auswirkungen der Mutation auf die Ehd1-Expression

Der direkte Vergleich zweier Ubersichtsbilder des Hodengewebes von Ehd1"""- und
Ehd1R3®BWRSBW_Mausen  (Abbildung 21) zeigte die drastischen, mutationsbedingten
Veradnderungen im Expressionsmuster des Ehd1-Proteins. Wahrend die Ehd1-Expression
beim Wildtyp zweifellos den entsprechenden Stadien der Spermatogenese zugeordnet
werden konnte, war eine solche Zuordnung aufgrund der Mutation nicht mehr mdéglich. Das
mutierte Ehd1 zeigte sich stadienunabhéangig in groRen, runden, vesikuldren Strukturen -
vermutlich zytoplasmatische Vesikel i oder in tubularen Strukturen, die jedoch keine
Verbindung zu anderen, zellularen Bestandteilen aufwiesen. Weiter machte die LectinPNA-
Farbung akrosomale Malformationen deutlich.

Die mutationsbedingte Konformationsanderung des Ehd1-Proteins schien nicht nur dessen
Expressionsverhalten, sondern auch die Wechselwirkung mit anderen zelluldren

Bestandteilen grundlegend zu beeintrachtigen.
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Ehd1 wt/wt

ABBILDUNG 21: Veranderung der Proteinexpression durch die p.R398W-Mutation. Die Ehd1-Expression
unterschied sich grundlegend in Ehd1""* und Ehd1R3%WR3%BW_Mzusen. In den Wildtyp-Mausen zeigte Ehd1 sein
typisches, stadienabhangiges Expressionsmuster. Wahrend das Protein unmittelbar nach der Spermiation kaum
mehr vorhanden war (VergdRRerungsbild links), nahm die Expression mit Fortschreiten der Spermatogenese stetig
zu (VergroRerungshbild rechts). In Ehd1R398W/R39%W._Mjusen zeigte sich das mutierte Protein entweder in groRRen,
runden Strukturen, die sich vor allem mittig und luminal im Epithel ausbreiteten (VergroéfRerungsbild rechts), oder
aber in dinnen, vermutlich tubularen Strukturen (Pfeile). Grin: Ehd

1 (Wildtyp oder Mutante), rot: LectinPNA (Akrosomen), blau: HOE33342 (Zellkerne). MaRstab: Ubersichtsbilder
200pm, VergréRerungsbilder 20pum.
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4.4 Charakterisierung isolierter Spermien aus der Cauda epididymidis

Wie bereits in Abbildung 16C deutlich wurde, l8sten sich T vermutlich bedingt durch multiple
Stérungen wahrend der Keimzellreifung - unreife Zellstadien aus dem Samenepithel der
Ehd1RBWRSBW_Maguse und erreichten die Lagerstatte der Spermien i die Cauda epididymidis.
Bei einer normal ablaufenden Spermatogenese werden die vollends differenzierten, aber noch
nicht befruchtungsfahigen Spermien bis zu ihrem "Einsatz" in der Cauda epididymidis - dem
letzten Abschnitt des Nebenhodens - zwischengelagert. Im Hinblick auf die unzureichende
Ausreifung der Spermienvorlaufer im Samenepithel von Ehd1R3%8WR3EW_Mayusen wurde der
Inhalt des caudalen Teiles des Nebenhodens isoliert, um festzustellen, welches Reifestadium
die Zellen aufwiesen, die hier gelagert wurden. Fir diese Untersuchung wurden Hoden und
Nebenhoden entnommen, vorsichtig voneinander getrennt, der caudale Teil des
Nebenhodens separiert und in SpermAir®-Medium - einem Spezialmedium, dessen
Inhaltsstoffe die natirliche Motilitdt der Spermien erhalten soll T aufgenommen. Nach
mehrfachem Einschneiden der Cauda wurde der Inhalt vorsichtig ausgespilt, grol3e
Gewebestiicke abzentrifugiert und der Uberstand unter dem Mikroskop begutachtet
(Abbildung 22). Das Fehlen spezieller Apparaturen zur Beurteilung der Spermienbewegung
(wie beispielsweise computer-assisted semen analysis (CASA)-Apparaturen) erschwerte die
Untersuchung des Schwanzschlags und der Motilitat erheblich, sodass die isolierten Spermien
lediglich fotografiert und nicht gefilmt wurden.

10 pm

Ehd1""

E h d 1R398 W/R398W

ABBILDUNG 22: Darstellung Isolierter Spermien (-vorlaufer) aus der cauda epididymidis. Isolierte Spermien
aus dem caudalen Teil des Nebenhodens einer Ehd1""*Maus zeigten das typische, stromlinienférmige Aussehen
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mit sichelférmigem Kopf, dem das Akrosom aufsitzt, und dem langen Flagellum, dessen unterschiedlichen Anteile
zum Teil sogar im Durchlichtbild zu erkennen sind. Im Gegensatz dazu konnten aus dem Nebenhoden der
Ehd1R398W/R3%W_Maus praktisch keine typischen Spermien isoliert werden. Stattdessen zeigten sich runde Zellen,
bei denen es sich sehr wahrscheinlich um unreife Spermienvorlaufer oder phagozytierende Zellen handelte. Sie
wurden vermutlich vorzeitig aus dem Samenepithel ausgeldst. Teilweise lie3en sich runde Spermatiden (mittleres
Bild) und spermienschwanz-ahnliche Strukturen (rechtes Bild) erahnen. Mal3stab: 10pm / 20pum

Bereits im Durchlicht-Bild zeigte sich deutlich, dass aus dem caudalen Teil des Nebenhodens
von Ehd1R8WRIBW_M3usen groRtenteils unreife Vorlauferzellen anstelle reifer Spermien
isoliert werden konnten. Vermutlich handelt es sich hierbei um runde Spermatiden und/oder
Spermatozyten. Der gelappte Kern dieser Zellen erweckte den Anschein, dass es sich
alternativ.auch um Makrophagen handeln kénnte. Teilweise lieien sich untypische,
Spermienschwanz-artige Strukturen (Pfeile) erkennen, die scheinbar wahllos mit amorphen
Zellmaterial assoziiert waren. Im Gegensatz dazu konnten aus dem Nebenhoden der Ehd1"/"'-
Maus reife Spermien isoliert werden, welche das charakteristische Aussehen muriner
Spermien zeigten.

AnschlieRend wurden die Spermien bzw. Spermienvorlaufer fixiert und nach einem
angepassten Protokoll fir Immunfluoreszenzfarbungen auf spezielle Marker gefarbt
(Abbildung 23 & 24). Nachdem das Expressionsmuster im Hodenepithel zundchst vermuten
lieB, dass Ehdl nach der Ablosung der reifen Spermatozoa aus dem Epithel im
abgeschiedenen Zytoplasma verblieb und von den Sertoli-Zellen phagozytiert wurde, war es
nun daran zu dberprifen, ob Ehdl auch an strukturell-ausgereiften Spermien detektiert
werden konnte. Die Immunfluoreszenzfarbung der Spermien aus der Cauda epididymides von
Ehd1""- MAusen zeigte eine deutliche Ko-Lokalisation von Ehd1 im Bereich des Akrosoms,
aber auch im Bereich der mitochondriellen Scheide des Spermienschwanz-Mittelstuicks, die
durch den TOM20-Antikdrper angefarbt wurde. Da die Entstehung des Spermienschwanzes
als Ziliognese gesehen werden kann und die Beteiligung von EHD1 an diesem Prozess bereits
mehrfach berichtet wurde, wére es denkbar, dass auch die Spermienschwanz-Entstehung
durch die Ehd1-Funktion unterstitzt wird. Weiterhin muss die Anordnung der Mitochondrien
um das Spermienschwanz-Mittelstiick koordiniert werden. Uberflussige Zellorganellen werden
innerhalb des umgebenden Zytoplasmas neu organisiert, umgelagert und abgeschieden,
sodass lediglich fir den spateren Flagellenschlag essentiell wichtige Strukturen zurtickbleiben.
Auch hier konnte Ehd1 unterstiitzend mitwirken.

Die unreifen Keimzellen aus dem Nebenhoden der End1R3%WR3%BW_\ays zeigten deformierte,
akrosomale Strukturen, die sich als eine Art Kapsel um eine der Zellen erstreckten. TOM20
als Marker der mitochondriellen Scheide konnte zwar detektiert werden, allerdings ohne
erkennbare Verbindung zu spezifischen, spermienschwanzartigen Strukturen. Auch das
mutierte Ehdl wurde in runden oder tubuldren Aggregaten lokalisiert, jedoch ohne
erkennbaren Bezug zu den akrosomalen oder mitochondriellen Strukturen. Diese

Beobachtungen deuten darauf hin, dass die eingeschrankte Ehd1-Funktion mdglicherweise
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mit Beeintrachtigungen wahrend der Entstehung des Akrosoms, sowie dem Aufbau

akzessorischer Spermienschwanzstrukturen in Verbindung gebracht werden konnte.
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Eh d1 R398W/R398W

ABBILDUNG 23: Immunfluoreszenz-Farbung isolierter Spermien (-vorlaufer) aus der Cauda epididymidis.
Immunfluoreszenzfarbungen von isolierten Spermien bzw. Vorlauferzellen aus der Cauda epididymidis von
Ehd1"™. und Ehd1R398WRS®BW_Mayusen zeigten, dass Ehdl nicht nur im Samenepithel wéhrend der
Spermatogenese, sondern auch in reifen Spermien vorhanden war. Isolierte Wildtyp-Spermien zeigten eine
deutliche Ko-Lokalisation von Ehdl und dem Akrosom sowie mit dem mitochondrienreichen Mittelstiick des
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Spermienschwanzes, welches durch den TOM20-Antikorper sichtbar gemacht wurde. Der hier dargestellte
Zellverband, der aus dem Nebenhoden einer Ehd1R398W/R39W_Maus isoliert wurde, zeigte deutlich, dass die Ehd1-
Variante weder mit akrosomalen Strukturen, die lediglich an einer einzigen Zelle nachgewiesen werden konnten,
noch mit strukturell-ver&anderten Anteilen des Mittelstlicks assoziiert war. Die akrosomale Malformation und die
beeintrachtige Spermienschwanzentstehung konnten mdglicherweise eine Folge der veranderten bzw.
eingeschréankten Funktion von Ehd1 darstellen. Griin: Ehd1 (Wildtyp oder Mutante), rot: LectinPNA (Akrosomen),
lila: TOM20 (Spermienschwanzmittelstuck), blau: HOE33342 (Zellkerne). Maf3stab: 10pum.

Da neben dem mitochondrienreichen Mittelstick auch das Hauptstick des
Spermienschwanzes eine essentielle Bedeutung fur den Flagellenschlag und die Motilitat des
Spermiums einnimmt, wurde auch diese Struktur durch Verwendung eines AKAP4-Antikorpers
durch Immunfluoreszenz-Farbung Uberprift. Das A-Kinase Anchoring Protein 4 (AKAP4) wird
als eine bedeutende Strukturkomponente der fibrosen Scheide gesehen und kann somit zur
Markierung des Hauptstiicks verwendet werden.

Die Wildtyp-Spermien zeigten die erwarteten Farbungen der einzelnen Strukturen: Das
sichelférmige Akrosom wurde in rot, die mitochondrielle Scheide des Mittelstlicks durch den
TOM20-Antikérper in lila und das lange Hauptstiick durch den AKAP4-Antikdrper in grin
dargestellt. Die LectinPNA-Farbung konzentrierte sich groéftenteils auf das Akrosom,
allerdings wurde eine leichte Farbung (wahrscheinlich unspezifische Farbung) auch im
Mittelstiick festgestellt. TOM20 und AKAP4 Uberlagerten sich nicht, was hinsichtlich der
strikten Trennung von mitochondrieller und fibréser Scheide zu erwarten war. Ein einzelner
isolierter Spermienvorlaufer aus dem Nebenhoden der Ehd1R3%®WRSSW_\Mays zeigte eine
ausgepragte, aber untypisch geformte akrosomale Struktur, die eine Beeintrachtigung in
frihen Stadien der Akrosomenbiogenese widerspiegeln kénnte. Spermienschwanzahnliche
Strukturen konnten nicht detektiert werden. Mit Verweis auf die Herkunft der abgebildeten
Zelle, die aus dem caudalen Teil des Nebenhodens isoliert wurde, handelt es sich bei der
dargestellten Zelle sehr wahrscheinlich um ein rundes Spermatid, welches frihzeitig aus dem
Epithel abgeschieden wurde. Auch TOM20- und AKAP4-positive Strukturen konnten im
marginalen Bereich des Zellkerns bzw. mittig zum Zellkern nachgewiesen werden, jedoch nicht

in ihrer typischen Position im Spermienschwanz.
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AKAP4 (Hauptstiick)

AKAP4 (Hauptstick)

AKAP4 (Hauptstiick)

E h d 1 R398W/R398W

AKAP4 (Hauptstiick)

»

ABBILDUNG 24: Immunfluoreszenzfarbung isolierter Spermien (-vorlaufer) aus der Cauda epididymidis 1
Il. Isolierte Spermien bzw. Spermienvorlaufer aus der Cauda epididymidis einer Ehd1""-und Ehd1R398W/R39%8W.
Maus wurden durch Immunfluoreszenzfarbungen hinsichtlich der Auspragung essentieller Bestandteile des
Spermienschwanzes untersucht. Reprasentativ fur eine Vielzahl an isolierten Wildtyp-Spermien zeigt das hier
dargestellte Spermium den typischen Schwanzaufbau mit dem mitochondrienreichen Mittelstiick (TOMZ20), sowie
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dem langen Hauptstiick mit einer durchgangigen fibrésen Scheide, die mit Hilfe des AKAP4-Antikdrpers sichtbar
gemacht wurde. Unter Verwendung von LectinPNA wurde zusatzlich das sichelférmige Akrosom dargestellt. Der
isolierte Spermienvorlaufer hingegen zeigte neben seiner rundlichen, unterentwickelten Form auch keinerlei
Ansatze eines Flagellums, obwohl TOM20-, als auch ausgepragte AKAP4-positive Strukturen detektiert werden
konnten. Malformierte, akrosomale Strukturen akkumulierten um den Zellkern. Rot: LectinPNA (Akrosomen), blau:
TOM20 (Spermienschwanzmittelstiick), grin: AKAP4 (Spermienschwanzhauptstiick). Auf die Zellkernfarbung
wurde verzichtet. Ma3stab: 10pum.

Zusammenfassend lasst sich feststellen, dass eine eindeutige Co-Lokalisation von Ehd1 und
dem Akrosom sowie dem Mittelstlick des Flagellums in reifen Spermien vorliegt. Inwiefern
diese raumliche Nahe auch eine Interaktion darstellt, muss in weiterfhrenden Experimenten
untersucht werden. Ehd1R3%®WRSBW_Mayse sind nicht im Stande, reife Spermien zu
produzieren. Stattdessen sind im kaudalen Teil des Nebenhodens unreife Vorlauferzellen zu
finden, die sich vermutlich vorzeitig aus dem Samenepithel geldst haben. In diesen Zellen lag
das mutierte Ehd1 in aggregierten Strukturen vor, die keinerlei Uberlagerung zu akrosomalen
oder flagellaren Strukturen zeigten. Akrosomale und spermienschwanzspezifische
Bestandteile konnten zwar T wenn auch strukturell stark verandert - detektiert, aber nicht den

typischen Strukturen zugeordnet werden.

4.5 Gewichtsverlauf wahrend der friihen, postnatalen Entwicklung

In Anlehnung an Rainey et al., die in ihren ausfihrlichen Untersuchungen zu einem Ehd1-
knockout-Mausmodell Uber eine erhohte Rate an neonataler Letalitdt, sowie Uber
Entwicklungsverzdgerungen von der Geburt bis zum Erwachsenenalter berichteten (Rainey et
al. 2010), wurde die postnatale Entwicklung weiblicher und mannlicher End1R¥®WR3%W_Mayse
im Hinblick auf die Gewichtszunahme innerhalb der ersten 25 Tage nach Geburt (days post
partum; dpp) untersucht (Abbildung 25).

Die neugeborenen Jungtiere wurden durch eine Tattoowierung markiert und in den
nachfolgenden ersten 25 Lebenstagen gewogen. Die Datenerhebung wurde verblindet
durchgefihrt, da die Genotypen der Mause erst nach dem letzten Wiegetag ermittelt wurden.
Um das Stresslevel fir das Muttertier und die Jungtiere mdglichst klein zu halten, wurden die
Tiere nicht jeden Tag, sondern an festgelegten Wochentagen gewogen. Dies hatte aufgrund
der unterschiedlichen Zeitpunkte der Geburt zur Folge, dass nicht fur alle Tiere derselbe
Wiegezeitpunkt abgedeckt werden konnte. Entsprechend wurden die Daten mehrerer Tage
zusammengefasst und gemittelt. Um geschlechtsspezifische Unterschiede erfassen zu

kénnen, wurde fir ménnliche und weibliche Mause ein separates Diagramm angefertigt.
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Postnataler Gewichtsverlauf mannlicher Mause
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ABBILDUNG 25: Postnataler Gewichtsverlauf. Wahrend sich bei den weiblichen Nachkommen keine
Unterschiede im postnatalen Gewichtsverlauf zwischen den Genotypen feststellen lie3en, konnte bei den
Mannchen ein tendenziell reduziertes Gewicht der heterozygoten und homozygoten Mutationstrager (Ehd1R398W/wt
und Ehd1R398W/R39W) fastgestellt werden, welches sich bis zum Ende der Messreihe am postnatalen Tag 24 stetig
verdeutlichte. Eine statistische Signifikanz konnte nicht festgestellt werden. Die Grafik zeigt die Mittelwerte
(méannliche Méuse: n=3-14; weibliche M&use: n=1-11) mit Standardfehler des Mittelwertes (SEM).

Wenn auch ohne statistische Signifikanz - zeichnete sich unter den mannlichen Mausen ab
Tag 11-13 ein tendenziell leicht reduziertes Gewicht der homozygoten (Ehd1R3%8W/R3%W) ng
heterozygoten (End1R3*%®W™) Mause im Vergleich zum Wildtyp ab. Dieser Gewichtsunterschied
blieb auch mit fortschreitendem Alter erhalten. Bei den weiblichen Mausen zeigten sich keine

relevanten Unterschiede.

4.6 Zeitliche Eingrenzung des Einsetzens mutationsbedingter

Beeintrachtigungen der Spermatogenese

Das erhebliche AusmaR der Zerstérung des Hodenepithels bei erwachsenen Ehd1R3%8W/R3%BW_
Mausen erschwerte es, die durch die Mutation verursachten Pathomechanismen bei der
Spermatogenese zu identifizieren. Der hohe Grad der Zerstdrung liel3 keine Unterscheidung
zwischen Ursache und Folge zu. Um dieses Problem umgehen und den Beginn des
spermatogenen Versagens in Zusammenhang mit der Ehd1-Mutation zu klaren, wurden
verschiedene postnatale Entwicklungsstadien des Samenepithels im zeitlichen Verlauf
genauer untersucht (Abbildung 26).

Wie bereits erwahnt, verlauft die Spermatogenese bei Mausen als asynchrone Welle entlang
der Tubuli unter der Kontrolle verschiedener Hormone und Retinolséure (Griswold 2016; Endo
et al. 2017). Jeder Zyklus nimmt dabei eine Dauer von 8,6 Tagen in Anspruch. Fir die
Entwicklung eines reifen Spermatozoon aus einem Spermatogonium sind insgesamt 35 Tage
(4 Zyklen) erforderlich (Oakberg 1956). Innerhalb dieser ersten 35 Tage post partum wurden
vier Zeitpunkte (8, 14, 25 und 35 dpp) zur Durchfihrung detaillierter Untersuchungen gewéahilt,
wobei auf die spezifischen Zelltypen, den Entwicklungsfortschritt, das Expressionsmuster des

Ehd1-Proteins, sowie den Beginn der Stérungen der Spermatogenese geachtet wurde.
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ABBILDUNG 26: H.E.- und Immunfluoreszenzfarbung postnataler Zeitpunkte. Histologische H.E.- und
Immunfluoreszenzfarbungen an Bouin-fixiertem Hodengewebe junger M&use wurden durchgefiihrt, um den
Zeitpunkt der ersten Auswirkungen der Ehd1-Mutation festzustellen. Bereits 8 Tage nach Geburt zeigte sich bei
den Ehd1R398WR3%BW._Mjusen ein verdndertes Expressionmuster, wahrend histologische Veranderungen im
Hodenepithel erst 14 Tage post partum beobachtet werden konnten. Eine erhéhte Anzahl apoptotischer Zellen
(Ap), die Lage der identifizierbaren Zelltypen, sowie die tiefe Verankerung reifer Spermatiden im Epithel wiesen auf
erste Probleme im Verlauf der ersten Spermatogenese-Welle hin. Grin: Ehdl (Wildtyp oder Mutante), blau:
HOE33342 (Zellkerne). Mal3stab: 50um.

Querschnitte der Hodentubuli von 8 Tage alten Ehd1""* und Ehd1™%WR3%W_Mgusen
beherbergten hauptsachlich Spermatogonien (S) an der Basalmembran, sowie Sertoli-Zellen

(Ser), die das lumenlose Epithel aufbauten. Gelegentlich wurden mitotische Teilungen
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beobachtet (nicht gezeigt) und es waren keine offensichtlichen histologischen Unterschiede
zwischen den beiden Genotypen zu erkennen. Im Hinblick auf die Proteinexpression zeigten
sich jedoch bereits Unterschiede: Obwohl die Ehd1-Expression gleichermaf3en schwach war,
zeigte sich das Wildtyp-Ehdl gleichmaRig verteilt in unmittelbarer Nahe zu den
Spermatogonien, wahrend das mutierte Protein bereits pathologische Aggregate bildete.

14 Tage post partum beginnen die ersten Spermatogonien zu Spermatozyten zu
differenzieren. Waéahrend Ehd1"""*-M&ause normal aussehende Spermatozyten mit
charakteristischem, aufgelockertem Chromatin aufwiesen, waren die Spermatozyten von
Ehd1R3BWRSBW_Mausen kleiner und besaRen weitaus kompakteres Chromatin. Dies deutete
auf anfangliche Verzégerungen im Reifungsprozess hin. Die Expression des Ehd1-Proteins
nahm in beiden Genotypen zu, jedoch verlagerte sich die Lokalisierung der Ehd1-positiven
Aggregate in der Ehd1R®BWRS®BW_Mays bereits in Richtung Lumen. Im Gegensatz dazu
verblieb das Wildtyp-Ehd1 im basalen Kompartiment.

Die Bildung der Blut-Hoden-Schranke beginnt bei Mausen zwischen dem 15. und 18. Tag nach
der Geburt und ist normalerweise am postnatalen Tag 21 abgeschlossen (Hogarth 2015). Eine
intakte BTB unterteilt das Hodenepithel in zwei Kompartimente: das basale und das
adluminale Kompartiment, die beide durch die dort beherbergten Zelltypen charakterisiert sind.
Die Integritat des BTB ist der Schlissel zu einer intakten Spermatogenese und eine Stérung
oder Unterbrechung kann zu schwerwiegenden Folgen fir die normale Spermienproduktion
fuhren (Cheng und Mruk 2012). Die desorganisierte epitheliale Architektur, abnormale
Veranderungen der Zellmorphologie, sowie eine erhdhte Anzahl apoptotischer Zellen bei 25-
Tage alten Ehd1R38WR3BW_Msusen konnten moglicherweise Folgen einer beeintrachtigten
BTB-Integritat darstellen. Dartiber hinaus zeigten diese Mause die starksten Veranderung in
der Ehd1-Proteinexpression: Wéhrend sich das Wildtyp-Ehd1l von der Basalmembran auf
punktuelle Strukturen im adluminalen Kompartiment verlagerte, die sowohl Spermatozyten,
als auch den ersten, runden Spermatiden zugeordnet werden konnten und bereits teilweise
mit akrosomaler Granula assoziiert waren, verteilten sich die tubularen Aggregate des
mutierten Proteins willklrlich im Epithel ohne sichtbare Ko-Lokalisation zu akrosomalen
Strukturen (erganzende Abbildung 10). Am 35. postnatalen Tag sollte die erste Welle der
Spermatogenese abgeschlossen sein (Oakberg 1956). Zu diesem Zeitpunkt weist das
Spermienepithel normalerweise eine geordnete Architektur auf, die aus einer
charakteristischen Konstellation spezifischer Zelltypen besteht. Im Hodengewebe der
Ehd1R®WRSBW_M3use war eine Zuordnung zu bestimmten Spermatogenesestadien nicht
maoglich, da die normale Architektur des Epithels aufgehoben und die Zellanordnung stark
verandert war. Darlber hinaus wurden verschiedene Anomalien beobachtet, wie z. B. ein
unausgewogenes Verhaltnis von runden Spermatiden zu Spermatozyten und elongierenden

Spermatiden, Stérungen der Chromatinkondensation und Missbildungen der sich formenden
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Spermatidenkdpfe. Einige von ihnen schienen tief im Epithel verankert, anstatt in Richtung
Lumen zu wandern. Der Membranumbau wéhrend der Reifung der Spermatiden schien an der
unzureichenden Abscheidung des Uberschiissigen Zytoplasmas zu scheitern. Stattdessen
lagerten sich grof3e, runde i vermutlich cytoplasmatische - Vesikel im Tubuluslumen ab.

Zusammenfassend zeigen diese Ergebnisse, dass die Mutation im Ehd1-Gen bereits negative
Auswirkungen auf die erste Spermatogenese-Welle nach sich zog. Obwohl die Architektur des
Epithels und die Morphologie der Zellen zun&chst normal erschienen, konnten bei genauerer
Betrachtung dennoch erste Verédnderungen im Vergleich zum Wildtyp ausgemacht werden.
Eine derart massive Zerstérung des Hodenepithels, wie sie bei adulten Ehd1R3%8W/R3%8W_
Mausen beobachtet werden konnte, ist innerhalb der ersten 35 Lebenstage noch nicht

vorhanden. Die Defekte scheinen sich mit zunehmendem Alter stetig zu verschlimmern.

4.7 Ultastrukturelle Darstellung endozytose-abhangiger Prozesse wahrend

der Spermatogenese
Es ist bekannt, dass zahlreiche Prozesse im Spermienepithel zumindest teilweise von der
Endozytose abh&ngig sind. Dazu zéhlen u.a. die Akrosomenbiogenese, das adaquate Offnen
und Schliel3en der Blut-Hoden-Schranke, sowie die Entstehung des Spermienschwanzes. Die
Auswirkungen der Ehd1-Mutation auf diese Prozesse wurden auf ultrastruktureller Ebene mit

Hilfe der Transmissionselektronenmikroskopie (TEM) untersucht (Abbildung 27).

80



Ergebnisse

ABBILDUNG 27: Ultrastrukturelle Darstellung Endozytose-abhangiger Prozesse der Spermatogenese.
Transmissionselektronenmikroskopische ~ Aufnahmen von endozytotischen Prozessen wahrend der
Spermatogenese in Ehd1""“ und Ehd1R398W/R3BW.Mausen verdeutlichen die Auswirkungen der Mutante auf die
Keimzellreifung. (A) Der Wildtyp zeigte typisch-geformte K&pfchen mit kondensiertem Chromatin (N) und eindeutig
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