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Einleitung 7

1. Einleitung

1.1.Die Bedeutung von VDAC (voltage-dependent anion cihnael)

VDAC (voltagedependenanion channel) ist ein kleines transmembranéres, Porendondes
Protein mit apparenten Molekularmassen von 30-3&, kdas in Eukaryoten auch synonym
als Porin bezeichnet wird. In der Abbildung 1 iSDAC als ein 3D-Modell dargestellt.
Aufgrund von Computer-Berechnungen der primaren ras@uresequenz und
experimenteller Versuche wird angenommen, dass VRAS einen-Helix und 13, 16 oder
19 transmembranaref-Faltblattern besteht (Shoshan-Barmataz und Gi26$13). Der
jeweilige VDAC Kanal wird von einem einzigen VDAGd®ein gebildet, das aus etwa 285
Aminosauren (30-32 kDa) besteht. In offenem Zustaewidgt der Durchmesser des Kanals

ca. 2,5-3,0nm, im geschlossenen dagegen ca. 1 Blach(y-Dyson und Forte 2001).

Loop side

N-side

Abbildung 1. Berechnete 3D-Struktur des N. crassa VDAC (Caseatlad. 2002)

Erstmals wurde VDAC in der auf3eren mitochondridiéembran vonParamecium aurelia
(Scheinet al. 1976), spater dann auch in den meisten eukarpatis©rganismen, von Hefe
(Mihara und Sato 1985) Uber Tiere (Lindehal. 1982; De Pintcet al. 1987) bis hin zu
Pflanzen (Hein®t al. 1994; Abrechet al.2000) nachgewiesen.

Die Existenz von extramitochondrialem VDAC wurde 839 von der Arbeitsgruppe
F. P. Thinnes beschrieben (Thinr¢sal. 1983; Thinne®t al. 1989). Nach Isolierung einer 31
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kDa-Proteinbande aus einer Rohmembranfraktion nidinker B-Lymphozyten und darauf
folgender Sequenzierung stellte sich aufgrund adreh Homologie zu bekannten VDAC
Sequenzen heraus, dass dieses Protein zur VDAQ:Ermp zahlen ist. Spater wurde die
Expression des Proteins auch auf cDNA-Ebene bgst@iachly-Dyson und Forte 2001).
Neuere Untersuchungen verfestigen die Erkenntriss  DAC auch in Plasmamembranen
lokalisiert ist: 1) eine Splice-Variante von VDAQ@I{VDAC) fuhrt durch eine veranderte
Anfangssequenz zur Lokalisation von VDAC in dersflamembran (Buettnet al. 2000),

2) VDAC konnte in Caveolen lokalisiert werden (Bathet al. 1999) und 3) VDAC ist ein
Rezeptor fiur Plasminogen Kringle 5 auf der Obehiéoron humanen Endothelzellen

(Gonzalez-Gronovet al.2003)

Wie aus der Namensgebung schon erkenntlich, haregelsich bei VDAC um einen
spannungsabhangigen Kanal, der in verschiedenenuifzustanden existiern vitro
konnte gezeigt werden, dass der Kanal bei SpannungeOmV am weitesten geotffnet ist. In
diesem Zustand ist der Kanal selektiv fir negagladene Stoffe wie Succinat, Malat und
ATP. Bei Spannungen gréf3er als 20mV zeigt sichgedmne veranderte Permeabilitdt und es
kommt zu einer Selektivitdt fir Kationen (Benz uBddiczka 1992; Rostovtseva und
Colombini 1996). Es wurde daher angenommen, dassediMechanismus zur Regulation
mitochondrialer Funktionen beitragt. Mitochondral® DAC ist mit ATP sowie Hexo-,
Glycerol- und Kreatin-Kinasen assoziiert und dauesm Metabolitenhaushalt der Zelle
beteiligt (Adamset al. 1991; Beutneet al. 1998; Cromptoret al. 2002; Kottkeet al. 1988;
Ludwig et al. 1986; Rostovtseva und Colombini 1997).

VDAC-Subtypen, die in Eukaryoten nachgewiesen wayré@ben eine Ausschlussgrenze von
etwa 3000 Dalton. Sie unterstiitzen den Metabolitstaaisch zwischen den Mitochondrien
und dem Zytoso{Benz 1988).

Bei Mensch, Ratte und Maus wurden drei verschied¥AC Gene, die fur drei
verschiedene Isoformen (VDAC1, 2 und 3) codieraschrieben (Blachly-Dysoet al. 1997;
Sampsoret al. 1997). Ihre Promoter-Region ist Guanin und Cytasich und enthélt keine
klassischen TATA-Elemente. Die VDAC Isoformen weisénnerhalb ihrer Familie
ausgepragte Sequenzhomologien auf, aber es besiehdithe Unterschiede im Vergleich
der Gen-Sequenzen von Pflanzen und Tieren. Bishesinicht gelungen, die VDAC2 und 3
Isoformen aus tierischem Gewebe zu isolieren. Bierationen tber ihre Funktion beruhen

daher auf Studien an rekombinanten Proteinen €Xal. 1999). Diese Experimente zeigen,
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dass VDAC1l und VDAC2 in Phospholipid-Doppelschicatmbranen Poren formten,
wohingegen VDACS3 keine Fahigkeit zur Poren-Bildurgjgte (Xuet al. 1999). Es wird
daher angenommen, dass jede VDAC Isoform eine fspd®, moglicherweise

unterschiedliche physiologische Rolle spielt.

Die Beteiligung von mitochondrialem VDAC an der R&dion der Apoptose wurde
ebenfalls untersucht. VDAC ist offenbar Teil eimeisochondrialen Proteinkomplexes, der als
.permeability transition pore” (PTP) an der Ausliiguder apoptotischen Caspase-Kaskade
mitwirkt (Bernardiet al. 2001; Gincel und Shoshan-Barmataz 2004; Vyssoliid Brdiczka
2004; Zalket al. 2005). Weitere Untersuchungen zeigten, dass VDAGanderen zellularen
Proteinen, insbesondere mit Proteinen des Zytog&elmteragieren kann (Tsujimoto und
Shimizu 2002; Linden und Karlsson 1996; Krimneerl.2001; Xuet al.2001).

Uber das Vorhandensein und die Funktion von VDAGpermatozoen von Saugetieren ist
bisher sehr wenig bekannt. Es konnte gezeigt werdass mannliche VDAC3 knockout
Mause aul3er einer Infertilitat keine weiteren geeitlichen Beeintrachtigungen aufweisen.
Diese Tiere zeigten bei normaler Spermatozoenkdrat®on eine verringerte
Spermatozoenmotilitat. Diese lies sich auf struddtarDefekte im Flagellum zurickfihren
(Sampsoret al. 2001). In einer anderen Untersuchung konnte mifteimunhistochemie an
bovinen Hoden demonstriert werden, dass VDAC2 irer®patozyten, Spermatiden und
Spermatozoen vorkommt. VDAC1 konnte dagegen nurSertoli-Zellen nachgewiesen
werden (Hinsclet al.2001).

1.2.Grundlagen der Fertilisation

Die Fertilisation ist ein komplexer biochemischao#ess, bei dem es zur Bildung einer
entwicklungsfahigen Zygote durch Fusion weiblichexd méannlicher Gameten mit jeweils
haploidem Chromosomensatz kommt. Hierzu erfolgtdes weiblichen Gameten zunachst
die Oogenese der diploiden Urkeimzellen im Ovar amschlieRender Follikelreifung. Die
Entwicklung der mannlichen Gameten besteht ausSdermatogenese. Diese bezeichnet die
Entwicklung bzw. Differenzierung von den Spermatuga zu den reifen Spermatozoen. Sie
gliedert sich in Mitose, Meiose und Spermiogend3& Spermiogenese beinhaltet die

Reifung der runden Spermatiden zu den reifen Spgernan. Nach der Ejakulation und
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anschlieBende Passage durch den weiblichen Gealitakommt es zur Kapazitation, bei der
die Spermatozoen ihre volle Befruchtungsfahigkdargen. Die Spermatozoen missen sich
aktiv auf die Oozyte zu bewegen. Von entscheideBaeleutung bei der Fertilisation ist die
Impragnation, das aktive Eindringen des Spermatezda die Oozyte. Dieser Vorgang
beginnt mit der festen Bindung des Spermatozoordiea@ona pellucida, welche die Oozyte
umgibt (Wassarman 1995), in dessen Folge die akralo Reaktion des Spermatozoons
induziert wird (Salinget al. 1979). Die Bindung des Spermatozoons an die Oazaytedie
Akrosomreaktion sind somgntscheidend fiir eine erfolgreiche Befruchtung (Ahing 2).
Nach Fusion der Plasmamembranen von Spermatozab®anyte erfolgt die Initiation der

zygotischen Entwicklungsprozesse (Yanagimachi 1994)

Perivitellin-
raum

Bir?dun Einleitung ,

Zona Pellucida

_ {

ausgesperrtes

‘:-.. beendet
Spermatozoon % '- .
Durchdringen
Zona der Zona pellucida
Spermatozoon

ch AR
/

innere Akrosommembra Fusion vom PM und  Vesikelbildung

aulRere Akrosommembran duRRerer Akrosommembran

Abbildung 2. Zusammenfassende schematische Darstellung degaNge, die zur
Gametenfusion bzw. Befruchtung fuhren.

PM: Plasmamembran; AR: Akrosomreaktion.

Abbildung modifiziert nach Wassarman (1989).
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1.2.1. Morphologie von Spermatozoen

Jedes morphologisch normale Saugetier- Spermatozigbnim Ganzen von einer

Plasmamembran umgeben und kann in Kopf und Flagelielches der Fortbewegung dient,
unterschieden werden (Abbildung 3). Das Flagellunnd wweiterhin in vier Regionen

unterteilt: Hals, Mittelstiick, Hauptstiick und Enotdt.

Aufbau des Axonems

Cytoplsmatischer
Tropfen

Mitochondrien . . ieifasern

g (ODF)

Mikrotubuli

auleres Paar

zentrales Paar

o :
X J
\

Abbildung 3. Schematische Darstellung eines Spermatozoonsildbly modifiziert nach
Russelket al. (1990).

Der Spermatozoenkopfbesitzt bei Saugern unterschiedliche Formen unil3&r. Bovine

Spermatozoen weisen einen flachovalen Kopf vor8pan Lange, 4,5um Breite und einer
Dicke von 1um Dicke auf (Russe und Sinowatz 19B&herrschend ist der verdichtete Kern.
Die vorderen 2/3 des Kopfes sind von der Kopfkapleen Akrosom, bedeckt. Das Akrosom
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besteht aus zwei Membranen, die am Aquator des dsopf einander (ibergehen. Das
Akrosom enthalt granulares Material und zahlreieimzyme, die bei der Akrosomreaktion
freigesetzt werden (Yanagimachi 1994). Kaudal vokno8om (postakrosomal), wo bei der
Befruchtung die Fusionierung von Spermien- und @@ayembran beginnt, befindet sich
unter der Zellmembran eine schmale, verdichtetac8ti{postakrosomale Scheide). Noch
weiter kaudal verschmelzen Zell- und Kernmembraeimem ringférmigen Bereich. Hier hat
der Kern eine grubenférmige Vertiefung, die Imp#imnsgrube, die der Befestigung des
Flagellums dient. Diese Stelle wird als Hals (Vedhingsstick, connecting piece) des
Spermatozoons bezeichnet.

Der bovine Spermatozoenschwanzst etwa 63um lang und besteht aus vier Abschmitte
(Hals, Mittelstiick, Hauptstick und Endstiick). Diewggungsfahigkeit der Spermien beruht
auf der Struktur und Funktion des Spermatozoensch@gm Radiar angeordnete Mikrotubuli
durchziehen den Spermienschwanz in seiner vollelgéadEntsprechend dem Aufbau von
Zilien und Geil3eln anderer Zellen sind neun duRemgpeltubuli und zwei zentrale einzelne
Mikrotubuli angeordnet (9 x 2 + 2 Anordnung). Diakikbtubulistruktur wird als Axonem
bezeichnet. Die Doppeltubuli sind untereinandechki8eitenarme aus Dynein verbunden.
Die Ubrigen Bestandteile des Spermatozoenschwasimdsin den jeweiligen Abschnitten
unterschiedlich. Der Hals ist das Verbindungsstimkschen dem Kopf und den folgenden
Schwanzabschnitten. Hier inserieren die Mikrotuladwie die Mantelfasern (Outer Dense
Fibers, ODF), die sich dann durch das Mittelstiiokl den Hauptteil des Schwanzes ziehen.
Im Mittelstiick des Flagellums sind Mitochondrien Form einer Helix um das Axonem
herum angeordnet. lhnen kommt die Aufgabe zu, E@engForm von ATP zu erzeugen, die
fur die Bewegung der Mikrotubuli bendtigt wird. Ifauptstiick werden das Axonem und die
ODF von der fibrosen Hulle umgeben (Fawcett 197k 0988). Hierbei handelt es sich um
ringformig verlaufende, untereinander verbundenérillgén. Diese stehen durch zwei
langsverlaufende, sich gegentberliegende Leistésimander in Kontakt. Die ODF enden in
unterschiedlicher Hohe des Hauptsticks. Das Enkl§téginnt abrupt am Ende der fibrosen
Hulle.

1.2.2. Physiologie der Spermienbewegung

Eine der zentralen Veranderungen der Spermatozéénewd der Reifung im Epididymis ist

die Erlangung der Motilitat. Testikulare Spermazsind entweder bewegungsunfahig oder
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allenfalls schwach beweglich. Véllig gereifte Spatozoen aus der Cauda epididymidis
beginnen dagegen, sich aktiv zu bewegen, wenn rsieirie physiologische Salzlésung
gegeben werden. Die Unfahigkeit der testikulareer®@atozoen zur Bewegung begrindet
sich zumindest zum Teil in einer spezifischen Kgafation der Plasmamembran. Dennoch
konnte gezeigt werden, dass demembranierte tegtki@permatozoen, denen ATP, cAMP
und Md* hinzugegeben wurde, sich nicht so rasch bewegea, demembranierte reife
Spermatozoen. Dies lasst die Vermutung zu, dadgeeifeine Veranderungen (wie z.B.
Modifikationen der Dynein-ATPase) wahrend der egydialen Reifung stattfinden und zur
Erlangung der Maotilitat beitragen (Yanagimachi 1994

Die Spermatozoenmotilitdt ist abhangig zum einem wter strukturellen Integritat des
Flagellums und zum anderen von der Energie flra#liteve Bewegung des Flagellums, die
von den Mitochondrien in Form von ATP zugefihrt dviiCooper und Yeung 2000;
Yanagimachi 1994). Das im Axonem enthaltene zytiestéee System (vergl.1.2.1) wurde
grundlegend untersucht: Die durch Seitenarme auseiDyuntereinander verbundenen
Doppeltubuli bewirken eine Bewegung nach dem Ppindés Filamentgleitmodells. Das
kontraktile Protein ist Dynein. Dieses Protein radmme ATPase-Aktivitat und ist abhangig
von zweiwertigen Kationen. Die Hydrolyse von ATHhffiizu einer Konformationsanderung
des Proteins, so dass es an den nachsten Tububedbbinden kann. Nach der Abspaltung
der Produkte nimmt es wieder die alte Konforma@onund verschiebt dabei die Filamente
gegeneinander. Eine erneute Bindung von ATP wiedieden VVorgang.

Uber die molekulare Regulation von Flagellenbeweggumist dagegen bisher wenig bekannt.
Es wird angenommen, dass die Motilitat durch vaestdne Faktoren geregelt wird. Vermutet
wird ein Einfluss von Calcium, Bikarbonat und derat8s der Proteinphosphorylierung.
Extrazellulares Calcium scheint notwendig zu sein die Motilitatsentwicklung und die
Hyperaktivierung (Si und Okuno 1999). Der intragkte Calciumspiegel muss dagegen
niedrig sein, um die Spermien zu aktivieren (Lucenal. 1996). Die Wirkung von Calcium
findet vermutlich indirekt tGber eine Phosphodiesteaktivierung statt, wodurch es wiederum
zu einem Absinken des cAMP- Spiegels kommt (Luaamil Baldi 2003). Es wurde auch
gezeigt, dass Phosphodiesterasehemmstoffe die Belkagt stimulieren (Lefievreet al.
2000; Fischet al. 1998). Hieraus kann geschlussfolgert werden, d&ddP als ,second
messenger” einen direkten Einfluss auf die BewegleggFlagellums hat.

Bicarbonat fuhrt zu einem Anstieg der Motilitat benden mit einem Anstieg der
Tyrosinphosphorylierung durch Aktivierung der Adbigyklase (Viscontiet al. 1999). Die

Proteinphoshorylierung  scheint in  einem direkten safumenhang mit der
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Motilitdtsentwicklung zu stehen. Hierbei sind mebreEnzyme involviert. Die cAMP
abhangige Proteinkinase A (PKA) katalysiert die $tinorylierung (Viscontet al. 1997). Die

so genannten ,A Kinase Anchoring Proteins“ (AKARgyankern die PKA in der fibrosen
Hulle des Flagellums. Weiterhin wurde festgesteliiss die Phosphatasen Calcineurin und
Protein Phosphatase 1 eine negative Wirkung auMdigitatsentwicklung haben. Auch die
Phosphatidyl-Inositol 3 Kinase wirkt sich negatiuf alie Motilitat aus (Luconi und Baldi
2003).

Entscheidend fur die erfolgreiche Befruchtung demele ist auch die Hyperaktivierung der
Spermatozoen. Nach der Ejakulation zeigen die Smemoen zunéachst eine deutlich
progressive und lineare Vorwartsbewegung. Diesardgeingsablauf dndert sich wahrend der
Kapazitation und resultiert schliellich in der higkivierten Bewegung (Yanagimachi
1994). Zuerst wurde die Anderung des Schwanzschldage Zusammenhang mit der
Kapazitation an Hamsterspermien beobachtet (Yarediinl994). Die Hyperaktivierung ist
gekennzeichnet durch eine heftige peitschenschidighk  Bewegung des
Spermienschwanzes, groéf3erer Schlagamplitude und zheillaren Schwimmbahnen mit
achterspuren-zeichnender Kopfbewegung. Auch dierdkt Kopfauslenkung und die
Frequenz der Kopfbewegung nehmen zu. Es ist bebanj dass hyperaktive Spermatozoen
erfolgreicher denCumulus oophorusind die Zona pellucida penetrieren kénnen (Ho und
Suarez 2001). Als Stimuli fur die Hyperaktivierudgr Spermatozoen werden lonen und
Sekrete des Eileiters vermutet. Fur humane Folliksdigkeit wurde ein Dosis-abhangiger
stimulatorischer Effekt auf die Hyperaktivierung chgewiesen (Fabbriet al. 1998).
Voraussetzung fur die Hyperaktivierung ist die vehmtie Calciumaufnahme der
Spermatozoen im Bereich des Eileiters (Ho und Su20€1). Einem Anstieg des pH-Wertes
folgt eine Erhohung des intrazelluaren Calciumsglieggas wiederum die Hyperaktivierung

begunstigt (Marquez und Suarez 2006).

1.2.3. Kapazitation

Nach dem die Spermatozoen den Nebenhoden passin hsind sie zur aktiven Bewegung
befahigt (1.2.2). Dennoch sind sie zu diesem Zakpuoch nicht in der Lage, an eine Eizelle
zu binden und diese zu befruchten. Die Kompeterezhierlangen die Spermatozoen erst

wahrend der Passage durch den weiblichen Genkaltfdanagimachi 1994). Dieser
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Reifungsprozess der Spermatozoen wird als Kapexitdtezeichnet (Austin 1967; Chang
1951; Chang 1955; Brewet al.2005).

Bei der Kapazitation kommt es zu biochemischen Méeéungen, die unter anderem zu einer
Reorganisation und Modifikation der Plasmamembramies der mit ihr assoziierten Proteine
fuhren (Eddy und O’Brien 1994; Baldit al. 2000; Baldi et al. 1996). Die genauen
Mechanismen der Kapazitation sind jedoch noch niolistandig aufgeklart. Vermutet wird,
dass der Anstieg von intrazellularem Calcium undMEA im Spermatozoon zu einer
Aktivierung verschiedener Proteinkinasen mit folgen Proteinphosphorylierung fihrt
(Leclerc und Gagnon 1996; Breitbart und Naor 1¥28di et al. 2000; Viscontiet al. 1995a).
Interessanterweise erfolgt der Anstieg von Tyrasagphorylierungeniber eine cAMP
vermittelten Anstieg der PKA Aktivitat (Visconéit al. 1995b; Galantino-Homest al. 1997;
Breitbartet al.2006).

Fur eine Kapazitatiom vitro ist neben Energielieferanten wie beispielsweisgc@e, Laktat
und Pyruvat die Anwesenheit von Albumin bei jedpe8es obligat. Die Kapazitationsdauer
variiert dagegen, je nach Spezies, zwischen einM@niten und mehreren Stunden (Kanitz
1994; Yanagimachi 1994; Dalvit 1996; Viscoatial. 1999).

Einheitliche Parameter zur Definition des Kapamtadstatus von Spermatozoen konnten
bisher noch nicht aufgestellt werden. Das Ende Kigpazitation zeichnet sich bei allen
Saugetieren dadurch aus, dass das Spermatozoo@uhenlus oophorugpassiert und die
Zona pellucida zu durchdringen vermag (Yanagimadfi94). Die Fahigkeit der
Spermatozoen zur spontanen Akrosomreaktion, di@iziedoarkeit der Akrosomreaktion
durch Effektoren wie Progesteron oder Zona pelldidoteine und das Auftreten eines
hyperaktiven Bewegungsmusters des Flagellums weedenParameter fur eine erfolgte

Kapazitation gewertet (Harrison 1996).

1.2.4. Grundlagen der Akrosomreaktion (AR)

Die Oozyten von Saugetieren sind ummantelt vonradicken Glycoproteinhlle, der Zona
pellucida. Zum Zeitpunkt der Ovulation ist die Zopellucida auRerdem vor@umulus

oophorusumgeben, welcher aus Kumulus-Zellen und dereni¥bgsteht. Bei den meisten
Spezies sind akrosomreagierte Spermatozoen falegaha pellucida zu durchdringen und
mit der Oozyte zu fusionieren (Primakoff und Myl2802; Yanagimachi 1994). Es wird

zwischen einer durch die Zona pellucida induzieded einer spontanen Akrosomreaktion
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(AR) unterschieden. Es konnte gezeigt werden, dgsmtan akrosomreagierte Maus-
Spermatozoen nicht in der Lage sind, an die Zotlagi@a zu binden und somit auch die
Oozyte nicht befruchten konnen (Kopf und Gerton1)98lieraus wird erkenntlich, dass nicht
nur der Vorgang der AR selbst, sondern auch diagezeitliche und 6rtliche Abfolge von

entscheidender Bedeutung fur die erfolgreiche lisation ist.

Bedford (1969) hat als erster die morphologischetalls der ,echten“ AR, die sich von der

unspezifischen akrosomalen Degeneration untersehdidschrieben.

Abbildung 4. Schematischer Ablauf der Akrosomreaktion im S#aggpermatozoon.
A: Spermatozoenkopf mit intaktem AkrosoBr Partielle Verschmelzung der &uf3eren
akrosomalen Membran mit der Plasmamembran, die es@armte Fenestrierung beginnt.
C - D: Vollstandige Ablésung der Plasmamembran und dBein akrosomalen Membran
mit Resten akrosomalen Inhaltes im Bereich der Wihagtalte.

Ag: aquatoriales Segment; IAM: innere akrosomale miden. Modifiziert nach
(Yanagimachi 1994).

Die AR entspricht einer Exozytose (Abou-Haila undgsiani 2000). Es kommt zu multiplen
Fusionen der dufReren akrosomalen Membran mit débealiegenden Plasmamembran im
apikalen Spermatozoenkopfbereich (Yanagimachi 1®®yrison 1996; Wassarmaet al.
2005) (Abbildung 4.). Diese Vorgéange fuhren zu efrenestrierung und Vesikulisierung der
Membranen. Das aquatoriale Segment ist in diesgarfmy nicht mit eingeschlossen. Diese
Membranfusionen fihren zur Freisetzung des akrogonlahaltes. Nach der AR bleibt die

innere akrosomale Membran tUber dem Nukleus erhdBeackettet al. 1978). Die AR
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unterscheidet sich von anderen Exozytosevorgangeiurdh, dass sie sehr langsam und
asynchron in der Spermienpopulation ablauft. Zweschiler Stimulation der AR und der
Membranfusion kbnnen mehrere Minuten vergehen.

Bei der AR werden diverse Enzyme freigesetzt. Diglbronidase befindet sich in einer
|6slichen Fraktion des Akrosoms und wird wahrendAl® an die Umgebung abgegeben. Sie
unterstitzt das Durchdringen der Kumuluszellschidaer Oozyte, deren Matrix aus
Hyaluronsaure besteht. Hauptbestandteil des AkressimAkrosin/Proakrosin, welches fir
die sekundare Bindung des Spermatozoons an die gelhzcida verantwortlich sein soll.
Akrosin ist eine Serinprotease, die im intakten g&km fast vollig in einer inaktiven Form
(Proakrosin) vorliegt. Akrosin ermoglicht zusammmait anderen proteolytischen Enzymen
die Penetration des Spermatozoons durch die Zdheige.

Als physiologische Induktoren der AR gelten Zondyo&da C-Protein (ZPC-Protein) und das
von Kumuluszellen sezernierte Progesteron (Pattadl. 2000; Melendrezet al. 1994;
Wassarmanet al. 2005). Als Rezeptor fur das ZPC-Protein werdenziggabhangig
verschiedene Proteine auf Seiten des Spermatozibskigtiert. So wurden im Maus-Modell
als Adhéasionsproteine fur ZPC diel,4,-Galakotsyltransferase, das murine Protein yrgb
das am Spermatozoenkopf lokalisierte sp56-Protatektiert (Snell und White 1996).
Dagegen wird beim Menschen ein Mannose-bindendeseiRr diskutiert (Foster 1997,
Sinowatzet al. 1998). In anderen Studien wurden auch p47 (End8i#8) und Zonaadhesin
(Hickox 2001) als mogliche Adhasionsproteine posttl

Durch die Bindung von Spermatozoon und Eizelle karasnzur Aktivierung eines Pertussis-
Toxin-sensitiven G-Proteins (vermutlich)GEndoet al. 1987; Kopfet al. 1986; Wardet al.
1994a; Warckt al. 1994b). Bisher war es allerdings nicht moglichy @ Protein regulierten
ZPC-Rezeptor eindeutig zu identifizieren. Durch diktivierung des G-Proteins, werden
komplexe molekulare  Mechanismen in Gang gesetzt.ne Ei Vielzahl von
Signaltransduktionswegen, die z. T. untereinandezahnt sind, soll hierin involviert sein.
Einen Uberblick uber die hypothetischen Vorstelemgum molekularen Ablauf der AR gibt
Abbildung 5.

Cd*-abhangiger Signaltransduktionsweg

Ein Anstieg der intrazellularen €aKonzentration wéahrend der durch Zona pellucida
induzierten AR wurde in Maus-Spermatozoen beob#cHierfur wird die Aktivierung von

spannungsabhangigen G#&analen (VOCC) des T-Typs verantwortlich gemadirmoult et
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al. 1998; Darszonet al. 1999; Darszonet al. 2006). Es gibt einige Hinweise auf die
Beteiligung von C&-Speichern in Spermatozoen (Dragilesiaal. 1999), dennoch ist ihre

Existenz umstritten.

Cl-Kanale

Neuronale Glycin-Rezeptor/@anale (GlyR) wurden in der Plasmamembran von
Spermatozoen identifiziert. Diese sind bei denaleh Vorgangen der durch Zona pellucida
induzierten AR Dbeteiligt (Llanos et al. 2001). GlyR-Agonisten induzieren
konzentrationsabhangig die AR (Melendrez und Meik®95; Turneret al. 1997). Die
Aktivierung der Kanale kann zu einem -Elfflux aus dem Spermatozoon und somit zur
Hyperpolarisierung fuhren; dabei kbnnen dann VO@Kisviert werden (Garcia und Meizel
1999). Weiterhin wird diskutiert, dass beim Progest-induzierten C&Einstrom ein
y-Aminobuttersaure (GABA)-Rezeptor/anal involviert sein konnte. Denn GABA
induziert in Dosis-abhangiger Weise die AR hum&Beermatozoen (Calogeri al. 1999).

Es wurde gezeigt, dass wahrend der Progesteromierten AR ein CiEfflux stattfindet.
Ahnlich wie bei dem Zona pellucida/GlyR-System kandie sich daraus ergebende
Hyperpolarisierung der Spermatozoenmembran die VO&Kivieren. Es gibt auch Hinweise
daflr, dass die Aktivierung von GABA Rezeptoren eeidunahme der Aktivitat des
Na'/HCO;. Co-Transporters hervorrufen kann, die zu einer Euhg der intrazellularen
HCO;-Konzentration fuhrt (Turner und Meizel 1995).

cAMP-abhangiger Signaltransduktionsweg

Die Beteiligung von cAMP bei der durch Zona peltieciinduzierten AR konnte in

verschiedenen Spezies nachgewiesen werden (LaoteréCopf 1995). Durch die Inhibition

von Proteinkinase A (eine Serin-Threonin-Kinasag ©h diesem Signaltransduktionsweg
aktiviert wird, kann die AR gehemmt werden (Bielfekt al. 1994). Zur Rolle des

cAMP/PKA-Signaltransduktionsweges bei der AR islojeh noch vieles unklar.

Phospholipase-Aktivierung
Bei der AR kommt es zur Aktivierung der Phosphdpad2 (PLA2) (Roldan 1998). Vor

allem nach einer Induktion der AR durch Progestefohrt die aktivierte PLA2 zur

Produktion von Arachidonsaure, Lysophosphatidylchalnd “platelet-activating factor”
(PAF) (Baldiet al.1993; Aliet al.2007).
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Weiterhin kommt es bei der AR zu einer Aktivierutier C&*-abhangigen Phospholipase C
und dadurch zum Anstieg der intrazellularen Konadian der "second messenger” Inositol-
Triphosphat (IB) und Diacylglycerol (DAG) (Roldan 1998; De Blast al. 2002). In
somatischen Zellen fordertJ®lie Freisetzung von aaus C&'-Speichern. Da, wie bereits
beschrieben, das Vorkommen von’G&peichern in Spermatozoen noch unklar ist, ishauc
die physiologische Bedeutung vonzIBei der AR umstritten. DAG ist der physiologische
Aktivator der Proteinkinase C (PKC).

Kinase-abhangige Signaltransduktionswege

Die Inkubation von Spermatozoen mit Zona pellucmtier Progesteron fuhrt zu einer
Zunahme der Tyrosinphosphorylierung verschiedenestelhe. Aul3erdem fihrt eine
Inhibition der Tyrosinkinasen zu einer Hemmung dakrch den entsprechenden Agonisten
induzierten, AR (Burkst al. 1995). Weiterhin gibt es Hinweise daflr, dass/Akévierung
von Tyrosinkinasen in Zusammenhang mit den Progesteind Zona pellucida-induzierten
C&*-Einstrom steht (Bonaccoret al. 1995; Tesarilet al. 1996).

Auch die Beteiligung einer Serin/Threonin-Phospheryngskaskade wahrend der AR wird
diskutiert. Neben PKA wurde auch PKC in Spermatazoachgewiesen. Diese Enzyme
scheinen in der Regulation der AR Uber die Phospileoung von Proteinen involviert zu sein
(Bielfeld et al. 1994; Bonaccorset al. 1998), da durch die Inhibition von PKA und PKC die
Induktion der AR gehemmt wird (De Jongeal.1993).
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Speicher ?

v
Proteinphosphorylierung g2+

AKROSOMREAKTION £
intrazelluldr

Abbildung 5. Schematische Darstellung der molekularen Mechamsndie zur Zona
pellucida induzierten Akrosomreaktion fuhren.

AA: Arachidonséure; DAG: Diacylglycerol; G: G-Pratg IP3: Inositol-Triphosphat; PAF:
platelet-activating factor; PIP2: Phosphatidyl-lhaisBiphosphat; PK-C: Proteinkinase C;
PLA: Phospholipase A2; PLC: Phospholipase C; PLDhodpholipase D; PM:
Plasmamembran; Rzp: Rezeptor; ROCCs: Rezeptorugete Calcium-Kanéle; VOCCs:
Spannungsabhangige Calcium-Kanale; ZPC: Zona ped8:Protein.

Modifiziert nach Kopf und Gerton (1991) sowie nd&ddi et al. (2002).



Einleitung 21

1.3.Zielsetzung der Arbeit

In vorangegangenen Studien der Arbeitsgruppe kanmeeschiedene Proteine in Extrakten
aus bovinen ODF nachgewiesen werden. Unter andererde ein Polypeptid mit einer
Molekularmasse von 30-32 kDa als VDAC identifizieflinsch et al. 2004). Das
Vorhandensein von VDAC in Spermatozoen, insbes@ndar den ODF, einer nicht
membranaren Struktur, war Ausgangspunkt fir weitBreersuchungen.

Eine im Jahr 2001 erschienene Arbeit von Samgsal. verdeutlicht, dass VDAC offenbar
fur die Motilitat von Spermatozoen von Bedeutung &0 konnte von dieser Arbeitsgruppe
gezeigt werden, dass mannliche VDAC3 knockout Manfeetil waren, dartber hinaus aber
keine zusatzlichen phanotypischen Auffalligkeiterwaeisen. Die Tiere zeigten bei normaler
Spermatozoenkonzentration eine verringerte Spemuatonotilitat, die auf strukturelle
Defekte im Flagellum zurtickzufiihren waren (Sampsioal. 2001).

Ziel dieser Arbeit war es, mit Hilfe von anti-VDA@ntikérpern die Prasenz der
verschiedenen VDAC Subtypen in unterschiedlicherer®ptozoenkompartimenten zu
untersuchen. Weiterhin sollten funktionelle Untersungen unter Verwendung der anti-
VDAC Antikérper dazu beitragen, die physiologisciRelevanz der VDAC Subtypen
bezuglich wichtiger Spermatozoen-Eigenschaften .(AvBtilitat und Akrosomreaktion)
aufzuklaren. Mit diesen Untersuchungen sollte digsplogische Bedeutung von VDAC in

Samenzellen des Saugers fur die Befruchtungsfaihigiiyedeckt werden.

Es wurden folgende konkrete Arbeitsziele festgelegt

1) Reinigung spezifischer anti-VDAC Antikérpersaden vorhandenen Antiseren und
Charakterisierung dieser Antikdrper bezuglich inAdfinitat zum Antigen und ihrer
Subtyp-Spezifitat

2) Lokalisation von VDAC1, 2, und 3 in bovinerakulierten Spermatozoen mittels
biochemischer und immunzytochemischer Methoden

3.) Untersuchungen zur funktionellen Bedeutung d4DAC Subtypen auf die
Spermatozoenmotilitdt und beziglich des akrosom&@ttus mit Hilfe der anti-
VDAC Antikorper
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2. Materialien und Methoden

2.1.Materialien

2.1.1. Chemikalien und Verbrauchsmaterialien

Amersham Pharmacia Biotech, Freiburg
ECL ™ Western Blot Detection Kit

Nitrozellulosemembran

Becton Dickinson Labware, New Jersey, USA

Falcorf Zentrifugenréhrchen 15ml; 50ml

Biochrom AG, Berlin
PBS-Dulbecco ohne &aund Md*

Bio-Rad, Miunchen
Acrylamid/Bis
Abstandhalter fir Gel-Elektrophorese-Platten
Ammoniumpersulfat
Biotinylierter Gel-Elektrophorese Standard
3—Mercaptoethanol
Precision Plus Protell{ Standard (Dual Color)
Protein Assay Standard | (Bovine Plasma Gamma @ibu
SDS
Temed (N,N,NN'-Tetramethylendiamin)

Eppendorf, Hamburg
Pipettenspitzen 10ul, 100ul, 1000l

Fuji, Dusseldorf
Rontgenfilme

Rontgenfilmkassette
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Glaswerk Wertheim, Wertheim

Klvetten

Kabe Labortechnik, NUmbrecht-Elsenrot

Pasteurpipetten aus Plastik, 3ml

Kalensee, Giessen

Zahlkammer nach Neubauer

Lucerne, Oakland, CA, USA
Fettfreies Milchpulver

Menzel-Glaser, Braunschweig
Deckglaser
Objekttrager

Merck, Darmstadt
Aceton

Cacodylsaure Natriumsalz-Trihydrat

di-Natriumhydrogenphosphat
EDTA

EGTA

Essigsaure 100% (Eisessig)
Glycerin

Isopropanol
Kaliumdihydrogenphosphat
Natronlauge
Paraformaldehyd
Pikrinsaure

Salzséaure

Tris

Wasserstoffperoxid
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Nunc, Kamstrup, Danemark
96-Loch-Kunststoffmodule  (Micro Well), Maxisorp B2 mit hochaffiner

Proteinbindungskapazitat fur ELISA

Pierce, Bonn
HEPES Puffer

Plano, Wetzlar
Citifluor

Riedel-de Haén, Seelze
Ethanol
Methanol

Trichlormethan (Chloroform)

Roth, Karlsruhe
Glycin
Natriumchlorid
Tris-Base

Serva, Heidelberg

Coomasie-Blau R 250

Sigma-Aldrich, Taufkirchen
Anti-Kaninchen IgG biotinyliert
Avidin-FITC
bis-Benzamidine (Hochst 33258)
Bovines Serumalbumin (BSA, Fraktion V)
Bromphenolblau
FITC-PSA
Gluteraldehyd
Kaninchen-1gG
L-Glutamin-L6sung 200mM
OPD (o-Phenylendiamin-Dihydrochlorid)



Materialien und Methoden

25

Penicillin/Streptomycin-Losung
Ponceau S

PVP (Polyvinylpyrolidon)
Teleost-Gelatine

Tween 20 (Polyoxyethylensorbitan-Monolaurat)

WU, Mainz

Pasteur-Kapillarpipetten

2.1.2. Medien und Pufferldsungen

Cacodylat-Puffer
4,289 Cacodylsaure-Natriumsalz
100ml Aqua dest
pH 7,4 mit NaOH

Coomassie-Blau-Farbeltsung fur Polyacrylamidgele
0,25% w/v Coomasie-Blau
10% v/v Essigsaure 100% (Eisessig)
45% v/v Methanol
45% v/v Aqua dest

EM-Fixans nach Ito und Karnovsky
1,25% Paraformaldehyd
2,5% Gluteraldehyd
0,05% Pikrinsaure
ad 0,1M Cacodylatpuffer
pH 7,3

Elutionspuffer
0,1 M Glycin,
pH 2,8
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Entfarbelésung fur Coomasie-Blau
10% v/v Essigséaure 100% (Eisessig)
45% v/v Methanol
45% v/v Aqua dest

Geltrocknungslosung
50% v/v Methanol
2% Glycerin

HAM'S F10 Zellkulturmedium
100ml Nutrient Mixture F-10 HAM
0,5ml 200mM L-Glutamin
1ml Penicillin/Streptomycinslésung

0,3% Bovines Serum Albumin

Kryopreservanz fir Spermatozoen

Andromed (Firma Minitiib, Tiefenbach)

Laufpuffer fur die Protein Elektrophorese
190 mM Glycerin
0,1% w/v SDS
25 mM Tris
pH 8,3

Methacarn-Fixierldsung
60% v/v Methanol
30% v/v Chloroform
10% v/v Essigsaure 100% (Eisessig)
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ODF-Puffer
5%(w/v) SDS
5% [3-Mercaptoethanol
Proteasehemmstoffe
20mg/ml Trasylol
20mM Tris-HCI
pH 7,2

PBS (Phosphate-buffered-saline)
120 mM Natriumchlorid
4 mM Kaliumdihydrogenphosphat
10 mM di-Natriumhydrogenphosphat
pH 7,4

Probenpuffer fir die Protein Gel-Elektrophorese (6xLaemmli)
7ml 4x Tris/SDS pH 6,8
3ml Glycerin
1g SDS
1,2mg Bromphenolblau
Aqua dest bis 10ml

Proteasehemmstoffe:
1 mMEDTA
10 mM Benzamidin
2 mM Dithiotreitol
0,2 mM PMSF
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Proteinextraktionspuffer
150mM NacCl
1mM CaC}
1mM MgCl
1mM KCI
Proteasehemmstoffe
50mM Tris-HCI
pH 7,4

Sammelgel 4%ig
1,3ml 30% Acrylamidlésung
2,5ml Sammelgelpuffer
6,1ml Aqua dest.
10l TEMED
50u! 10% w/v Ammoniumpersulfatiésung

Sammelgelpuffer
0,5 M Tris, pH 6,8

TBS (Tris buffered saling
25 M Tris-Base
150 M Natriumchlorid
pH 7,4

4x Tris/SDS
6,059 Tris-Base in 40ml Aqua dest.
pH 6,8 einstellen
Aqua dest. hinzufiigen bis 100ml
0,49 SDS

T-TBS (Tween-Tris buffered saling
0,05% v/v Tween 20 in TBS
pH 7,4
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Trenngel 10%ig
3,3ml 30% Acrylamidldsung
2,5ml Trenngelpuffer
4,1ml Aqua dest.
5ul TEMED
50u! 10% w/v Ammoniumpersulfatiésung

Trenngelpuffer:
1,5 M Tris, pH 8,8

Western Blot Puffer
250 mM Glycerin
0,01% w/v SDS
20% v/v Methanol
40 mM Tris

2.1.3. Verwendete Kits

BioRad, Miinchen
Protein Assay Kit (Micro Assay)

Pierce, Perbio, Bonn

AminoLink® Plus Immobilization Kit
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2.1.4. Gerate

Beckmann Microfuge 12, Glenrothes, Grof3britannien

Bender&Hobein AG,
Zirich, Schweiz: Vortex Genie 2 TM

Bio-Rad, Miinchen: Gelkammer Mini Protear ™l

Mini Trans Blot™

Hettich GmbH & Co. KG:  Hettich Universal 30F,@efuge

Heraeus, Hanau: Begasungsbrutschrank
Minifuge, Sepatech, Rotor BS4402/A
Suprafuge 22, Rotor HFA 22.50

Janke&Kunkel, Staufen: IKA-Schittler MTS 4
IKAMAGR RET-Magnetruhrer
IKA-Combimag RCT

Joun GmbH, Unterhaching: Trockenschrank
Leybold-Heraeus, Hurth: Lyovac GT2

Knick, Berlin: Digital-pH-Meter 761 Calimatic
Sefi Med, Tel Aviv, Israel: Markler Counting Channbe

Mika Medical, Rosenheim: Cell Motion Analyzer

Millipore, Eschborn: Wasseraufbereiter
Philipps : Raster-Elektronenmikroskop PSEM 500
Tecan : ELISA-Reader Sunrise

Zeiss: Axioskop
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2.2.Methoden

2.2.1. Gewinnung des Untersuchungsmaterials

Fiur die Untersuchungen wurden Ejakulate von geshidesifen Bullen (14 bis 16 Monate
alt; Deutsche Holsteins, Schwarzbunt), welche niliteHeiner kinstlichen Vagina abgesamt
wurden, verwendet. Es wurden sowohl frische Ejakulals auch kryokonservierte

Spermatozoen eingesetzt.

2.2.1.1Frische Ejakulate

Fur einen Teil der durchgefuihrten Versuche wurdesclie bovine Ejakulate verwendet.
Diese stammten von Bullen der Klinik fir GeburtihilGynakologie und Andrologie der
Grol3- und Kleintiere mit Tierarztlicher Ambulanzadhbereich Veterindrmedizin der Justus-
Liebig-Universitat Giessen und wurden freundlicheise fur diese Versuche zur Verfigung

gestellt.

2.2.1.2Kryokonservierte Spermatozoen

Fur einige der Untersuchungen wurden kryokonsemjiebovine Spermatozoen von
Zuchtbullen der ,Zentralen Besamungsunion Hesseri e@r von Bullen aus dem

Tierarztlichen Instituts Gottingen verwendet. Dastddsuchungsmaterial, 20 x °10
Spermatozoen/ Portion in  200ul  Verdinner (AndroMeMliniTdb), wurde uns

freundlicherweise von Herrn Dr. Muller-Schléssedurerrn Dr. Wemheuer zur Verfligung
gestellt.

Fir die Versuche wurden die Proben in 39°C warmeas3d& fur 30 Sekunden erwarmt. Das
aufgetaute Ejakulat wurde in ein 15ml Zentrifugémothien gegeben. Je nach
Versuchsanordnung wurde dann das Sperma mit betgmmuffern versetzt und durch

Zentrifugation gewaschen, um das Seminalplasmataraen.

2.2.2. Das Swim-up-Verfahren

Um eine hdhere Konzentration intakter und motilpef@atozoen zu erhalten, wurde fur die

funktionellen Untersuchungen d&sim-upVerfahren durchgefuhrt.
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Zu dem aufgetauten kryokonsevierten Ejakulat wuijde2ml HAM's F-10 mit HEPES/0,3%
BSA pro 20 x 10 Spermatozoen gegeben. Zur Entfernung des Serdsaips wurde das
Untersuchungsmaterial 2 x 5min bei 3gQentrifugiert. Der Uberstand wurde abpipettiert
und verworfen, das Sediment in 2ml HAM's F-10 mEPES/0,3% BSA resuspendiert und
der Waschschritt wiederholt.

Im Anschluss hieran wurde das eigentlicBa&im-upVerfahren durchgefuhrt: Das die
Spermatozoen enthaltende Sediment wurde hierbes@0itl HAM‘s F-10 mit HEPES/0,3%
BSA vorsichtig tGberschichtet, in einem 45° Winkekinen Stander gestellt und fur 45 min in
einem Brutschrank bei 38,5°hd 5% CQ inkubiert. Die motilen Spermatozoen konnten
sich nun aktiv aus dem Sediment lésen und in deerdiénd schwimmen. Der Uberstand
wurde abpipettiert und fur die weiteren Untersugamverwendet.

Die Konzentration der Spermatozoen wurde mit Hilegnes Computerassistierten
Samenanalyse-Systems (CASA) bestimmt und auf 2@x BF Spermatozoen pro ml
eingestellt. Fur die funktionellen Studien wurdenr rSpermatozoen verwendet, deren
Parameter beziglich Konzentration, Morphologie unggangsmotilitdt im Normbereich
lagen (Rosenberger 1990). Bei samtlichen Versuckmmten die Test- und die

Kontrollspermatozoen aus derselben Spermatozoesissisp.

2.2.3. Anti-VDAC Antikdrper

2.2.3.1.Auswahl der Peptide und der polyklonalen Antiseren

In Vorversuchen wurden in ODF-Extrakten boviner i@pEozoen Peptide gefunden (Tabelle
1), die eine spezifische Sequenz fir VDAC2 und VR3Adifwiesen (Hinsckt al.2004).

Fur weiterfuhrende Untersuchung wurden polykloraié-Peptid-Antiseren von Kaninchen
gewonnen, deren Antigen (Peptidsequenz) einerseitsden identifizierten VDAC2 bzw.
VDAC3 Aminsosauresequenzen abgeleitet oder von clBldken hergeleitet wurden, die
fur Saugetier-VDAC1, 2 und 3 kodieren (Tabelle IhbAdung 6). Die entsprechenden
Antiseren wurden mir von der Arbeitsgruppe zur \dgting gestellt.
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Tabelle 1 Ubersicht der

in ODF-Extrakten

Antkérperherstellung verwendeten Peptidsequenzen

identifizierten plde und die

Zur

Antiserum Peptid-Sequenz

AS P1/6

AS P2/45

AS P3/31 SVENKGYGFM

AS Pommon GHKVGLGFEL

Rot: Peptid 1 aus ODF-Extrakt

Blau: Peptid 2 aus ODF-Extrakt

Dunkelgrin: Peptid 4 aus ODF-Extrakt

Hellgrin: Peptid aus Aminosauresequenz von VDAG]ebdtet (vergl. Abbildung 6)
Pink: Peptid aus Aminoséauresequenz von VDAC3 aitgel(vergl. Abbildung 6)
VDACL MAVWRPYADL GKSARDVFTK GYGFGLI KLD LKTKSENGLE FTSSGSANTE
VDAC2 MATHGQONCARP MCI PPSYADL GKAARDI FNK GFGFGLVKLD VKTKSCSGVE FSTSGSSNTD
VDAC3 MCNTPTYCDL GKAAKDVENK GYGEGWAKI D LRTKSCSGVE FSTSGHAYTD
VDACL TTKVTGSLET KYRWIEYGLT FTEKWNTDNT LGTEl TVEDQ LARGLKLTFD SSFSPNTGRK
VDAC2 TGKVTGTLET KYKWCEYGLT FTEKWNTDNT LGTEl Al EDQ | CQGLKLTFD TTFSPNTGKK
VDAC3 TGKASGNLET KYKI CNYGLT FTQKWNTDNT LGTElI SWENK LAEGLKLTLD TI FVPNTGKK
VDACL NAKI KTGYKR EHI NLGCDVD FDI AGPSI RG ALVLGYEGAL AGYQWNFETA KSRVTQSNFA
VDAC2 SGKI KSSYKR ECI NLGCDVD FDFAGPAI HG SAVFGYEGAL AGYQWTFDSA KSKLTRNNFA
VDAC3 SGKLKASYKR DCFSLGSNVD | DFSGPTI YG WAVLAFEGAL AGYQVBFDTA KSKLSQNNFA
VDACL VGYKTDEFQL HTNVNDGTEF GGSI YQKVNK KLETAVNLAW TAGNSNTRFG | AAKYQ DPD
VDAC2 VGYRTGDFQL HTNVNDGTEF GGSI YQKVCE DLDTSVNLAW TSGTNCTRFG | AAK

VDAC3 LGYKAADFQL HTHVNDGTEF GGS| YQKVNE KI ETSI NLAW TAGSNNTRFG | AAKYKLDCR
VDACL ACFSAKVNNS SLI GLGYTQT LKPG KLTLS ALLDGKNVNA G

VDAC2 VNNS SLI GVGYTQT LRPGVKLTLS ALVDGKS| NA GGHKLGLPLE LEA

VDAC3 TSLSAKVNNA SLI GLGYTQT LRPGVKLTLS ALI DGKNFNA GEHKVGLGEE LEA

Abbildung 6. Vergleichende Darstellung der Aminosauresequenoenbovinem VDACI1,
VDAC2 und VDACS3. Farbig markiert sind die Peptidsegzen, die als Antigen zur
Herstellung der polyklonalen Antiseren verwendetden.

Hellgrin: Peptidsequenz fir AS P 1/6
Dunkelgriun: Peptidsequenz fiir AS P 2/45
Rot + Blau:  Peptidsequenz fur AS P 3/31
Pink: Peptidsequenz fir AScRmon
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2.2.3.2 Affinitdtschromatographische Reinigung der anti-\VMAnNtikdrper

In Antiseren sind auf3er Antikorper Bestandteile haliéen, deren Auswirkungen auf
funktionellen Untersuchungen unbekannt waren. Ulacka positve oder falsch negative
Ergebnisse zu vermeiden, wurden fir die geplanteanktionellen Studien

affinitditschromatographisch gereinigte anti-VDACtkirper eingesetzt.

Herstellung der affinitatschromatographischen Saule
Die Antikorper (AS P1/6, AS P2/45, AS P3/31) wurdeit Hilfe von Affinitdtssaulen, an
deren Gelmatrix das jeweilige korrespondierenddhstische Peptid gebunden wurde, aus
den Antiseren gereinigt. Die Herstellung der Saubfolgte nach den Angaben des
Herstellers (Pierce, Perbio, Bonn). Um das Austmeckder S&aulenmatrix zu verhindern,
wurde diese bis zur Verwendung in einem Aufbewatyspuaffer (PBS, pH 7,4, entgast) bei
4°C gelagert.
Die affinitatschromatographische Reinigung von ASmwRonWurde durch die Firma Squarix
GmbH, Marl, durchgefuhrt.

Reinigung von Antikdrpern mittels Affinitdtschromaigraphie

Die Saulen wurden mit 8ml PBS gewaschen. Dann wideAntiserum mit 1ml PBS pH
7,4 verdinnt, 30 sec bei 13800xg abzentrifugiertd wter Uberstand auf die Séaule
(Matrixvolumen 2ml) gegeben. Nach einer Stunde Maition der Antikérper mit der
Séaulenmatrix bei Raumtemperatur wurden die Sautel@ml 1 M NaClgewaschen und
anschlieend mit 5ml PBS gesplilt, um Reste des Ka@ntfernen. Die gebundenen anti-
VDAC Antikérper wurden mittels eines Elutionspufef0,1 M Glycin, pH 2,8yon ihrem
Antikorper-Peptid-Komplex getrennt. Die eluiertemtikorper wurden in Fraktionen von
50Qul in mit 20ul 1M Tris pH 9,6 vorbereiteten Reaktsgefallen gesammelt und der pH
Wert sofort mit 3M HCL bzw. 1M Tris pH 9,5 neutsikrt. Insgesamt wurden 20 Fraktionen

pro Reinigung gesammelt.

2.2.3.3Charakterisierung der Antiseren und der affinitisumatographisch gereinigten
Antikdrper

Die gewonnenen Antikérper-Fraktionen wurden auérihProteingehalt mit Hilfe des BioRad
Protein Assay Kit und ihre spezifischen anti-VDAQtkorpergehalt mit Hilfe des ELISAs
untersucht. Fraktionen mit &hnlichem Proteingebatt Antikdpertiter wurden vereinigt und

lyophilisiert bzw. bei —20°C aufbewahrt. Von diesameinigten Fraktionen wurden nochmals
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eine Proteinbestimmung und ein ELISA durchgefilm, auszuschlieRen, dass es durch den
Vorgang des Lyophilisierens bzw. des Einfrierensemer Verdnderung der Eigenschaften

der Antikorper kam.

Titerbestimmung mit Hilfe des Enzyme linked immunuasorbent assays (ELISA)

Um spezifische Antikdrper nachzuweisen, wurde ditSB im wesentlichen nach dem von
(Engvall and Perlmann 1972) beschriebenen Protakaithgefiihrt. Synthetische Peptide,
gegen welche die Antikorper gerichtet waren, wurdenAqua dest. gelést. Von dieser
Losung wurden je 100ul pro Kavitat eines Micro Welimuno-Moduls mit hochaffiner
Proteinbindungskapazitat aufgetragen. Dies entBpmger Proteinmenge von 0,5ug pro
Vertiefung. Es folgte eine Inkubation der Modulé B&°C im Trockenschrank liber Nacht.
Am nachsten Tag wurden die Kunststoffmodule fuspein 2 x mit PBS/0,05% Tween, pH
7,4, und 1 x mit PBS, pH 7,4, gewaschen, um nidsoebiertes Antigen zu entfernen.
Anschlieend wurde fiur 1h eine Prainkubation mineei 1% BSA/PBS-L6sung
(100ul/Vertiefung) durchgefuhrt, um mdgliche unspsehe Antikorperbindungen an das
Kunststoffmaterial zu verhindern. Von den Antiserézw. den affinitdtsgereinigten
Antikdrper wurden absteigende Verdinnungsreihen 1% BSA/PBS) vorbereitet und
hiervon 100ul pro Vertiefung aufgetragen. Die Ma&dwlurden fur 1h bei Raumtemperatur
und leichtem Schitteln inkubiert. Hierauf folgteeder ein Waschschritt (2x in PBS/0,05%
Tween und 1x in PBS fiur je 5 min). Als Zweitantigér wurde Peroxidase-gekoppeltes anti-
Kaninchen-1gG in einer Verdinnung von 1:3000 (in B®A/PBS) eingesetzt. Auch diese
Inkubation erstreckte sich Uber einen Zeitraum tbnbei Raumtemperatur und leichtem
Schitteln. Der Nachweis der Antigen-Antikorper-Reak erfolgte nach einem weiteren
intensiven Waschschritt mit OPD (O-Phenylenedianaie Substrat. Die Farbreaktion wurde
mit 50ul 3 M Salzsaure abgestoppt.

Der Antikorpertiter wurde tber die Extinktionswe(t@D) bei einer Wellenlange von 492nm
mit einem Photospektrometer (Tecan) bestimmt. Hierlvurde definiert, dass die
groRtmogliche Verdinnung, deren Extinktionswertddber dem doppelten Maximalwert

des entsprechenden Praimmunserums lag, den Trtelia

Proteinbestimmung
Von den affinitdtsgereinigten Antikorpern wurde tritfe des BioRad Protein Assay Kit eine
Proteinbestimmung nach der Methode von Bradford§l8urchgefihrt. Es wurde der Micro

Assay fur Mikrotiterplatten nach Angaben des Hdieste (BioRad) verwendet. Als
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Standardprotein wurde Kaninchen-IgG in Konzentraio von 10ug/ml bis 80ug/ml
eingesetzt. Der Proteingehalte der Antikorper wynldetometrisch bei einer Wellenlange von
620nm mit einem Photospektrometer bestimmt.

2.2.4. Immunbiochemischer Nachweis von VDAC in bovinen $mpatozoen

Zum Nachweis von VDAC1, 2 und 3 Protein in bovin8permatozoen wurde eine
Proteinextraktion durchgefiihrt. Der gewonnene zélgkt wurde mit Hilfe des Immunblot-
Verfahrens immunbiochemisch untersucht. Als Pdsitntrolle und zur Feststellung der
Subtyp-Spezifitat wurden rekombinante VDAC Protereewendet, die von Herrn Prof. Vito

De Pinto, Abteilung fir Chemie, Universitat Catarialien, zur Verfigung gestellt wurden.

2.2.4.1Extraktion boviner Spermatozoenproteine

Fur die Extraktion von Spermatozoenproteinen wursieminalplasmafreie, in PBS pH 7,4
gewaschene, bovine Spermatozoen verwendet (Hinsth2003).

Die Spermatozoenkonzentration wurde auf 180 %nlOeingestellt und in 0,6M NaCL in
PBS aufgenommen. Hierdurch sollte noch an der Smemuenoberflache vorhandene
adharente Proteine entfernt werden. Es folgte &xigaktion mit 0,2% Triton X-100 in
Proteinextraktionspuffer fur 1h bei 4°C. Die Spetoaaen wurden anschlie3end bei 60§0x
fir 30 min zentrifugiert Der Uberstand wurde bis zur weiteren Verwendung -BePC
aufbewahrt. Das Sediment wurde dann in einem Pmt&iaktionspuffer mit 2% Triton X-
100 aufgenommen und fur 1h bei 4°C inkubiert. Eslgte erneut eine Zentrifugation ftr 30
min bei 6000y. Auch dieser Uberstand wurde bis zur weiteren \émung bei -80°C
aufbewabhrt.

Als Kontrollproteine wurde mir ein Proteinextrakisagereingte ODF (Hinsadt al.2004) zur
Verfiigung gestellt.

2.2.4.2SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE)

Die aus bovinen Spermatozoen extrahierten Proteinden durch eine SDS-Polyacrylamid-
Gelektrophorese (Laemmli 1970) elektrophoretisctigetvennt. Dabei wurden 12%ige
Trenngele und 6%ige Sammelgele zur optimalen Aufiveg der Proteine benutzt. Auf das
polymerisierte Gel wurden die in 20ul Probenputiafgenommenen Proteine (TritonX-100-
Extrakt: 60pgSpermatozoenprotein/Spur; ODF-Extra88ug Spermatozoenprotein/Spur)
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sowie 10ul ,Precision Plus Protéth Standard“ und 10ul biotinylierter Standard als
Molekulargewichtsmarker  aufgetragen. Die  Elektrapse wurde in  einer

Elektrophoresekammer bei einer konstant gehalt&@pamnung von 200V fir ca. 45min bei
Raumtemperatur durchgefuhrt. Im Anschluss an dieS-PBGE wurden die Proteine

entweder auf eine Nitrozellulosemembran elektratienert, oder das Gel wurde zur
Darstellung der Proteinbanden mit einer Coomasa+Blosung 30min lang geféarbt. Die
Entfarbung der Gele erfolgte in Coomassie-Blau-&bgriosung Uber Nacht bei
Raumtemperatur. Anschliel3end wurden die Gele kueine Geltrocknungslésung gelegt und

in einer Kunststofffolie luftgetrocknet aufbewahrt.

2.2.4.3Western Blot

Die in der SDS-Gelelektrophorese nach ihren Molaknbssen getrennten Proteine wurden
mittels Western Blot auf eine Nitrozellulosemembedektrotransferiert (Towbiet al. 1979).
Der Elektrotransfer wurde bei einer Spannung vov #0 1,5 Stunden vorgenommen. Der
Erfolg des Proteintransfers wurde mit Hilfe eineotBinfarbung der Nitozellulosememebran
mit einer 2%igen Ponceau S-Ldsung Uberprift. Bisvzeiteren Verwendung wurden die

Nitrozellulosemembranen bei Raumtemperatur aufbgwah

2.2.4. 4Almmunbiochemische Identifizierung von VDAC durchs dghemilumineszenz-
verfahren

Um unspezifische Bindungsstellen zu blockieren, deurdie Nitrozellulosemembran in
5%iger Teleostgelatine/T-TBS fiur 1h prainkubierarBuf folgte eine einstiindige Inkubation
mit Antikbrpern gegen das nachzuweisende Proteirrwgndet wurden geeignete
Verdinnungen von anti-VDAC Antiseren und affiniggeeinigten anti-VDAC Antikorper in

3% Milchpulver/T-TBS. Zur Entfernung nicht gebunden Antikérper wurde die

Nitrozellulosemembran 3x in T-TBS fir 5min unteickdem Schutteln gewaschen. Als
LZweitantikdrper* wurde anschlieend Peroxidase kmeates Protein A (1:3000 in

3%Milchpulver/T-TBS verdiinnt) eingesetzt. Die Membmwurde mit dem Protein A fur 30
min bei Raumtemperatur inkubiert. Es folgten weité&/aschschritte (5x 10 min in T-TBS),
um nicht-gebundenes Protein A zu entfernen. Zum hivats spezifisch gebundener
Antikdrper wurde die Membran entsprechend der lddestingaben mit dem Substrat ECL
Uberschichtet, 1min inkubiert, in eine Klarsichigolgelegt, in eine RoOntgenfiimkassette
gegeben und ein geeigneter Rontgenfilm aufgelegt. BIm wurde je nach Intensitat der



Materialien und Methoden 38

Reaktion zwischen wenigen Sekunden und 30min kelieind anschliel3end entwickelt und
fixiert (Abbildung 7).

2. AK mit

Peroxidase / N
0,2 Luminol
+
2 H,0

hu

1. AK

Nitrozellulosemembran Réntgenfilm
Abbildung 7. Schematische Darstellung des Chemilumineszenzreria.

AK = Antikorper, HO, = Wasserstoffperoxyd, ;0= Sauerstoffradikale,th= Energie der
emittierten Lichtquanten.

2.2.5. Immunzytochemischer Nachweis von VDAC in bovineneéBmatozoen

2.2.5.1Vorbehandlung der Spermatozoen mit verschiedenéerd@nzien bzw. Verwendung
unterschiedlicher Fixierungen

Fur nachfolgende immunzytochemische Untersuchungerden sowohl frische als auch
kryokonservierte bovine Spermatozoen mit verschedeDetergenzien behandelt oder mit
Hilfe verschiedener Lésungen fixiert. Diese untkrmsdliche Behandlung der Spermatozoen

diente dazu, eine moglichst optimale Antigenpréstén fur die Antikdrper zuerzielen.

Behandlung der Spermatozoen mit 2% Triton X-100
Es wurden bei 39°C aufgetauteyokonservierte bovine Spermatozoen bzw. friscbeirie
Ejakulate nach dem Protokoll von Oko (1988) behlinBée Spermatozoen wurden 3x fur je
5min mit je 1ml PBS pro Pajette bei 3@0zentrifugiert. Das Pellet wurde mit 2ml 2% Triton
X-100 pro Pajette zweimal fur 15min auf Eis inkubhieNach jedem Extraktionsschritt
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erfolgte bei 4°C eine 10minitige Zentrifugation &&D0xg. Das Sediment wurde dann 2x in
je Iml 50mM Tris-HCI (pH 9) gewaschen (10@0XL0min, 4°C). Mit dem in 100ul PBS
resuspendierten Sediment wurden Ausstriche auf r@dlenun-Gelatine beschichteten

Objekttragern angefertigt.

Weitere Spermatozoen-Fixierungen fur die immunzybtemischen Untersuchungen
Kryokonservierte bovine Ejakulate wurden bei 39Ugataut und 3x fir je S5Smin mit je 1ml
PBS pH 7,4 pro Pajette bei 15@0xentrifugiert. Dieser Waschschritt diente zur Emtting
des Seminalplasmas und Kryoprotektivum. Das le@&liment wurde in 500ul PBS
resuspendiert. Fur die Versuche wurden verschi€@aarungen verwendeSo wurde zum
einen mit unfixierten Proben gearbeitet, zum andevarde die Spermatozoensuspension im
Eppendorf-Gefal3 3x in flissigem Stickstoff eingefround im Wasserbad bei 38°C wieder
aufgetaut. Dieses Verfahren sollte zur Perforatien Plasmamembran der Spermatozoen
fuhren.  Auf  Chromalaun-Gelatine-beschichteten  Oijagern  wurden  dann
Spermatozoenausstriche angefertigt. Zum Teil wurdienObjekttrager, mit den mehrmals
eingefrorenen Spermatozoen zusatzlich mit Methadel Methacarn fixiert. Hierfir wurden

die Objekttrager fur je 3min in die entsprechendsung gegeben.

2.2.5.2lmmunzytochemischer Nachweis

Zur Lokalisation der verschiedenen VDAC Subtypenbiovinen Spermatozoen wurden
immunzytochemische Untersuchungen vorgenomnte wurden Spermatozoenausstriche
verwendet, die nach den oben genannten Methoder behandelt wurden. Die Objekttrager
wurden zunachst fur 3min in PBS gewaschen und #eBemd fir 1 Stunde in 1%
Milchpulver/PBS bei Raumtemperatur prainkubierts Alachster Schritt folgtdie Zugabe
des anti-VDAC Antikorpers in geeigneter Verdinnymg1% BSA/PBS), mit welchem die
Proben fir eine Stunde bei Raumtemperatur inkutiertlen. Nach dem sich anschliel3enden
Waschschritt (1x kurz und 2x 5min in PBS und 1xzkiar 1% Milchpulver/PBS) wurde der 2.
Antikdrper fur 30min bei Raumtemperatur zugegebgls. 2. Antikorper wurden sowohl
biotinylierte anti-Kaninchen Antikorper in verscenen Verdinnungen als auch Protein A—
Biotin verwendet. Die besten Resultate wurden rait diotinylierten anti-Kaninchen IgG in
einer Verdinnung von 1:2000 in 1% BSA/PBS erreidiies wurde dann auch fur alle
weiteren Versuche als 2. Antikorper eingesetzt. ZNachweis der Antigen-Antikorper-
Reaktion wurden die Spermatozoen nach einem waijtewde bereits beschriebenen,

Waschschritt mit 100ul Fluoresceinisothyocyanafl (5l markiertem Avidin (Stocklésung
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1mg/ml; Verdinnung 1:400 in 1% BSA/PBB) Dunkeln bei Raumtemperatur fir 30 min
inkubiert. Es folgte ein abschlieRendéfaschschritt. Die Objekttrager wurden dammit
einem Tropfen Citifluot beschichtet, mit einem Deckglas abgedeckt und rueigem

Fluoreszenzmikroskop (Axioskop, Zeiss) ausgewentelt dokumentiert (Abbildung 8)

) Detektion mit
2. AK mit Avidin-FITC
Biotin

1. AK )
Auswertung mit dem

Fluoreszenzmikroskop

Abbildung 8. Schematische Darstellung der Immunzytochemie. Objekttrager, AK:
Antikorper.
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2.2.6. Untersuchungen zum Einfluss von anti-VDAC Antikdeon auf die Funktion
boviner Spermatozoen

Eine der Fragestellungen dieser Arbeit war derl&ssfvon anti-VDAC Antikdrpern auf die
Funktion boviner Spermatozoen. Hierzu wurden nawkubation der Spermatozoen mit
affinitdtsgereinigten  anti-VDAC  Antikorpern, bzw. itm den entsprechenden

Negativkontrollen, folgende Parameter Gberpruft:

1.) Die Gesamtmotilitat und
2.) die Vitalitat und der akrosomale Status derr@@¢ozoen.

2.2.6.1Motilithtsparameter

Computerassistierte Samenanalyse (Computer AssiStetien Analysis-CASA)
Das computerassistierte Samenanalyse-System (CAiBA) zur objektiven Evaluierung von
Ejakulaten und liefert eine statistische Auswertaleg Motilitatsparameter. Hierfur werden
die Bewegungen der Zellen durch die Optik eines rdiikops (Nikon Optiphot-2,
Dusseldorf) mit einem Phasenkontrastobjektiv (V@égrung x 20) auf eine Videokamera
(Kappa CF 8/1) ubertragen und computeruntersti@mputer mit Intel® Pentium Il
Prozessor) ausgewertet (Abbildung 9).

Abbildung 9. Schematische Darstellung eines CASA Systems. Arddkop, B: heizbarer
Objekttisch, C: Videokamera, D: Computer und Monito
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Das Computerprogramm des CASA Systems untersch&petmatozoen von Artefakten
indem es zunachst die beweglichen Objekte als Spemmen annimmt und bezogen auf
vorher definierte Parameter, eine mittlere Kopfgrdi@rechnet. Diese Kopfgrdl3e vergleicht
das Programm dann mit der Gr63e und der Form urdieler Objekte. Dabei wird auch im
Umfeld des Kopfes nach einem Flagellum gesucht. Oasputerprogramm ist durch die
Detektion eines Schwanzes in der Lage, immotile n8pwzoen (mit Schwanz) von
Artefakten (z. B. Spermatogenesezellen oder Leukogyu unterscheiden.

Fur einen Messvorgang wurden 5ul der Spermatozepession in eine auf 386
vorgewarmte Maklerkamm@rpipettiert und aus vier verschiedenen Arealen estehs 200
Spermatozoen statistisch erfasst. Die ermittelteatilVatsparameter wurden in einem

Spermiogramm zusammengefasst und ausgedruckt.

Motilititmessung boviner Spermatozoen nach Zugale anti-VDAC Antikoérpern
Kryokonservierte bovine Spermatozoen wurden wie ozubeschrieben imSwim-up
Verfahren aufbereitet. Die Spermatozoenkonzentratiader gewonnenen Suspension wurde
auf eine Zellzahl von 20-30x ¥fnl eingestellt. Die Spermatozoensuspension wurde i

folgende Untersuchungsgruppen aufgeteilt:

a) Kontrolle | (Spermatozoensuspension ohne Bdbagll
b) Kontrolle Il mit TE-Puffer (Spermatozoensusgenanmit Tris-Elutionspuffer)
C) Kontrolle Il (Spermatozoensuspension + KanerchlgG, mit gleichem

Proteingehalt wie die affinitatsgereinigten Antigér)
d) Test (Spermatozoensuspension + affinitatsgeteianti-VDAC Antikorper).

Bei der Aufteilung der Untersuchungsgruppen wurdeder Form vorgegangen, dass jeweils
eine Verdinnung der Spermatozoensuspension duechudiefigte Substanz (z.B. dem anti-
VDAC Antikorper) von 1:10 erfolgte. Die Auswerturder Motilitdt erfolgte nach einer
Inkubationszeit bei RT von 0Oh, 0,5h, 2h und 4h (khing 10).
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Kryokonservierte bovine Spenmatozoen

1

Swim-up
Spermatozoenkonzentration 20 Mio/ml

Probe: Kontrolle:
Anti-VDAC-Antikérper Kaninchen-IgG
(15ug/ml) (15ug/ml)

1. Zeitabhingige Motilitatsmessung

I1. Uberpriifung des Akrosemalen-Status
{(Hoechst 33285/PSA-FITC Doppelfirbung)

Abbildung 10. Schematische Darstellung des Aufbaus der funktien&lersuche.

2.2.6.2Vitalitdtsuntersuchung und Evaluierung des akrosemaStatus von bovinen
Spermatozoen nach Zugabe von anti-VDAC AntikOrper

Zur Untersuchung der Vitalitat sowie des akrosomafatus der bovinen Spermatozoen
wurde eine PSA-FITC/Hoechst 33258 Doppelfarbunghigefihrt (Cross und Meizel 1989).
Die Vitalitatsbestimmung erfolgte durch den Fluaewsfarbstoff bis-Benzamide 33258
(Hoechst 33258). Der Farbstoff dringt in membracbédigte Spermatozoen ein, und bindet
dort irreversibel an die im Spermatozoenkopf bdiom@ DNA. Somit kbnnen tote
Spermatozoen im Fluoreszenzmikroskop durch einehtend blaue Fluoreszenzfarbung im
Kopfbereich von lebenden Spermatozoen, die nichér aour schwach markiert sind,
unterschieden werden. Nach Zugabe der Antikorper emtsprechenden Kontrollen (siehe
oben), wurden 50ul der Spermatozoensuspension imgt &ndkonzentration von 1ug/ml
Hoechst 33258 dber 10min bei Raumtemperatokubiert. Zur Entfernung von
ungebundenem Farbstoff wurden die Spermatozoenndr bei 700xg mit 2% PVP/PBS
gewaschen und sedimentiert. Die anschlie3end in RB$ resuspendierten Spermatozoen
wurden auf zwei Objekttrager ausgestrichen undRaeimtemperatur im Dunkeln getrocknet.
Die getrockneten Spermatozoenausstriche wurderaB@smit 100%igem Methanol fixiert,

dann 2x 5min in Aqua dest. gewaschen und bei Raup#eatur erneut getrocknet.
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Zur Untersuchung des akrosomalen Status wurde®piematozoen mit PSA-FIT®isum
sativum  Agglutinin-Fluoreszeinisothiocyanat) gefarbt. Bei fixierten und
membranpermeabilisierten Spermatozoen mit intald&nosom, bindet PSA im Bereich der
Kopfkappe an Glykoproteine der inneren akrosomaambran und an die akrosomale
Matrix. Durch den an PSA gebundenen Farbstoff FKDBimt es zu einer intensiven grin-
gelben Farbung an der vorderen Halfte des Spermaemdbpfes. Die akrosomreagierten
Spermatozoen zeigen dagegen nur im Bereich desdiglen Kopfbandes eine grin-gelbe
Fluoreszenzfarbung oder erscheinen sonst vollggdhdikel (Cross und Meizel 1989).

Zur Detektion akrosomreagierter und akrosomintakt8permatozoen wurden die
Spermatozoenausstriche danreiner feuchten Kammer bei Raumtemperatur 25amg imit
der PSA-FITC-LO6sung (30ug/ml) tberschichtet undeuntichtausschluss gehalten. Nach
zwei Waschvorgangen in Aqua dest. von je 5min wurddie noch feuchten
Spermatozoenausstriche mit dem Spezialmedium @itfflbeschichtet, um das Ausbleichen
des Fluoreszenzfarbstoffs zu verlangsamen. Danagkden die Spermatozoen mit einem
Deckglas abgedeckt und bis zur Auswertung im Dunkel Raumtemperatur aufbewabhrt.
Zum Abschluss wurden die mit PSA-FITC und H258 gaih Spermatozoen mit einem
Fluoreszenzmikroskop (Axioskop, Zeiss) untersuénrégung fur Hoechst 33258: 365nm
und PSA-FITC: 450-490nm). Es wurden jeweils 200 r@@¢ozoen aus verschiedenen
Bereichen des Objekttragers ausgewertet und nan iFarbungsmustern in folgende

Kategorien eingeteilt:

a) akrosomintakt und lebend (AIL):  PSA-FITC posit H258 negativ;
b) akrosomreagiert und lebend (ARL): PSA-FITC nega H258 negativ;
C) akrosomintakt und tot (AIT): PSA-FITC positiv,H258 positiv
d) akrosomreagiednd tot (ART): PSA-FITC negativ, H25®sitiv.
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YA

Akrosom

postakrosomaler Bereich

PSA-FITC

AlL ARL  AIT ART

Abbildung 11. PSA-FITC/H258-Doppelfarbung zur Auswertung des a&malen Status und
der Vitalitdt der Spermatozoen. AlL: akrosomintédbend, ARL: akrosomreagiert lebend,
AIT: akrosomintakt tot und ART: akrosomreagiert tot

Die Auswertung erfolgte ,einfach-blind“ und wurdeegelméafRig durch einen zweiten

Experimentator validiert.

2.2.6.3Immunzytochemische Untersuchungen boviner Sperogmatoam Anschlul3 an
funktionelle Experimente mit anti-VDAC Antikdrpern

Nach der vierstindigen Inkubation der Spermatoasspension mit den anti-VDAC
Antikdrpern wurde ein Teil der angefertigten Augs$te auch fir immunzytochemische
Untersuchungen genutzt. Hierzu wurden die Aussrkamin in PBS, pH 7,4 gewaschen, kurz
in 1% BSA/PBS gegeben und dann mit einem 2. Anpigbr(biotinylierte anti-Kaninchen
Antikdrper, 1:2000 in 1% BSA/PBS) fur 1h inkubieZum Nachweis der Antigen-
Antikdrper-Reaktion wurden die Spermatozoen nankraiWaschschritt (einmal kurz und 2x
5min in PBS, pH 7,4) mit 100ul Fluoresceinisothyagt (FITC) markiertem Avidin
(Stocklésung 1mg/ml; Verdinnung 1:400 in 1% BSA/PBS Dunkeln bei Raumtemperatur

fur 30 min inkubiert. Es folgte ein abschlieRendéaschschritt. Die Objekttrager wurden mit
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einem Tropfen Citiflud? beschichtet, mit einem Deckglas abgedeckt und rudem

Fluoreszenzmikroskop ausgewertet.

2.2.7. Elektronenmikroskopie

Fur bestimmte Fragestellungen, die lichtmikroskopisicht ausreichend geklart werden

konnten, wurden elektronenmikroskopische Untersanghno vorgenommen.

2.2.7.1Transmissions-elektronenmikroskopische Darstelldag Spermatozoenmorphologie
nach Behandlung mit 2% Triton X-100

Bovine Spermatozoen wurden wie oben beschriebagl(\#22.5.1) mit 2% Triton X-100 in
Anlehnung an das Protokoll von Oko (1988) behandeistelle der Resuspendierung in PBS
erfolgte eine Aufnahme des Sediments in Formaldeéblyderaldehyd-Fixans nach Ito und
Karnovsky (1968). Die Suspension wurde fir 1min B&000xg abzentrifugiert. Der
Uberstand wurde verworfen und das Sediment wigudixans gelostDie Proben wurden
2min bei 12000y abzentrifugiert, die Sedimente wurden 3x fur 5mim 0,1 M
Cacodylatpuffer gewaschen und anschlieBend mit 1%¥mi@ntetroxid und 1,5%
Kaliumhexacyanoferrat 1l fir 45min osmiert. Vor ddembetten in Kunstharz wurden die
Proben mit Cacodylatpuffer (2min bei 120@Pxgewaschen und in einer aufsteigenden
Alkoholreihe (50%, 70%, 90%, 96% Ethanol je 5mirQ0% Isopropanol 4x 10min)
entwassert.

Die entwasserten Proben wurden in EPON eingebdtietrzu wurden sie fir 10min in
Propylendioxid inkubiert und anschlieRend in einBCE/Propylendioxidmischung (1:1)
Uberfuhrt. Nach 45min Einwirkzeit wurde eine 16stige Inkubation in EPON durchgefihrt.
Die Proben wurden dann 30min bei 120§Qzentrifugiert, das Harz abgegossen und die
Sedimente in mit EPON gefiillte Gelatinekapseln elpgftet. Das Harz polymerisiert bei
60°C innerhalb von 24h. Die fertigen Blockchen wamrdn einem Pyramitom angetrimmit.
Ultradiinnschnitte wurden mit einem Diamantmesseziaem Ultramikrotom hergestellt und
die Schnitte auf Kupfer-Netzchen Uberfuhrt. Zur Kastierung wurden diese 5min bei
Raumtemperatur in einem Tropfen Uranylacatat inkipmit Aqua dest. gespilt und 5min
mit einem Tropfen Bleicitrat kontrastiert.

Die angefertigten Ultradiinnschnitte wurden in einéemss Elektronenmikroskop untersucht

und fotodokumentiert.
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2.2.7.2Rasterelektronenmikroskopische Darstellung der Spé&vzoenmorphologie im
Anschluss an funktionelle Experimente mit anti-VD¥x@ikdrpern

Zur besseren Darstellung von morphologischen Vesémdjen der bovinen Spermatozoen
nach Inkubation mit anti-VDAC Antikorpern wurde drasterelektronenmikroskopie (REM)
ausgewahlt. Die inswim-upVerfahren gewonnen Spermatozoen (ca. 26xripwurden fiir
4h mit den anti-VDAC Antikérpern P1/6, P2/45, P3/B&d Rommon inkubiert. Die finale
Proteinkonzentration der Antikérper betrug hierbBug/ml. Es wurde mit einem Volumen
von 100ul gearbeitet. Nach der 4stindigen Inkubatiorden die Proben 1x fir 5min mit
PBS, pH 7,4 bei 70@xgewaschen. Das Sediment wurde in 30ul PBS resdsperDiese
Suspension wurde auf Deckglaschen, welche auf Alwmmhaltern befestigt waren,
pipettiert. Nach 20min Sedimentation bei Raumtemiperwurde der Uberstand vorsichtig
mit einem Filterpapier abgesaugt. Die Proben danmie REM vorbereitet, in dem zunachst
eine initiale Fixierung mit 1% Glutardialdehyd/PB& 10min erfolgte. Nach zwei jeweils
5mindtige Waschschritten mit PBS, pH 7,4, erfolgdjie 30 min Fixation in 0,5% Osf®,1 M
Phosphatpuffer. Nach zwei Waschschritten mit PBS7 g und drei weiteren Waschschritten
mit Aqua dest. wurden die Proben mit 2,2-Dimethaorpan dehydriert und in eine Anlage
zur kritischen Punkt-Trocknung gegeben. Im Anschloran wurden die Proben in einem
Sputter-Gerat mit Goldstaub bespriht und danach rhilfe eines Raster-
Elektronenmikroskops (Philipps) begutachtet. Zuargitativen Analyse der morphologischen

Veranderungen wurden jeweils 100 Zellen ausgewertet

2.3. Statistische Auswertung

Die Ergebnisse der Maotilitat, der Akrosomreaktiamduder beobachteten Veranderungen in
der Rasterelektronenmikroskopie wurden in MS-EXddbellen erfasst. Die statistische
Analyse der Daten erfolgte mit Hilfe des Prograninttat 3" von Graph Pati(San Diego,
USA). Die Daten in Prozent wurden mit Hilfe der Fal: y=arcsin(sqrt x/10Gyansformiert
und als Mittelwerte £+ SEM ausgdriickt. Die statigtis Auswertung der Daten erfolgte mittels
one-way oder two-way ANOVA. Die statistische Sigkahz wurde mit dem Tukey post-Test

errechnet.
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3. Ergebnisse

3.1.Charakterisierung der anti-VDAC Antikorper

3.1.1. Proteinbestimmung der affinitdtsgereinigten Antikper

Von den einzelnen Fraktionen der affinitatschrorgegphischen Reinigung der anti-VDAC
Antiseren wurde eine Proteinbestimmung nach Bragdf®®76) durchgefuhrt (nicht gezeigt).
Fraktionen, mit ahnlichem Proteingehalt und ahmeichntigen-Antikérper-Bindungsreaktion
im ELISA wurden vereinigt. Von diesen wurde anseRénd erneut eine Proteinbestimmung
durchgefuhrt (Tabelle 2). Die Kenntnis tUber dent&rgehalt der AntikGrpersuspensionen
war vor allem fur die funktionellen Studien von Betling. Denn hier wurde zum einen von
jedem Antikérper die gleiche Proteinmenge eingéseid zum anderen musste die Negativ-

Kontrolle, also das Kaninchen-IgG, an diesen Pngishalt angepasst werden.

Tabelle 2.Proteingehalt der verwendeten affinitatsgereinigtatikérpersuspensionen

Affinitatsgereinigter Antikorper Proteingehalt
P1/6 20 pg/ml

P2/45 150 pg/mi

P3/31 50 pg/ml

Pcommon 514 pg/ml

3.1.2. Uberpriifung der Antigen-Antikorper-Reaktion mittel&LISA

Zunéchst wurden die Antiseren P1/6, P2/45, P3/3d Bmmon Orientierend im ELISA
getestet. Hierzu wurden die Werte des jeweiligentistnums (AS) mit denen des
Praimmunserums (Pl) als Negativkontrolle verglicheam feststellen zu kdnnen, ob die
Antiseren spezifische Antikorper fur das jeweiligeptid enthalten (nicht gezeigt). Es wurde
festgestellt, dass alle vier AS deutlich héhereirikxionswerte als die entsprechenden Pls
aufwiesen. Der Wert der Negativkontrollen war unevech hoher als der Leerwert. Es

konnte davon ausgegangen werden, dass die ASispkeifanti-VDAC Antikdrper enthalten.
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Die AS wurden wie oben beschrieben affinitatschrmgi@phisch aufgereinigt, um eventuell
storende Bestandteile zu entfernen. Das Eluat @amigRingen wurde in Fraktionen von je
500ul aufgefangen. Diese einzelnen Fraktionen j&d#nigung wurden zunadchst im ELISA
untersucht und das Elutionsprofil ermittelt (nigetzeigt).

Fraktionen, die sich sowohl von ihrem Antikérpergiehim ELISA als auch in ihrem
Proteingehalt ahnelten, wurden vereinigt. Von dearewigten AntikGrpersuspensionen
wurden Verdunnungsreihen angefertigt und im ELIS#egtet. Die Extinktionswerte dieser
Titrationsreihen, gemessen bei einer Wellenlange ¥82 nm in Abhangigkeit vom
Verdunnungsfaktor, sind in Abbildung 12 A-D dargdst Deutlich wurde sowohl die
unterschiedliche Immunreaktivitat der einzelnenegegten Antikdrper gegen ihr Antigen
(Peptid) als auch die unterschiedliche Affinitar @mzelnen Antikérpersuspensionen bzw.
Fraktionen. So liegt das Maximum der Immunreakdiviller Antikdrper P2/45 bzw.c&mon
(Abbildung 12 B und D) deutlich héher als das detikorper P1/6 oder P3/31 (Abbildung 12
A und C). Innerhalb eines AS, beispielsweise bé4®Rann man deutlich den Unterschied in
der Immunreaktivitat zwischen den verschiedenenk@mersuspensionen, z.B. Fraktion 7
im Vergleich zur Antikdrpersuspension 1, erkennAbbjldung 12 B). Diese Unterschiede
wurden bei der Festlegung der Antikérperverdinnandgé@ die immunbiochemischen
Versuche beachtet und mit der Antikorperfraktiorarpeitet, die im ELISA die starkste

Antigen-Antikorper-Reaktion aufwies.
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Abbildung 12. Abhangigkeit der Extinktionswerte (OD) bei 492 n@rdinate) von den
Verdunnungsstufen (Abszisse) der affinitatsgeréemganti-VDAC AntikorperA: Affi P1/6;

B: Affi P2/45; C. Affi P3/31; D: Affi Pcommon Als Antigen wurden je 0,5 pg Peptid pro
Vertiefung in Immuno-Module mit hochaffiner Bindwi@pazitat eingesetzt. Gebundene
Antikdrper wurden mit Peroxidase-markierten anta@hen 1gG in einer Verdiinnung von

1:3000 und OPD als Substrat nachgewiesen.
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3.1.3. Bestimmung der Spezifitat der Antikdrper

Zunachst sollte festgestellt werden, ob die affilsgereinigten Antikdrper (Affi) Subtypen
spezifisch mit einer bestimmten VDAC Isoform reatge. Hierzu wurden Immunblots mit
rekombinanten Proteinen fir VDACL1, 2 und 3 durchigef (Abbildung 13).

Die erste Spur von jeder der vier Membranen in khirig 13A-D enthalt jeweils 1ug
rekombinantes VDACL1, die 2. Spur 1pg VDAC2 und 8lieSpur 1ug VDAC3. Mit diesen
Membranen wurden die verschiedenen anti-VDAC Anpkd inkubiert. Spezifisch
gebundene Antikdrper wurden mit dem ECL System gewiesen.

In der Abbildung 13A ist ersichtlich, dass der Aitiper Affi P1/6 nur in Spur 1 eine Bande
im Bereich von ca. 34 kDa markierte. Dies entsprdeh Molekularmasse von VDACL.
Rekombinantes VDAC2 und VDAC3 wurden nicht erka#tibildung 13A, Spur 2, 3).

Der Antikorper Affi P2/45 erkannte eine Proteinbamdit einer Molekularmasse von ca. 33
kDa im rekombinanten VDAC Typ 2 (Abbildungl13B, S@jr VDAC1 und 3 wurden von
diesem Antikorper jedoch nicht detektiert (Abbildgut3B, Spurl, 3).

Wie in Abbildung 13C dargestellt, konnte eine speeihe Reaktion zwischen dem
Antikdrper Affi P3/31 und einer Bande im Molekulaassenbereich von etwa 32 kDa mit
rekombinantem VDACS3 nachgewiesen werden (AbbildtBg, Spur 3). Keine spezifische
Markierung wurde mit dem rekombinanten VDAC1 untedbachtet (Abbildung 13C, Spur
1, 2).

Bei allen drei rekombinanten VDAC Proteinen kanzesiner Antigen-Antikérper-Reaktion
mit dem Antikdrper Affi Rommon (Abbildung 13D, Spur 1-3). In Spur 1 wies diesen@aeine
Molekularmasse von 34 kDa (VDACL1), in Spur 2 vowaB3 kDa (VDAC2) und in Spur 3
von ca. 32 kDa (VDAC3) auf.

Die fur eine Isoform spezifischen anti-VDAC Antilg@ar wiesen auch nach langer Exposition
der Filme keine Kreuzreaktionen mit den jeweilsered VDAC Isoformen auf.

Somit stand fur die weiteren Untersuchungen jesperifischer Antikorper fur jede der drei
VDAC Isoformen zur Verfugung. Dartberhinaus konntert dem Antikérper Bmmon alle

drei VDAC Isoformen gleichzeitig detektiert werden.
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Abbildung 13. Immunbiochemischer Nachweis der VDAC Subtypenspgériider anti-
VDAC Antikorper mit Hilfe von rekombinantem VDAC &tein.

Spur 1: 1pg VDACL;Spur 2: 1pug VDAC2;Spur 3: 1ug VDAC3.A: Affi P1/6 (0,7 pg/ml);
B: Affi P2/45 (1,3 pug/ml);C: Affi P3/31 (3,6 ug/ml);D: Affi Pcommon (2,6 pg/ml). Zum
Nachweis wurde Peroxidase-gekoppeltes Protein B0QD) eingesetzt und die spezifisch
gebundenen Antikdrper mit dem ECL System detektiert

3.2.Lokalisation der VDAC Isoformen in bovinen Spermat@oen

3.2.1. Nachweis von VDAC Subtypen mittels Immunbiochemie

Nachdem die Spezifitdt der affinitatsgereinigterti-®idAC Antikoérper fur die VDAC
Isoformen Uberprift worden war, konnten diese Airfdler dazu verwendet werden, mittels
Immunblot die VDAC Isoformen in bovinen Spermatazdextrakten zu identifizieren
(Abbildung 14). Die mit TX bezeichnete Spur entlgifte 2% Triton X-100 Proteinextraktion
(TX, 30 pg/Spur) in der hauptsachlich membranare onitochondriale Proteine enthalten
sind. Die mit SDS markierte Spur (SDS, 20 ug/Stainhaltet schwerer l6sliche Proteine,
die hauptséachlich aus den ODF stammen.

Mit Hilfe des Antikdrpers Affi P1/6 (spezifisch fOfDAC1) konnte weder im Triton X-100
Extrakt noch in der ODF-Protein Fraktion eine Immaaktion detektiert werden (Abbildung
14A).

Wie in der Abbildung 14B dargestellt, kam es naeh kihkubation des Triton-Extraktes mit
dem Antikorper Affi P2/45 zu einer sehr starken Merung einer Proteinbande im
Molekuklarmassenbereich von etwa 33kDa. Zusatziairden zwei Proteine mit einer
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Molekularmasse von etwa 36 und 60 kDa detektier. 3DS Extrakt kam es zu einer
deutlichen Reaktion mit zwei Proteinen von ca. 88 60 kDa (Abbildung 14B).

Nach Einsatz von affinitatsgereinigten anti-VDAC8tkorpern (Affi P3/31) wurde eine ca.
32 kDa schwere Protein-Bande im Triton X-100 Extralkd in der SDS Protein Fraktion
detektiert. Die Reaktion im Triton X-100 Extrakt whiebei sehr stark, im SDS Extrakt
hingegen vergleichsweise schwach ausgepragt (Aloigld 4C).

Die affinitatsgereinigten Antikorper B.mon markierten im Triton X-100 Extrakt

hauptsachlich Polypeptide mit einer Molekularmagse 32 und 33 kDa, und ein 36 kDa
Polypeptid (Abbildung 14D). Einige, wahrscheinliamspezifische Proteinbanden mit
Molekularmassen tber 36 kDa wurden ebenfalls deetiedm SDS Extrakt reagierten die
Pcommon Antikorper mit Proteinbanden von 32 kDa und 33 kibal mit einem Polypeptid,

welches ein Molekulargewicht von weit Giber 60 k2aitrt und zur Zeit noch unbekannt ist.

| <60kDa

| =36kDa

-« 33 kDa
| - 32 kDa

i

TX SDS| TX sDs|TX sps|TX

Abbildung 14. Immunbiochemischer Nachweis von VDAC Proteinen ovinen
Spermatozoenextrakten. 2% Triton X-100 Extrakt (BR,ug/Spur) und SDS-Extrakt (SDS,
20 pg/Spur) wurden mittels SDS-PAGE elektrophocétizufgetrennt und auf Nitrocellulose-
Membranen transferiert. Diese wurden mit den aisgereinigten anti-VDAC Antikérpern
A: Affi P1/6 (0,7 pg/ml)B: Affi P2/45 (1,3 pg/ml)C: Affi P3/31 (3,6 pg/ml) bzwD: Affi
Peommon (2,6 pg/ml) inkubiert. Als Zweitantikdrper dienBeroxidase-gekoppeltes Protein A
(1:3000). Spezifisch gebundene Antikdrper wurdendem ECL System nachgewiesen.
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3.2.2. Nachweis von VDAC Subtypen mittels Immunzytochemie

Neben der oben beschriebenen Nachweismethode katidation der VDAC Isoformen in
bovinen Spermatozoen wurde auch die indirekte Inflmareszenz eingesetzt. Diese
Methode sollte ndheren Aufschluss dariiber gebedjeobnterschiedlichen VDAC Isoformen
in verschiedenen Spermatozoenkompartimenten zuerfinsind. Hierzu wurden bovine
kryokonservierte Spermatozoen unterschiedlich badlgnum mdglichst viele verschiedene
Epitope aufdecken zu kdnnen. Der Nachweis einezifipehen Antikorperbindung erfolgte
mit Hilfe von biotinyliertem anti-Kaninchen 1gG unvidin-FITC. Eine Ubersicht (ber die

Ergebnisse der Immunzytochemie zeigt Tabelle 3.
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Tabelle 3. Lokalisation der verschiedenen VDAC Isoformen irvinen Spermatozoen mit
Hilfe der Immunzytochemie

Verwendeter Vorbehandlung
anti-VDAC der Spermatozoen Akrosom Flagellum Bemerkungen
Antikorper
AS P1/6 unfixiert + -
(VDAC1) 3x eingefroren ++ -
Methacarn-Fixierung - -
2% Triton X-100 - ++ Hauptstick markigrt
(Abbildung 15)
Affi P1/6 unfixiert - - keine spezifischen]
(VDAC1) 3x eingefroren - - Reaktionen im
Methacarn-Fixierung - - Vergleich zur
2% Triton X-100 - - Kontrolle
AS P2/45 unfixiert - -
(VDAC2) 3x eingefroren ++ -
Methacarn-Fixierung - ++ bestatigt Ergebni|s
mit Affi P2/45
2% Triton X-100 - -
Affi P2/45 (VDAC2)] unfixiert + -
3x eingefroren + -
Methacarn-Fixierung - +++ Abbildung 16
2% Triton X-100 - -
AS P3/31 unfixiert + +
(VDAC3) 3x eingefroren - -
Methacarn-Fixierung - -
2% Triton X-100 - +++ deutliche
Markierung der ODH
(Abbildung 18)
Affi P3/31 (VDAC3)] unfixiert - -
3x eingefroren - -
Methacarn-Fixierung - - keine Reaktion zu
2% Triton X-100 - - beobachten
AS P.ommon unfixiert - -
(VDAC 1, 2, 3) 3x eingefroren ++ +
Methacarn-Fixierung - ++ v.a. Mittelstiick
markiert
2% Triton X-100 - + leichte Markierung
der ODF
Affi P common(VDAC | unfixiert - -
1,2,3) 3x eingefroren + ++
Methacarn-Fixierung - +++ v.a. Mittelstiick
markiert
2% Triton X-100 - + leichte Markierung
der ODF

Verwendet wurden sowohl anti-VDAC Antiseren als laudie affinitatsgereinigten anti-VDAC

Antikérper. Um unterschiedliche Epitope fir die &otper zuganglich zu machen, wurden die
Spermatozoen unterschiedlich vorbehandelt (untixi€3x eingefroren, Methacarn-Fixierung,
Behandlung mit 2% Triton X-100). Der Nachweis eigpezifischen Antikbrperbindung erfolgte Gber
biotinyliertes anti-Kaninchen 1gG und Avidin-FITCAls Negativkontrolle wurde das jeweilige
Praimmunserum bzw. Kaninchen-IgG verwendet.

+++ = sehr starke Reaktion, ++ = starke Reaktion,=+Reaktion, - = keine Reaktion.
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Auf einzelne Ergebnisse, die die Lokalisation belsss deutlich zeigten, wird im Folgenden
naher eingegangen.

In Abbildung 15A ist der immunfluoreszenzoptischacRweis von VDAC1 mit Hilfe des AS
P1/6 dargestellt. Teil B dieser Abbildung enthdk éntsprechende Negativ-Kontrolle mit
dem PI 1/6. Die Spermatozoen wurden in diesem \FallZugabe des Antikorpers mit 2%
Triton X-100 behandelt.

Nach Einsatz des AS P1/6 konnte eine deutliche resaenz und damit eine spezifische
Antigen-Antikoérper-Reaktion im akrosomalen Beretds Kopfes (Abbildung 15A) und im
Bereich des Hauptstiickes detektiert werden (Abbddl6A Pfeile). Das als Negativkontrolle
eingesetzte entsprechende Pl wies eine leichteeaifigghe Markierung des aquatorialen

Segments, des postakrosomalen Bereichs und desdittks auf (Abbildung 15B).

Abbildung 15. Immunfluoreszenzoptischer Nachweis von VDAC1 @&rotin bovinen
Spermatozoen. Die Spermatozoen wurden mit 2% Toat©0 vorbehandeltA: AS P1/6
(1:50);B: PI1 1/6 (1:50). Gebundene Antikdrper wurden mitibidierten anti-Kaninchen 1gG
(2:2000) und mit FITC-markiertem Avidin (1:400) innmfluoreszenzoptisch dargestellit.

Die Pfeile inA kennzeichnen eine spezifische Markierung des Haigks des Flagellums
durch das AS P1/6. OriginalvergréRerung X 630.

Mit Methacarn fixierte bovine Spermatozoen wurdent mffinitdtsgereinigten P2/45
Antikdrpern inkubiert. Die typische Immunfluoreszemarkierung ist in Abbildung 16A
dargestellt. Es konnte eine deutliche AntikOrpedtiea im gesamten Spermatozoenschwanz
ohne Betonung des Mittelstiickes, in welchem si@h Mitochondrien befinden, oder des
Hauptstickes nachgewiesen werden. Zusatzlich koeime schwache Fluoreszenz des
akrosomalen und postakrosomalen Bereichs im Spernoakopf beobachtet werden, wobei

das aquatoriale Segment unmarkiert blieb (AbbildL64).
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Als Negativkontrolle wurde nicht relevantes KanieosHgG mit identischer

Proteinkonzentration (15 pg/ml) wie der affinitasgnigte P2/45 AK eingesetzt. Hier war

nur eine dezente unspezifische Hintergrundfarbiciglsar (Abbildung 16B).
Mit den Antiseren AS P3/31 und AS P1/6 konnte nAntvendung der Methacarn-Fixierung

keine spezifische Antigen-Antikdrper-Reaktion namhigesen werden.

Abbildung 16. Immunfluoreszenzoptischer Nachweis von VDAC2 @&rotin bovinen
Spermatozoen. Die Spermatozoen wurden mit Methacaant. A: Affi P2/45 (15 pg/ml);
B: Kaninchen I1gG (15 pg/ml). Gebundene Antikdrper desr mit biotinylierten anti-
Kaninchen 1gG (1:2000) und mit FITC-markiertem Awid1:400) immunfluoreszenzoptisch
dargestellt. Originalvergrof3erung X 630.

Fur die Detektion von VDAC3 mit Hilfe von AS P3/3&urden mit 2% Triton X-100
vorbehandelte bovine Spermatozoen verwendet. Ddiese Vorbehandlung sollten die
Mitochondrien abgelost und damit die ODF im Bereilds Mittelstiicks freigelegt werden.
Um zu Uberprifen, ob die Mitochondrien durch 2%alriX-100 entfernt wurden, wurde ein
Teil der Probe transmissionselektronenmikroskopistdiersucht (Abbildung 17).

Die elektronenmikroskopische Untersuchung zeigtssdim Gegensatz zu unbehandelten
bovinen Spermatozoen (Abbildung 17A+C) bei zuvot &% Triton X-100 behandelten
Spermatozoen (Abbildung 17B+D) im Bereich des Nbtiecks nur noch das Axonem und
die ODF vorhanden waren (Abbildung 17D). Die Mitondrien und die Plasmamembran
waren dagegen in diesem Bereich abgelost und sben®DF fur die zugegebene Antikdrper

leichter zuganglich.
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Abbildung 17. Transmissionselektronenmikroskopische Uberpriifuaeg Morphologie von
unbehandelten bzw. Mm% Triton X-100 vorbehandelten Spermatozo®nC: unbehandelte
bovine Spermatozoen mit Axonem, ODF, Mitochondnigm Plasmamembran im Bereich
des MittelstiicksB+D: Zuvor mit 2% Triton X-100 behandelte SpermatozoehAwonem
und ODF. ax: Axonem; ep: Endstlck; fs: fibrése Hjih: Mitochondrien; mp: Mittelstlck;
odf: outer dense fibres; pm: Plasmamembran; shm$yezoenkopf

OriginalvergréRerung A, B: X 11500; C, D: X 12000.

Wie in Abbildung 18A und B dargestellt, banden digi-VDAC3 Antikorper (AS P3/31) an
filamentare Strukturen, bei denen es sich hdchsseakinlich um die ODF handelt.
Annahernd alle der mit 2% Triton X-100 behandelt&permatozoen wiesen eine
Veranderung des Mittelstiicks mit deutlich fluoreszmarkierten filamentaren Strukturen auf
(Abbildung 18A). Bei hoherer VergrofRerung konnterum Filamente unterschieden werden
(Abbildung 18B). Im Bereich des Hauptstiicks wurdek Fluoreszenz beobachtet.

Als Kontrolle in diesen Versuchen diente das eetdpende Pl (Abbildung 18C und D). Hier
wurde nur eine geringe Hintergrundfarbung des Sp®moenschwanzes beobachtet. Im
Kopfbereich war kein Unterschied im Vergleich voit &S P3/31 behandelten Zellen zu den
Kontrollspermatozoen zu beobachten.

Weder mit den Antikorper gegen VDAC1 noch VDAC2 kte bei mit 2% Triton X-100
vorbehandelten Spermatozoen eine spezifische An#geikorper-Reaktion nachgewiesen

werden.
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Abbildung 18. Immunfluoreszenzoptischer Nachweis von VDAC3 Prot@ bovinen
Spermatozoen. Die Spermatozoen wurden zuvor mifTB%6n X-100 behandeltA+B: AS
P3/31 (1:50);C+D: Kontrolle mit Pl 3/31 (1:50). Gebundene Antikérper wurden mit
biotinylierten anti-Kaninchen 1gG (1:2000) und FFh@arkiertem Avidin  (1:400)
immunfluoreszenzoptisch dargestellt. Originalvefigniung A, C: X 400; B, D: X 630.

Zusammenfassend konnte festgestellt werden, daddili@ der Immunzytochemie alle drei

VDAC Subtypen in bovinen Spermatozoen nachgewiesarden konnten, wobei

verschiedene Vorbehandlungsmethoden zur Optimiedendarstellung zum Einsatz kamen.
Es wurde eine unterschiedliche subzellulare Venmeilder einzelnen VDAC Subtypen im
Spermatozoon beobachtet. VDAC1 konnte mit Hilfe A& P1/6 vor allem im Hauptstiick

des Flagellums detektiert werden. Mit dem affirsitgreinigten Antikorper Affi P2/45 lies

sich VDAC2 dagegen im Bereich des gesamten Flagsllnachweisen. Nach Einnsatz von
AS P3/31 konnte VDACS in den ODF lokalisiert werden
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3.3.Untersuchungen zur Funktion von VDAC in bovinen Spamatozoen

Kryokonservierte bovine Spermatozoen wurden mit @mm-up-Verfahren behandelt, um
einen hoheren Anteil an vitalen und motilen Speoran zu erhalten. Die

Spermatozoenkonzentration wurde auf 20X%/rhD eingestellt und die Suspension dann in
Probe bzw. Kontrolle aufgeteilt. Zur Probe wurdes jdweiligen affinitdtschromatographisch
gereinigten anti-VDAC Antikérper so zugegeben, dassch die Verdinnung mit der

Spermatozoensuspension eine finale Proteinkonziemiraler Antikdrper von 15 pg/ml

entstand. In gleicher Konzentration wurde nichevahtes Kaninchen-IgG zur Kontroll-

Suspension gegeben. Es erfolgte eine zeitabhangigerprifung der Spermatozoen-
Gesamtmotilitit mit Hilfe des CASA-Systems sowi@eeiUberpriifung des akrosomalen
Status mit Hilfe der Hoechst 33285/PSA-FITC Dop@diting ebenfalls Gber die Zeit.

3.3.1. Effekt von anti-VDAC Antikorper auf das Akrosom

Die Uberprifung des akrosomalen Status zeigte, déssmit anti-VDAC Antikorpern
inkubierten Spermatozoen im zeitlichen Verlauf aize&nehmenden Verlust an Akrosomen
aufwiesen. Nach 2h und 4h war dieser Akrosomenserlther als bei den
Kontrollspermatozoen (Abbildung 19). Aufler bei dProbe, die mit anti-VDAC3
Antikdrpern (Affi P3/31) behandelt wurde, war diegdfekt auch nach 2h schon statistisch
signifikant. Vor allem mit anti-VDAC2 Antikorper (8 P2/45) behandelte Spermatozoen
zeigten mit 15,47% £ 1,13% lebend akrosomloser i8awzoen im Vergleich zur Kontrolle
mit 4,21% + 0,45% schon nach 2h einen ausgepragenst des Akrosoms. Die Anzahl der
lebenden Spermatozoen ohne Akrosom stieg nach #h6ar9% + 1,57%, was aber eine
unwesentliche Steigerung im Vergleich zum 2h-Weddutete. Dennoch fiel bei der Probe
mit Affi P2/45 die Reaktion starker aus als bei dgpermatozoen nach Zugabe von anti-
VDAC1 und anti-VDAC3 Antikorpern. Dieser Untersclievar allerdings nicht statistisch
signifikant.

Die Proben, die mit den anti-VDAC1 (Affi P1/6) uaati-VDAC3 (Affi P3/31) Antikdrpern
behandelt wurden, zeigten eine vermehrte Reaktamh i h. Zum Zeitpunkt 4 h besteht
somit ein statistisch signifikanter Unterschied sstien der Kontrolle und allen drei Proben
(Abbildung 19).
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Abbildung 19. Einfluss von affinitatschromatographisch gereimgaati-VDAC Antikérpern
auf den Verlust des Akrosoms boviner Spermatozdeargestellt ist der Verlust des
Akrosoms (Ordinate) in Abhangigkeit von der Zeibgkisse) nach Inkubation mit jeweils 15
pa/ml anti-VDAC1 (Affi P1/6), anti-VDAC2 (Affi P2/8), anti-VDAC3 (Affi P3/31) und

anti-VDACL1, 2, 3 (Rommon bzw. Kaninchen IgG als Negativkontrolle. Die Hrgesse sind als
Mittelwert £ SEM dargestellt. n=6. a vs. c: p <D,0 vs. d: p <0,01.

Aus Griinden der besseren Ubersichtlichkeit wurdabhbildung 19 auf die Kennzeichnung
der statistisch signifikanten Unterschiede inndrhadiner Behandlung wahrend der

verschiedenen Zeitpunkte verzichtet. Diese Sigaifden sind stattdessen in Tabelle 4
aufgefuhrt.
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Tabelle 4 Einfluss von affinitdtschromatographisch gereimiganti-VDAC Antikdrpern auf
den Verlust des Akrosoms boviner Spermatozoen.iffdgnz der Unterschiede innerhalb
einer Behandlung bezlglich der verschiedenen Zektgu

0,5h vs. 2h 0,5h vs. 4h 2h vs. 4h
IgG-Kontrolle keine statistisch keine statistisch keine statistisch
signifikanten signifikanten signifikanten
Unterschiede Unterschiede Unterschiede
anti-VDAC1 keine statistisch
(P 1/6): signifikanten P <0,01. P <0,01.
Unterschiede
anti-VDAC2 keine statistisch
(P 2/45): P <0,01. P <0,01. signifikanten
Unterschiede
anti-VDAC3 keine statistisch
(P 3/31): signifikanten P <0,01. P <0,01.

Unterschiede

anti-VDAC1,2,3
(Pcommon: P <0,01. P <0,01. P <0,01.

Da nach Einsatz von anti-VDAC2 Antikorpern (Affi 28) der Verlust des Akrosoms am
deutlichsten war, sollte hier eine Dosis-WirkungshAngigkeit Uberpruft werden. Die

Versuche wurden mit verschiedenen finalen Proteinkatrationen (10, 5, 2,5 und 1,25
pag/ml) des affinitatsgereinigten Affi P2/45 durchiget (Abbildung 20). Dargestellt ist die

Differenz an Akrosomverlusten der jeweiligen Praoe Kontrolle. Es wurde eine deutliche
Abhangigkeit des Effektes von der Konzentration ei@gesetzten anti-VDAC2 Antikorpers

beoachtet. Bei Verringerung der eingesetzten ab#@2 Konzentration (15 pg/ml — 11% =+

1,57%; 10 pg/ml — 8,8% = 0,65%; 5 pg/ml — 6,2% F10p; 2,5 pg/ml — 4,1% + 0,7%; 1,25
pg/ml — 4,75% £ 1,65%) kam es zu einer Reduziemes) Akrosomverlustes bei lebenden
bovinen Spermatozoen. Der Verlust des Akrosomsebedr Proteinkonzentration des Affi

P2/45 von 10 pg/mlim Vergleich zu 2,5 pg/ml bzyw25Llpg/ml war statistisch signifikant.
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Abbildung 20. Dosis-Wirkungs-Abhangigkeit von anti-VDAC2 Antik@am (Affi P2/45) auf
den Verlust des Akrosoms boviner Spermatozoen. é3detit ist jeweils das Delta an
Akrosomverlusten in % (Ordinate) in Abh&angigkeit r zeingesetzten anti-VDAC2
Antikdrperkonzentration (Abszisse). Die Ergebnisisel als Mittelwert + SEM gezeigt.

Die Ergebnisse nach Zugabe von 15 pg/ml AntikbrpEmmen aus einer anderen
Versuchsreihe und flossen daher nicht in die s$istise Auswertung mit ein.

n=6.avs. b: p<0,01, avs. c: p<0,05.

Aufgrund dieser Ergebnisse wurden alle mit anti-VOAntikbrpern behandelte Proben
sowie die Kontrolle nach 4h Inkubation auf morplyidche Veranderungen hin in der
Immunzytochemie untersucht. Die Darstellung ermlgtit Hilfe von biotinyliertem anti-
Kaninchen 1gG (1:2000) und mit FITC-markiertem Awid1:400).

Wie in Abbildung 21 am Beispiel von Affi P2/45 gégte kam es nach einer 4stindigen
Inkubation zu blaschenférmigen morphologischen Wedeiungen im akrosomalen Bereich
der Spermatozoen (Abbildung 21, Pfeil). Diese Vdaiangen konnten auch nach Inkubation
der Spermatozoen mit den anderen anti-VDAC Antikamp(Affi P1/6, Affi P3/31 und Affi
Pcommon, Wenn auch in etwas geringerem Ausmal3, festdfestebrden. Bei den
Kontrollspermatozoen war ein solches Phanomen elur selten zu beobachten (Abbildung
21B).
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A

Abbildung 21. Immunfluoreszenzoptischer Nachweis der morpholtgiscVerdnderungen
am Akrosom. Die Spermatozoen wurden fur 4h mit Affi P2/45 (15 pg/ml) bzw. zur
Kontrolle mitB: Kaninchen-IgG (15 pg/ml) inkubiert. Die Darstelfuarfolgte mit Hilfe von
biotinyliertem anti-Kaninchen 1gG (1:2000) und nfAITC-markiertem Avidin (1:400).
OriginalvergréRerung X 1000.

Die Untersuchungen zeigten, dass anti-VDAC Antikdreinen Effekt auf den akrosomalen
Status boviner Spermatozoen hatten. Nach einerstuigtigen Inkubation mit den

affinitaitschromatographisch gereinigten anti-VDA@Gtkorpern kam es zu einem signifikant
hoheren Verlust des Akrosoms im Vergleich zu dentkmlspermatozoen. Aul3erdem konnte
in weiteren Experimenten mit dem Affi P2/45 einesiBabhéangigkeit fir diesen Effekt

nachgewiesen werden.

In Versuchen zu mdglichen morphologischer Veramgen zeigten sich nach einer
4stindigen Inkubation der Spermatozoen mit der\ADAC Antikdrpern blaschenférmigen

Veranderungen im akrosomalen Bereich. Diese Veranden waren nach Inkubation der
Spermatozoen mit Affi P2/45 am starksten ausgepsdggr auch nach Inkubation mit den
anderen anti-VDAC Antikérpern zu beobachten. Ben #@ntrollspermatozoen wurde ein

solches Phanomen nur sehr selten festgestellt.

3.3.2. Untersuchung der morphologischen Veranderungen d&wermatozoen mit Hilfe
der Rasterelektronenmikroskopie

Um die oben beschriebenen blaschenférmigen morglsaloen Verdnderungen im
akrosomalen Bereich der Spermatozoen nach Inkubatibanti-VDAC AntikGrpern genauer
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beurteilen zu kénnen, wurden rasterelektronenmiapische Untersuchungen durchgefinhrt.
Die Spermatozoen wurden wiederum fur 4h mit 15 j@finitatsgereinigten anti-VDAC
Antikdrper bzw. mit 15 pg/ml nicht relevantem Kacten-IgG als Kontolle inkubiert und
anschlieBend fir die RasterelektronenmikroskopiEMRaufbereitet.

Die REM konnte die bereits in der Immunzytochemieolitachteten akrosomalen
Veranderungen bestatigen. In Abbildung 22A ist 8permatozoenkopf aus der mit nicht-
relevantem Kaninchen-lgG behandelten Kontroll-Sosfme dargestellt. Der Kopf wirkt glatt
und unauffallig. Im Bereich des Akrosoms war eirzatdges Ablésen einer Membran,
hochstwahrscheinlich die Plasmamembran, zu beokaditbb. 22A, Pfeil). Der Ubergang
zwischen Spermatozoenkopf und Flagellum, sowieHktdstiicke der Flagella waren ohne
besondere Auffalligkeiten (Abbildung 22A, Aussclinit

Abbildung 22B stellt exemplarisch ein mit anti-VDA®ntikdrpern (Affi P1/6) behandeltes
Spermatozoon dar. Hier zeigte sich im GegensatKautrolle im Bereich des Akrosoms ein
wesentlich deutlicheres Ablosen der Membran. Eg&ityswies der akrosomale Teil des
Kopfes faltige Strukturen (Pfeile) auf und andezdssgab es benachbarte Bereiche, in denen
die Membran offenbar véllig abgelost war. Bemerkesrs war bei dieser Probe weiterhin,
dass ein hoher Anteil an Flagella-Endstiicken aoftyevar (Abbildung 22B, Ausschnitt).

Die Probe, die mit anti-VDAC2 Antikdrpern (Affi P23) inkubiert wurde, zeigte im
Kopfbereich kraterartige morphologische Verandeemdierbei erschien die Membran, bis
auf geringe Reste, gro3tenteils abgeltst (AbbildRBG, Pfeile markieren die kraterartigen
Verédnderungen). Bei diesen Kratern handelte esv&ghutlich um Blaschen, wie auch in der
Immunfluoreszenz gezeigt (Abbildung 21), die im teader Aufbereitung der Proben fur die
REM zusammengefallen waren. Die Kopfe waren habfigt, platt und schuhsohlenartig
konfiguriert. Der Ubergang zwischen Kopf und Flagel zeigte bei dieser Probe keine
besonderen Auffalligkeiten. Auch hier gab es Spéogwen mit einem ,eingerollten”
Flagellum-Endsttick (Abbildung 22C, Ausschnitt),qetd nicht so haufig wie bei der Probe
mit anti-VDAC1 Antikoérpern (Abbildung 24).

Die Spermatozoen, die mit Antikdrpern gegen VDAGHTi( P3/31) behandelt wurden,

zeigten ebenfalls ein deutliches Ablésen dglembran im Bereich des vorderen
Spermatozoenkopfes (Abbildung 22D, Pfeil). Diesgidefekte waren zwar prozentual nicht
so haufig wie bei Affi P2/45 (Abbildung 23), daféber oft noch deutlicher ausgepragt und

erstreckten sich Uber das gesamte Akrosom bis hirdan postakrosomalen Bereich.
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Zusatzlich fiel eine UnregelmaRigkeit im Ubergangviscthen Kopf und Flagellum
(connecting piece) auf. Dieser Ubergang wirkte ardgt, faserig und z.T. diskontinuierlich
(Abbildung 22D, Pfeil). Die Endstiicke der Schwanazaren jedoch zum gréf3ten Teil

unauffallig und ahnlich denen der Negativkontr@gibildung 22D, Ausschnitt).

Abbildung 22. Rasterelektronenmikroskopische (REM) Darstelluley morphologischen
Veréanderungen nach 4h Inkubation mit affinitatsgegéen anti-VDAC Antikorpern.A:
Kontrolle mit Kaninchen-IgG (15pug/miB: Affi P1/6 (15 pg/ml).C: Affi P2/45 (15 pg/ml).
D: Affi P3/31 (15 pg/ml). OriginalvergréRerung dere®matozoenkopfe X 2750 und des
Ausschnittes X 705.

Zur Objektivierung der beschriebenen morphologiacWeréanderungen wurden diese durch
Auszahlung quantitativ erfasst. Hierfir wurden Bi@ben bei einer Bildschirmvergréf3erung
von X 4000 meanderférmig um ca. 2 Bildfelder versetbgefahren und samtliche darin
liegende Spermatozoen ausgewertet (insgesamt 16&/An Die Ergebnisse sind fur die
Veranderungen an den Spermatozoenkdpfen in Ablgl@®und flr die Veranderungen an
den Schwanze in Abbildung 24 dargestellt.

In Abbildung 23 wird deutlich, dass sich in der Idagkontrolle relativ wenige

morphologische Kopfveranderungen zeigten. Besondesgepragte Veranderungen waren
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dagegen bei mit anti-VDAC2 Antikdrpern (Affi P2/45pehandelten Spermatozoen
nachweisbar. Aber auch die mit anti-VDAC3 Antikampe (Affi P3/31) inkubierten

Spermatozoen wiesen im Vergleich zur Negativkolgrdtatistisch signifikant haufiger
Veréanderungen an den Kopfen auf. Der anti- VDACIil&mpern (Affi P1/6) bewirkte unter
diesen Versuchsbedingungen keine signifikanten hwoggischen Veranderungen am

Spermatozoenkopf (Abbildung 23).
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Abbildung 23. Morphologische Veradnderungen der bovinen Spermeatddpfe nach

4stindiger Inkubation mit den affinitdtsgereinigtemti-VDAC Antikérpern bzw. mit nicht

relevantem Kaninchen-lgG. Die beobachteten morgisthen Veranderungen im
Rasterelektronenmikroskop wurden bei einer Vergnafie von X 4000 ausgewertet. Die
Ergebnisse sind als Mittelwert + SEM dargestebtcma vs. b: p < 0,001; avs. c: p<0,01

Wie in Abbildung 24 dargestellt, waren die Veranohgren am Flagellum sowohl bei mit anti-
VDAC1 Antikorpern (Affi P1/6) als auch bei mit aniDAC2 Antikdrpern (Affi P2/45)
behandelten Spermatozoen signifikant haufiger zmb&ehten als bei der Negativkontrolle
(nicht relevantes Kaninchen-1gG). Die anti-VDAC3 tkrper (Affi P3/31) hatten keinen
signifikanten Einfluss in Hinblick auf mogliche \&rderungen des Spermatozoenschwanzes
(Abbildung 24).
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Abbildung 24. Morphologische Verédnderungen der bovinen Spermattsmhwéanze nach
4stindiger Inkubation mit den affinitdtsgereinigt@mti-VDAC Antikérpern bzw. mit nicht

relevantem Kaninchen-lgG. Die beobachteten morgisthen Veranderungen im
Rasterelektronenmikroskop wurden bei einer Vergnafige von X 4000 ausgewertet. Die
Ergebnisse sind als Mittelwert + SEM dargestebtcma vs. b: p < 0,01

Zusammenfassend lasst sich feststellen, dass dreitdeimmunfluoreszenzoptisch
beobachteten morphologischen Veranderungen dendovbpermatozoen nach 4stindiger
Inkubation mit den anti-VDAC Antikoérpern sich durdie REM bestatigen und quantifizieren
liesen. Die REM-Untersuchungen zeigten, dass diaitatschromatographisch gereinigten
anti-VDAC2 (Affi P2/45) und anti-VDAC3 (Affi P3/31Antikdrper signifikant haufiger zu
Veranderungen im Kopfbereich fuhrten als bei demtkalspermatozoen (vergl. Abbildung
23). Morphologische Veranderungen im Bereich desyéllums traten dagegen statistisch
signifikant haufiger nach Inkubation der Spermawemit anti-VDAC1 (Affi P1/6) und anti-
VDAC?2 (Affi P2/45) auf.

3.3.3. Effekt von anti-VDAC Antikorper auf die Spermatozomotilitat

Weitere Untersuchungen sollten klaren, ob anti-VDAGikorper einen Einfluss auf die
Motilitdt der bovinen Spermatozoen haben. Hierzuwdeo von den oben beschriebenen
Proben bei Oh, 0,5h, 2h und 4h nach Zugabe von ilgw&5 pg/ml der
affinitaitschromatographisch gereinigten Antikorpbfotilititsmessungen mit Hilfe des
CASA-Systems vorgenommen. Als Negativkontrolle thewiederum Kaninchen IgG in
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einer Konzentration von 15 pg/ml. Nach Zugabe vdin AL/6, Affi P3/31 bzw. Affi Rommon
zur Spermatozoenprobe wurde keine statistisch fdignten Veréanderungen der Motilitat
gegeniber der Negativkontrolle beobachtet (nickemg). Bei der Probe, die mit Affi P2/45
(gerichtet gegen VDAC?2) inkubiert wurde, konntegeld nach 2h und nach 4h eine statistisch
signifikante Verringerung (p < 0,01) der Gesamtiitatiim Vergleich zur Negativkontrolle
festgestellt werden (Abbildung 25).
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Abbildung 25. Einfluss von affinitatsgereinigten anti-VDAC2 Andilpern (Affi P2/45) auf
die Gesamtmotilitat boviner Spermatozoen. Gezaigtler Effekt nach Inkubation mit Affi
P2/45 (15 pg/ml) im Vergleich zur Negativkontrol{&aninchen 1gG, 15 pg/ml) in
Abhangigkeit von der Zeit. Die Ergebnisse sind\igelwert + SEM dargestellt.

n=9.avs. b: p<0,01

Ahnlich wie bei den Experimenten zum akrosomaleatu8t sollte auch hier eine Dosis-
Wirkungs-Abhangigkeit Uberpruft werden. Untersuchiurde der Einfluss auf die

Gesamtmotilitat nach Zugabe des Affi P2/45 Antilgigp(anti- VDAC?2) in folgenden finalen

Konzentrationen: 10 pg/ml, 5 pug/ml, 2,5 pg/ml un@51pg/ml. Die Ergebnisse sind in
Abbildung 26 dargestellt. Der Anteil immotiler Speatozoen ist auf der Ordinate
aufgetragen, die Abzisse gibt die Proteinkonzeomatlier eingesetzten affinitdtsgereinigten
Antikorper Affi P2/45 an. Aus dem Diagramm ist ehdlich, dass es mit der Abnahme des
Proteingehalts des anti-VDAC2 Antikdrpers von 1@plgauf 1,25 pg/ml auch zu einer

statistisch signifikanten Verringerung der immatil8permatozoen von 62,4 % auf 49,5 %
kam.
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Abbildung 26. Einfluss der Dosis von affinitatsgereinigten anbAC2 Antikdrpern (Affi
P2/45) auf den Anteil immotiler Spermatozoen. Dei®atozoen wurden fur 4h mit den
Antikdrpern inkubiert. Die Ergebnisse sind als Elittert £ SEM dargestellt.

n=9.avs. b:p<0,001;cvs.d: p<0,01; cvp €0,001

Zusammenfassend dargestellt, konnte mit Hilfe detet$uchungen zum Einfluss der anti-
VDAC Antikérper auf die Gesamtmotilitdt boviner 3pmtozoen gezeigt werden, dass
zumindest die affinitditschromatografisch gereimgatikorper gegen VDAC2 (Affi P2/45)
nach 2h und 4h Inkubationsdauer eine deutlicheisssgh signifikante Verringerung (p <
0,01) der Gesamtmotilitat im Vergleich zur Negatmkolle bewirkten. Auch eine
Dosisabhangigkeit dieses Effektes lies sich fur R#/45 nachweisen.

Die Zugabe der affinitditschromatografisch gereemgtAntikbrpern gegen die VDAC
Isoformen 1 (Affi P1/6) und 3 (Affi P3/31) bewirktkeine signifikante Veranderung der
Gesamtmotilitat der bovinen Spermatozoen.
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4. Diskussion

Ziel dieser Arbeit war es, die Lokalisation und kuon der drei VDAC Isoformen (VDACL,
2 und 3) mit Hilfe von Subtyp-spezifischen anti-VDA Antikérpern in bovinen

Spermatozoen zu untersuchen.

Zunachst sollten hierfur spezifische, affinitdtsohatographisch gereinigte anti-VDAC
Antikdrper aus vorhandenen Antiseren gewonnen werdlittels ELISA und

immunbiochemischer Methoden (Immunblot) sollten sdieAntikdrper beziglich ihrer
Affinitat und ihrer Subtyp-Spezifitat charakteridiaverden. Als Antigene dienten hierfur
rekombinante VDAC1, 2 und 3 Proteine. Es folgtertddsuchungen zur Lokalisation von
VDAC1, 2, und 3 in bovinen, ejakulierten Spermatzomittels biochemischer und
immunzytochemischer Methoden. Einen weiteren Schwedt dieser Arbeit bildeten
Untersuchungen zur funktionellen Bedeutung der VESubtypen, insbesondere zur
Spermatozoenmotilitat und des akrosomalen Statusdé@oSpermatozoen.

4 .1.Stand der Forschung zur Funktion der drei VDAC Isobrmen

Bei der elektrophysiologischen Charakterisierung DAC1, VDAC2 und VDAC3
Isoformen von Mausen, die in einem Hefestamm exprinwurden, dem das VDAC Gen
fehlte, wurden einige Unterschiede in dem spanrabtyingigen Offnen der Kanéle
beschrieben. VDAC1 und 2 lieRen sich problemlokiinstliche Phospholipidmembranen
einbringen und formten dort Poren. Sie zeigten aioemale Offnungsaktivitat, wobei
VDAC2 in zwei verschiedenen Formen existiert, voeneh eine Form eine geringere
Leitfahigkeit und geringere Selektivitdt haben kitnrim Gegensatz dazu liel3 sich VDAC3
nicht ohne weiteres in Phospholipidmembranen integn und wies keine eindeutigen
porenformenden Eigenschaften auf (Xet al. 1999). Eine direkte Zuordnung
unterschiedlicher Verhaltenscharakteristika in Beauf eine spezifische physiologische
Bedeutung der einzelnen Isoformen gelang in di€sedie nicht. Daher kann nur vermutet
werden, das jede Isoform eine unterschiedliche iplogische Bedeutung hat (Xat al.
1999).

Um die physiologische Rolle der verschiedenen VDAGformen naher zu definieren,
wurden VDAC defiziente Zellen sowie VDAC knockoutike untersucht.
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Es wurden lebensfahige embryonale Stammzellen véaaskh hergestellt, denen jeweils eine
VDAC Isoform fehlte (Xuet al. 1999; Wuet al. 1999). Diese Zellen zeigten einen um 30%
verringerten Sauerstoffverbrauch. Des Weiteren wdigr Cytochromc Aktivitdt in den
VDAC1 und VDAC2 defizienten Zellen teilweise redeti Eine eingeschrankte
Permeabilitdt der dufReren Mitochondrienmembranki@me Metaboliten, welche fur die
Phosphorylierung notwendig sind, konnte fur dierimgierte Respiration ursachlich sein (Xu
et al. 1999; Wuet al. 1999). Zellen, denen mehr als nur eine VDAC |sofdehlte, waren
nicht lebensfahig. Dies lasst vermuten, dass seerschiedenen VDAC Isoformen nur zum
Teil ergédnzen kénnen und lasst bestimmte Funktidiienede einzelne Isoform vermuten
(Xu et al.1999; Wuet al.1999).

Weiterhin  wurden Untersuchungen an VDAC1 und VDAGRfizienten Mausen
durchgefuhrt. VDAC1 knockout Mause waren lebengfamd fertil, die Geburtenfrequenz
jedoch im Vergleich zum Wildtyp verringert. Dies$d eine vermehrte embryonale Letalitat
vermuten. AulRerdem zeigten VDAC1 defiziente Mausee ereduzierte mitochondriale
Permeabilitdt im Skelettmuskel (Anfloes al.2001).

Veranderungen im Flagellum der Spermatozoen von @BAnockout Méausen fihren zu
einer verringerten Spermatozoenmotilitat und letatl zur Infertilitat. Diese ziliaren
Veranderungen, welche aus dem Verlust eines Mikidipaares bestanden, waren allerdings
auf das Axonem der Spermatozoen beschrankt unddwiei den Zilien der Atemwege und
den Zilien im Innenohr nicht beobachtet werden (8sonet al.2001).

Bei doppelt defizienten Mausen (VDAC1/3) kam es fig@n zum embryonalen Tod der
Mause. Diese Mause zeigten aul3erdem eine deutEuhstumsretardierung (Weelsral.
2002). Es wurde auch berichtet, dass VDAC1, VDAG®I (wvDAC1/3-knockout Mause
Defekte im Lernverhalten und in der Plastizitat 8gnapsen zeigten. Die Effekte waren bei
beiden Isoformen unterschiedlich, wodurch vermwatden kann, dass VDAC1 und VDAC3
unterschiedliche Aufgaben bei den zerebralen Fank&t wahrnehmen (Weebstral.2002).
Von VDAC2 wird angenommen, dass es eine spezifidRbde bei der Regulation der
Apoptose spielt. Hierbei interagiert es mit dem-gpoptotischen Protein Bak und verhindert
dadurch dessen Aktivierung und somit die vom Mitwafrium ausgehende Apoptose (Cheng
et al. 2003). Die pro-apoptotischen Molekiile Bak oder Bl flir den mitochondrialen Weg
der Apoptose notwendig. Aktiviertes oligomerisiert®ak oder Bax fihren zu einer
Permeabilisierung der auf3eren mitochondrialen Mamlond bewirken so eine Freisetzung
von Proteinen. Zu diesen freigesetzten Proteindnit ziuch Cytochronmc, welches eine

Caspase-Kaskade auslost und somit die Apoptosalisigrt. In den Untersuchungen von
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Chenget al. (2003) konnte gezeigt werden, dass VDAC2, abditiAC1 oder VDAC3,
mit Bak interagieren. So zeigten Zellen mit einddAC2 Defizienz eine verstarkte Bak-
Oligomerisation und waren auf3erst anfallig fur Ajpge. Eine Interaktion von VDAC2 mit
Bax konnte dagegen ausgeschlossen werden. VDACHa=d@lso die Aktivitat von Bak und
stellt somit eine Verbindung zwischen der MitochoewkPhysiologie und dem zentralen
Zelltod dar.

Eine durch Hypoxie induzierte Tyrosin-Phosphorylreg von VDAC1 und VDAC2 konnte in
Synapsen des Gehirns von Meerschweinchen demahsieeden. Dies konnte wesentlich
fur die Modulation der Protein-Protein-Interaktionsein, die beispielsweise zur Apotose
fuhren (Liberatoriet al.2004).

Auch beim Menschen wurden Beteiligungen von VDAOMtEnen an der Regulation
physiologischer Vorgédnge beschrieben. So wurdeeioem Patienten mit einer VDAC1 Gen
Defizienz  berichtet, bei dem eine psychomotorischiRetadierung, ausgepragte
Muskelschwache und leichtgradige Fehlbildungenigleffi (Huizinget al. 1996).

In einer Studie apost mortemGehirnen von Alzheimer- und Trisomie 21-Patientamrde
gezeigt, dass die Menge an hVDAC1 und hVDAC2 Pnoteirrandert war (Yoet al. 2001).
Alzheimer Patienten zeichneten sich durch einemireterten hVDAC1 Proteingehalt im
frontalen Cortex und im Thalamusbereich aus. Imp@malen Cortex wurde eine Erhdhung
von hVDAC2 Protein beobachtet (Y@ al.2001). Bei Trisomie 21-Patienten konnte gezeigt
werden, dass im Cerebellum hVDACL1 Protein signiftkerhéht war, hVDAC2 Protein war
dagegen in diesem Bereich nicht signifikant ver@n@éoo et al.2001).

Auch bei den Pathomechanismen, die zur Cystiscligode fihren, wird eine Beteiligung
von VDAC diskutiert. An der Cystischen Fibrose siwei CI-Kanale beteiligt: der CFTR-
Kanal (cystic fibrosis transmembrane conductancgulaetor) und der ORCC-Kanal
(outwardly rectifying chloride channel), welcher igesunden Zustand durch den CFTR-
Kanal kontrolliert wird. Es wurde postuliert, da¢®AC an diesem ORCC-Kanal beteiligt
sein soll und es wird gegenwartig untersucht, old@xh Beeinflussung von VDAC zu
Veranderungen dieses Kanals und damit der CystiseElose kommen kann (Thinnesal.
1990; Schwarzeet al.2000; Thinnet al.2000b).

Die hier beschriebenen multitopologischen Lokaiisen von VDAC, die unterschiedlichen
Funktionen der einzelnen VDAC Isoformen sowie diarctt Vorarbeiten gestitzte
Vermutung, dass VDAC in bovinen Spermatozoen vatkarsein kénnte, waren der Anlass,
die Verteilung der VDAC Isoformen und deren funkitle Bedeutung in bovinen

Spermatozoen zu untersuchen.
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4.2. Gewinnung von Isoform-spezifischen anti-VDAC Antik@pern

Wie bereits zu Beginn der Diskussion dargestelltr die Zielsetzung dieser Arbeit VDAC1,
2 und 3 in bovinen Spermatozoen nachzuweisen unéd ewventuell unterschiedliche
Verteilung der VDAC Isoformen in den Kompartimentis Spermatozoons zu beschreiben.
Diese Untersuchungen wurden mit Hilfe von subtypd@ehen anti-VDAC Peptid
Antikdrpern durchgefiihrt. Als Antigene fur die Akdrperherstellung dienten hierfir
synthetische Peptide, deren Sequenzen sich voArdgrosauresequenz der VDACL, 2 bzw.
3 cDNA ableiten. So wurde fur das Antiserum AS Pe&iée Peptidsequenz von 12
Aminosauren, abgeleitet von der VDAC1 Polypeptidssg ausgewdahlt. Entsprechend
wurden fur das Antiserum AS P2/45 ebenfalls 12 Ayeéuren der Polypeptidsequenz von
VDAC2 gewahlt. Fir das Antiserum AS P3/31 wurdenAfiinosauren von VDAC3
festegelegt und fur das Antiserum A& Ronwurden 10 Aminosauren aus der Sequenz von
VDAC3 ausgewahlt (Hinscht al.2004).

Die gewonnenen anti-VDAC Antiseren wurden affirgtiiromatographisch aufgereinigt, auf
ihre Immunreaktivitat im ELISA untersucht und inoReingehalt festgestellt. Sie wurden mit
Hilfe des Immunblot Verfahrens und rekombinantenAd@1, 2 und 3 Proteinen auf ihre
Isoform Spezifitat hin untersucht.

Der Antikorper Affi P1/6 markierte im Immunblot nanit dem rekombinanten VDACL1 als
Antigen eine Bande im Bereich von ca. 34 kDa. Diestspricht der bekannten
Molekularmasse von VDAC1. Eine Immunreaktion mit MC2 und VDAC3 wurde nicht
festgestellt.

Nur bei Verwendung von rekombinanten VDAC?2 erkaniée Antikorper Affi P2/45 eine
Proteinbande von 33 kDa (entspricht der Molekulaseaszon VDAC Typ 2).

Affi P3/31 ging mit dem rekombinanten VDAC3 eine tiyen-Antikdrper-Reaktion im
Molekularmassenbereich von 32 kDa ein, was der kdéemasse von VDAC3 entspricht.
VDAC1 und 2 wurden nicht.

Bei allen drei rekombinanten VDAC Proteinen wurdem Affi Pcommon Proteine in den zu
erwartenden Molekularmassen (VDAC1 34 kDa, VDACXRD38, VDAC3 32 kDa) erkannt.
Einer der ersten Hinweise auf die MolekularmasseWDAC wurde durch den Nachweis der
Existenz von extramitochondrialem VDAC 1983 durchie d Arbeitsgruppe
F. P. Thinnes beschrieben (Thinretsal. 1983;Thinnest al. 1989). Nach Isolierung einer 31
kDa Proteinbande aus einer Rohmembranfraktion ndinker B-Lymphozyten und darauf

folgender Sequenzierung stellte sich aufgrund adreh Homologie zu bekannten VDAC



Diskussion 76

Sequenzen heraus, dass dieses Protein zur VDACp6&rap zahlen ist. Spater wurde die
Expression des Proteins auch auf cDNA Ebene bgtst&lie Molekularmasse der VDAC
Isoformen liel3 sich aufgrund der nun bekannten As@mresequenz berechnen (Blachly-
Dyson und Forte 2001).

Durch den Einsatz der rekombinanten VDAC Proteiaenke gezeigt werden, dass sowohl
fur VDAC1 mit dem Affi P1/6, fur VDAC 2 mit Affi P45 als auch fir VDAC 3 mit Affi
P3/31 subtypspezifische Antikérper zur Verfugurgndgen (Hinsclhet al. 2004). Mit diesen
Antikdrpern als Marker bestand somit die Mogliclikdie verschiedenen VDAC Subtypen in
Spermatozoen zu detektieren und zu lokalisieren.

AulRerdem konnte, durch Verwendung der AntikOpechader Fragestellung nachgegangen
werden, ob anti-VDAC Antikorper wichtige Spermatemtunktionen, wie Motilitat und
Akrosomreaktion, beeinflussen kénnen.

Soweit bekannt, sind dies die ersten monospezéischntikrper gegen alle drei VDAC
Isoformen. Zwar wurden schon monoklonale und polykle anti-VDAC Antikorper
beschrieben (Babekt al. 1991), doch ihre Spezifitit konnte nicht zufriesteiend
nachgewiesen werden. Der Arbeitsgruppe von Yamangstang es lediglich einen
monospezifischen polyklonalen Antikdrper gegen\d®AC1 Isoform von Ratten, nicht aber
gegen die VDAC2 und 3 Isoformen herzustellen (Yawtaet al. 2006). Die Arbeitsgruppe
von Craigen konnte dagegen erfolgreich spezifiqoblgklonale Antikérper sowohl gegen
VDAC?2 als auch gegen VDAC3 herstellen, jedoch ngddgen die VDAC1 Isoform (Decker
und Craigen 2000; Anfloust al.2001).

4.3. Lokalisation der VDAC Isoformen in bovinen Spermat@oen

Auf die Charakterisierung der anti-VDAC Antikorpaufbauend, wurden Untersuchungen zur
Lokalisation der VDAC Isoformen in bovinen Spernzten vorgenommen. Zur Validierung
der Ergebnisse wurden zwei unterschiedliche Veefalausgewahlt.

Zunachst wurde eine Proteinextraktion aus Sperroatoz durchgefuhrt, wobei in

verschiedenen Extraktionen jeweils Proteine ausersahiedlichen Zellkompartimenten
gewonnen wurden. Im 2% Triton X-100 Extrakt sindupigéachlich membranare und
mitochondriale Proteine enthalten; der SDS-Extraktllt dagegen eine ODF-Protein
Extraktion dar (Hinschet al, 2003). Mit Hilfe der Transmissionselektronenmiopie

konnte bestatigt werden, dass bei Spermatozoen BelcAndlung mit 2% Triton X-100 die
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noch ODF vorhanden sind. Im Gegensatz dazu sindoldowdas Akrosom, die
Plasmamembran als auch intrazellulare und mitodhaied Strukturen abgeldst. Das
bestatigen von Oko 1988 publizierte Untersuchungen.

Diese Proteinextrakte wurden mittels SDS-Gelelgltiovese aufgetrennt und auf eine
Nitrozellulosemembran transferiert. Da die Spedtfider anti-VDAC Antikérper fir die
VDAC Isoformen geklart war, konnten diese AntikGrgkazu verwendet werden, mittels
Immunblot die VDAC Isoformen in bovinen Spermatazeerakten zu identifizieren.

Mit dem Affi P1/6 Antikorper (spezifisch fur VDACXKonnte weder im Triton X-100 Extrakt
noch in der ODF-Protein Fraktion eine Immunreaktitatektiert werden. Allerdings zeigte
das entsprechende Antiserum P1/6 eine deutlich&ti@ramit einem 34 kDa Polypeptid
(somit vermutlich VDAC1) im Triton X-100 Extrakt (Rischet al. 2004). Diese Diskrepanz
der Ergebnisse lasst sich nicht vollstandig erklar&oglichweise ist es durch die
affinitditschromatographische Reinigung zur Selek&giner Subpopulation von Antikérpern
gekommen, die eine niedrige Affinitat zu VDACL iarchier als Antigen prasentierten Form
hat.

Der Antikorper Affi P2/45 (spezifisch fur VDAC2) ige im Triton-Extrakt eine starke
Immunreaktion im Molekularmassenbereich von etwkD28 wobei es sich vermutlich um
VDAC?2 handelt.

Zusatzlich wurden durch den Antikorper Affi P2/4bed Proteine mit einer Molekularmasse
von ca. 36 und 60 kDa detektiert. Bei dem 36 kDatddn handelt es sich offenbar um
VDAC2, wie die Sequenzierung zeigte, welche in Nalgeexperimenten zu dieser Arbeit
durchgefuhrt wurde. Die Identitat des 60 kDa Prtest dagegen weiter ungeklart. Auch im
SDS Extrakt wurden zwei Proteine von ca. 33 un&B& markiert. Aufgrund der bekannten
Molekularmasse von VDAC2 und der entsprechendenkigiamg des rekombinanten
VDAC?2 Proteins durch den Affi P2/45 Antikdrper gmit davon auszugehen, dass VDAC?2
sowohl im Triton-Extrakt als auch im SDS-Extraker dDF-Protein Extraktion, vorhanden
war. Mittels Western Blot Analyse konnte in eineugn Studie zur Lokalisation von VDAC2
in Drosophila melanogastegezeigt werden, dass VDAC2 in Spermatozoen digperzies
ebenfalls im Flagellum lokalisiert ist (Guarieb al.2006). Eine Sublokalistation von VDAC2
in bestimmte Strukturen des Flagellums, wie z.B.@DF, erfolgte hier jedoch nicht.

Der Antikorper Affi P3/31 (spezifisch fur VDAC3) tiktierte sowohl im Triton X-100
Extrakt als auch in der SDS Protein Fraktion eiae32 kDa schwere Bande, bei der es sich
vermutlich um VDAC3 handelt. Entsprechend der Enggte fir VDAC2 kann auch hier

aufgrund der bekannten Molekularmasse von VDAC3 ded entsprechenden Markierung
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des rekombinanten VDAC3 Proteins durch den Affi323Antikdrper von einem Nachweis
von VDAC3 im Triton-Extrakt und in der ODF-Proteixtraktion ausgegangen werden. Die
affinitatsgereinigten Antikdrper Affi Bmmon markierten im Triton X-100 Extrakt
hauptséachlich 32 und 33 kDa schwere Polypeptiddewes sich hochstwahrscheinlich um
VDAC2 und 3 handelt. Damit lies sich das Vorhanéamson VDAC2 bzw. 3 im Triton X-
100 Extrakt durch den Affi Bnmonbestatigen. Des Weiteren markierte AffiR.onauch ein
Polypeptid mit einer Molekularmasse von ca. 36 kBrbei handelte es sich ebenfalls um
VDAC?2, was in Nachfolgeexperimenten Zu dieser Arbei durch
Sequenzierungsuntersuchungen bestatigt wurde.

Im SDS Extrakt kam es zu einer Markierung einekB2 und einer 33 kDa schweren Bande
durch Affi PoommonAntikdrper. Hierbei handelte es sich vermutlich MDAC3 (32 kDa) und
VDAC?2 (33 kDa). Dies bestatigt die Ergebnisse,rdieden Antikorpern Affi P2/45 und Affi
P3/31 gewonnen wurden. Weiterhin kam es zu einenudnreaktion mit einem Polypeptid
einer relativ hohen Molekularmasse von etwa 45 kidches zurzeit noch unbekannt ist.
Zusammenfassend lasst sich sagen, dass VDAC1 veimuicht im SDS-Extrakt und somit
nicht in den ODF vorhanden ist. Uber das Vorhandienson VDAC1 im Triton X-100
Extrakt liegen derzeit keine eindeutigen Ergebnisse Auch in der Literatur ist hierzu bisher
noch nichts beschrieben worden, so dass momentandié Existenz von VDAC1 keine
definitive Aussage moglich ist.

VDAC2 und VDACS3 konnten dagegen in beiden Extraldewohl mit dem Antikérper Affi
Pcommon @ls auch mit dem Antikdrpern Affi P2/45 bzw. AR3/31 nachgewiesen werden. In
der Literatur lagen hiertiber bisher noch keine Enkeisse vor. Somit gelang in dieser Arbeit
erstmals der biochemische Nachweis von VDAC2 undPr8teinen in den ODF von

Spermatozoen.

Als weitere Methode =zur Lokalisation von VDAC Proen kam die indirekte
Immunfluoreszenz (Immunzytochemie) zum Einsatz.sBidMethode wurde insbesondere
deswegen ausgewahlt, um eine mdogliche Kontaminataes SDS-Extrakts mit
mitochondrialen Proteinen auszuschliel3en. Die Sg&oen wurden vor der Zugabe der
Antikdrper mit unterschiedlichen Detergenzien beledin bzw. auf verschiedene Weise
fixiert, um das Antigen auf unterschiedliche Wepsasentieren zu konnen.

Es stellte sich heraus, dass fur eine erfolgreiéimigen-Antikorper-Reaktion mit den

verschiedenen anti-VDAC Antikdrper unterschiedlicherbehandlungen notwendig waren.
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Mit Hilfe der Immunzytochemie konnte deutlich dienterschiedliche subzellulare

Lokalisation der VDAC Isoformen demonstriert werden

Eine Detektion von VDAC1 durch die Antikérper Plgélang besonders gut in bovinen
Spermatozoen, die zuvor mit 2% Triton X-100 behéndeirden. Hier konnte gezeigt
werden, dass VDACL1 im akrosomalen Bereich des Kopfel im Bereich des Hauptstiickes
des Flagellums vorkommt. Bei der Markierung im Beredes Hauptstickes handelt es sich
vermutlich um die fibrose Hille, da

a) nicht die sich im Mittelstlick befindenden Mitocheresh markiert sind, weitliese bei
der Behandlung durch Triton abgelost wurden (Ol&8);

b) es sich nicht um die ODF handeln kann, denn die Q&gen in diesem Fall im
Bereich des Mittelstlickes frei (Oko, 1988), aber dort nicht durch die Antikdrper
markiert wurden.

Mit diesen Ergebnissen liel3 sich, ahnlich wie ben diochemischen Versuchen mit dem
Antikorper Affi P1/6, kein Nachweis von VDACL1 in deODF erbringen. Die Reaktion im
akrosomalen Bereich des Spermatozoenkopfes lasstM@mbranlokalisation vermuten und
wirde die Ergebnisse von Hins&t al. (2004) bezlglich des Nachweises einer 34 kDa
schweren Bande im Triton-Extrakt durch das AntiseR(/6 bestatigen.

Somit ist eine Lokalisation von VDACL1 in der Plasnembran und/oder der akrosomalen
Membran des Spermatozoenkopfes bzw. in der Plasmbarae und/oder der fibrésen Hille
des Spermatozoenschwanzes maoglich. In der Litefiatden sich bereits einige Hinweise auf
die Lokalisation von VDAC in der Plasmamembrank8onte die Arbeitsgruppe von Bathori
VDAC in Caveolae , welche aus Ratten- und Rinddrgebllen sowie Lungengewebe des
Hundes isoliert wurden, nachweisen (Batheti al. 1999). Caveolae sind spezialisierte,
cholesterol- und sphyngolipidreiche Regionen deasfamembran mit vielen integralen
Membranproteinen sowie einem hohen Anteil an Glyk&hoshatidylinositol-Ankern (GPI-
Anker). Man nimmt an, dass diese Region wichtig dig Signaltransduktion, Transzytose
und den Cholesteroltransport ist (Batherial. 2000). In der Plasmamembran von humanen
Endothelzellen konnte VDA@benfalls nachgewiesen werden und ist dort verofutin
Rezeptor fur Plasminogen Kringle 5 (Gonzalez-Grorewal. 2003). Kirzlich publizierte
Daten berichten Uber VDAC als Kanal im sarkoplasschen Retikulum von
Skelettmuskelzellen, wo es wahrscheinlich als Tparter fir Ca', ATP und andere

Metabolite dient (Shoshan-Barmatz und Israelsorb200
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Aus der Lokalisation von VDACL1 in der Plasmamemlalas Spermatozoenkopfes und der in
der Literatur beschriebenen Beteiligung von VDA®@ Cholesterol- sowie am Ealransport
l&sst sich eine mdgliche funktionelle Bedeutung WAC1 bei der akrosomalen Reaktion
ableiten. Dies wird im Zusammenhang mit dem Eirdfldsr anti-VDAC Antikorper und der

akrosomalen Integritat noch gesondert diskutiert.

Weiterhin konnte in immunfluoreszenzmikroskopischémersuchungen VDAC?2 eindeutig
im Spermatozoenschwanz nachgewiesen werden. Es&eminkubation von mit Methacarn
fixierten bovinen Spermatozoen mit P2/45 Antikrpeu einer spezifischen Markierung des
gesamten Spermatozoenschwanzes ohne Betonung desstiickes oder Hauptstlcks.
Welche subzellularen Strukturen hier jedoch genatkiart wurden, war lichtmikroskopisch
und mit dieser Fixierung nicht eindeutig zu klar@nfgrund der biochemischen Versuche lag
jedoch die Vermutung nahe, dass es sich hierbeietma Immunreaktion mit den ODF
handelte. Mit einer ebenfalls durchgefuhrten Immammissions-Elektronenmikroskopie
konnte dann das Vorhandensein von VDAC?2 in den @D#$atzlich betatigt werden (nicht
gezeigt) (Hinsclet al.2004). In der Literatur finden sich bisher nocimkeweiteren Angaben
Uber die Existenz von VDAC in ODF, allerdings kamnin einer neuen Studie zur
Lokalisation von VDAC?2 inDrosophila melanogastegezeigt werden, dass VDAC2 in
Spermatozoen dieser Spezies ebenfalls im Flagddkatisiert ist (Guarincet al. 2006).

In Untersuchungen an mit 2% Triton X-100 vorbehdiete Spermatozoen, was ein
Herauslosen der Mitochondrien zur Folge hat, kandwesh den Antikorper P3/31 zu einer
deutlichen Reaktion mit filamentaren Strukturen Mittelstiick. Bei diesen filamentéaren
Strukturen handelt es sich vermutlich um die ODkd(1988). Im Bereich des Hauptstiickes
erfolgte keine Markierung. Dies lasst vermuten,sdager das entsprechende Epitop durch
Strukturen, die die ODF im Hauptstiick bedecken, zvi8. die fibrése Hulle, nicht fur die
Antikdrper zuganglich war. Diese Vermutung wird enstiitzt durch Untersuchungen, bei
denen die ODF in ihrer gesamten Lange durch da®2(81 markiert wurden, nach dem die

fibrése Hille durch andere Detergenzien entfernmde{Brito 1986), (nicht gezeigt).

Zusammenfassend ist zum einen ein VorhandenseinAAC1 in den ODF, durch die
immunbiochemischen und immunzytochemischen Versuamewahrscheinlich. Die
Ergebnisse lassen jedoch die Vermutung einer Le&ki@ain von VDACL in anderen
Strukturen wie z.B. der Plasmamembran des Speroeéppfes bzw. in der

Plasmamembran und/oder in der fibrosen Hille desrrSgtozoenschwanzes zu. Zum
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anderen bestatigen die Resultate der Immunzyto&he®n biochemischen Nachweis von
VDAC2 und 3 Proteinen in den ODF von bovinen Spéoxaen.

ODF sind subzellulare Strukturen, die nur in Saeggbermatozoen vorkommen.
Biochemische und immunologische Studien haben ergedass bovine ODF Keratine
enthalten (Hinsclet al.2003) und vor allem aus zytoskelletdren Protelmesiehen und keine

Membranen besitzen. Daher ist dieser erste Nachweeiy/ DAC2 und 3 in ODF zugleich das
erste Mal, dass VDAC in einer nicht membranareok®ar gefunden wurde.

Eine Lokalisation von VDAC2 undVDAC3 im Bereich d8permatozoenkopfes war mit den
hier durchgefiihrten Experimenten nicht eindeutig bastatigen. Trotz unterschiedlicher
Protokolle gelang es in den Kontrollexperimenterthhi unspezifische Reaktionen im
Kopfbereich des Spermatozoon ganz zu vermeiden.bé&sarf daher weiterfihrender
Untersuchungen zur Lokalisation von VDAC2 und VDAIS8formen im Spermatozoenkopf.
Aufgrund der Ergebnisse der funktionellen Studieej denen es nach Inkubation der
Spermatozoen mit den VDAC Antikorpern zu deutlicinsorphologischen Veranderungen im
Bereich des Akrosoms kam, besteht jedoch die Aneattdass alle drei VDAC Isoformen

auch im Bereich des Spermatozoenkopfes vorhandek&@enten.

4.4 Einfluss von VDAC auf die Spermatozoenmotilitat

Ein weiterer wesentlicher Schwerpunkt dieser Arbsgistand in der Untersuchung der
physiologischen Relevanz von VDAC flr essentiellmi&ionen boviner Spermatozoen, wie
die Motilitat.

Es konnte gezeigt werden, dass zumindest die ffsezhromatografisch gereinigten
Antikdrper gegen VDAC2 (Affi P2/45) nach 2h und hadh eine deutliche, statistisch
signifikante Verringerung (p < 0,01) der Gesamtiitatider Spermatozoen im Vergleich zur
Negativkontrolle bewirkten. Des Weiteren konnte aigzwerden, dass diese Reduktion der
Spermatozoenmotilitat dosisabhangig war. So kamisAbnahme der Proteinmenge des
anti-VDAC2 Antikorpers von 10pg/ml auf 1,25ug/michuzu einer statistisch signifikanten
Verringerung der immotileBpermatozoen von 62,4 % auf 49,5 %.

Nach Einsatz der affinitatschromatografisch gegtem Antikbrpern gegen die VDAC
Isoformen 1 und 3 konnte dies nicht beobachtet amerdvas jedoch nicht zwingend den
Ruckschluss erlaubt, dass VDAC1 bzw. 3 keine Relevéir die Motilitat besitzen.
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Maoglicherweise konnten bei diesen Versuchen dieik@rper aus sterischen Grinden ihr
Antigen nicht erreichen und somit keinen Einflussf aie Motilitat nehmen. In den
Experimenten zur Lokalisation der Isoformen korgeeeigt werden, dass je nach Antikdrper
sehr unterschiedliche Vorbehandlungen der Spermatoznotwendig waren, um eine
eindeutige Reaktion zu erhalten. In einer Publdtatier Arbeitsgruppe von Sampson (2001)
wurde aul3erdem gezeigt, dass VDAC3 knockout MauBereeiner Infertilitat keine weiteren
gesundheitlichen Beeintrachtigungen aufweisen. éidsfertilitdt liel3 sich auf eine
verringerte Spermatozoenmotilitat zurtckfuhren, digederum auf einen Defekt des
Axonems in epididymalen Spermatozoen beruhte. daamter Weise war dieser Defekt des
Axonems bei testikularen Spermien kaum zu beobackBampsonet al. 2001). Dies
unterstitzt die Hypothese, dass VDAC fir die Intégdes Zytoskeletts des Flagellums von
Bedeutung ist.

Maglicherweise steht der Effekt der anti-VDAC2 Adirper auf die Spermatozoenmotilitat
auch mit dem Vorhandensein von VDAC2 in den ODF Znsammenhang. Genaue
Erkenntnisse Uber die eigentliche Funktion der Adi@gen bisher nicht vor. Wie bereits
erwahnt, bestehen die ODF hauptsachlich aus zytesken Proteinen und besitzen keine
Membranen. Es ist jedoch in einer Vielzahl von Wsuehungen dartber berichtet worden,
dass VDAC mit zytoskelettaren Proteinen interagiéviikrotubuli assoziierte Proteine
(MAPs) bindenin vitro an spezifische Stellen der dufReren mitochondriembran von
gereinigten Mitochondrien des Gehirns. Dort verehittsie eine Verbindung zwischen den
Mitochondrien und den Mikrotubuli (Lindeet al. 1982). MAP2 und VDAC kénnen aus der
aulBeren mitochondrialen Membran koextrahiert werdAdof3erdem verursacht MAP2
Veranderungen in der Umgebung der auf3eren mitocladea Membran und kann dadurch
die Extraktion VDAC teilweise verhindern. Diese Bachtungen lassen eine Assoziation
zwischen VDAC und der Membrandomane, die fir diebirelung von Mitochondrien und
Mikrotubuli verantwortlich ist, vermuten (Linden ditkarlsson 1996; Leterrieat al. 1994).

Ein weiterer Hinweis auf eine Verbindung von VDA@duden Mikrotubuli stammt aus
Untersuchungen von Schwarzsral (2002). Hier konnte eine Interaktion von VDAC1tmi
der leichten Dynein-Kette Tctex 1 gezeigt werdecteX 1 ist eine Komponente des Dynein
Motorkomplexes und somit in den Transportmechanssran membranésen Zellorganellen
und Proteinkomplexen entlang des Zytoskeletts wngdl (Lane und Allan 1998). Tctex
Proteine sind auch im Axonem von Mause-Spermatozodmanden (Harrisoat al. 1998).

Da die ODF in direktem Kontakt zum Axonem stehem|cles die leichte Dynein-Kette
Tctex 1 und die Mikrotubuli enthalt, ist eine Bétping von VDAC Proteinen an der
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Regulation der Spermienmotilitdit oder Aufrechtefimad der Strukturintegritat des

Spermatozoenschwanzes durch eine Interaktion nxTeroteinen oder MAPs denkbar.

Es ist auch bekannt, dass VDAC eine ATP-Bindungjesteesitzt und zum ATP Transport
befahigt ist (Florkeet al. 1994; Rostovtseva und Bezrukov 1998). Eine Hymehiednnte
daher sein Eine Hypothese ist daher, dass die VDAGteine in den ODF fur die
Aufrechterhaltung von ATP Levels im Flagellum voedgutung sind. Dies konnte den ATP
Transport von den Mitochondrien des Mittelstiicks au den weit entfernten Dynein
ATPasen des Hauptstiicks umfassen. Zwar konnte aaerobe ATP Produktion im
Spermatozoenschwanz gezeigt werden, aber beimfidiéen diese anaeroben Bedingungen
zu einem Verlust der progressiven Motilitat (Mamdlutwak-Mann 1982). Daher erscheint
eine permanente Versorgung der Dynein ATPasen diliechitochondrien in Form von ATP
als essentiell fur die Spermatozoenmotilitdt. Aufgt ihrer nahen Lokalisation zum Axonem
lasst sich also eine Art ,Batteriefunktion” flr dEDF vermuten. Hiermit ist eine Versorgung
des Axonems mit ATP durch die ODF gemeint. Durchenhrelativ hohen Anteil als
Flagellumprotein und ihre Fahigkeit zur ATP Binduogd zum ATP Transport wére es
weiterhin denkbar, dass VDAC2 und 3 hieran beted@n konnten.

In jedem Fall lassen die bisherigen ErgebnisseAdissage zu, dass VDAC2 und 3 in den
ODF wabhrscheinlich eine andere Funktion habend@disher bekannte Kanalbildung von
VDAC (Hinschet al.2004).

4 .5.Die Bedeutung von VDAC flr die morphologische Intertat des Akrosoms

Weiterhin konnte in dieser Arbeit dargestellt werdeass alle drei VDAC Isoformen fir die
morphologische Integritat des Akrosoms von groReddBitung sind. So wurde eine
Blaschenbildung im Bereich des Akrosoms nach \iediger Inkubation mit den

affinitatsgereinigten anti-VDAC Antikérpern beobaeh

Zur Untersuchung der Vitalitdt sowie des akrosom&&atus wurde eine PSA-FITC/Hoechst
33258 Doppelfarbung durchgefiuihrt (Cross und Meii8B9). Hier wurde nach der

vierstindigen Inkubation mit den affinitAtschrongaphisch gereinigten anti-VDAC

Antikdrpern ein, im Vergleich zu den Kontrollengsifikant hoherer Anteil an Spermatozoen

mit Verlust der akrosomalen Kappe festgestellt.
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- Bei den mit anti-VDAC2 (Affi P2/45) behandeltepeé@matozoen fiel mit ca. 15%
lebend akrosomloser Spermatozoen im VergleichKantrolle mit ca. 4 % schon
nach 2 Stunden ein ausgepragter Verlust des Akresuf (p<0,01). Die Anzahl der
lebenden Spermatozoen ohne Akrosom stieg nachrti&h auf annahernd 17%, was
aber eine unwesentliche Steigerung im Vergleich 2uStunden Wert bedeutete.

- Bei den Proben, die mit anti-VDACL1 (Affi P1/6)wzmit anti-VDAC3 (Affi P3/31)
Antikérpern behandelt wurden, war ebenfalls eiatliigher Verlust an Akrosomen zu
vermerken. Nach einer 4 stindigen Inkubation veahnZugabe von Affi P1/6 bei ca.
13 % der lebenden Spermatozoen das Akrosom albgekB,01), bei Zugabe von
Affi P3/31 Antikorpern betrug dieser Anteil ebelidaca. 13% (p<0,01).

- Auch bei den Spermatozoen, zu denen der AffinRnAntikbrper zugefigt wurde,
kam es mit annahernd 14% zu einem signifikanterogdmenverlust (p<0,01).

Weitere Experimente zeigten, dass der Effekt vorAZR Antikorpern auf den Verlust des
Akrosoms dosisabhangig war.
Die hier verwendete Methode (PSA-FITC/Hoechst 33R&ppelfarbung) dient prinzipiell
der Uberprufung des akrosomalen Status von Speroetound kann somit auch zum
Nachweis der durch physiologische Induktoren, wespielsweise Zona pellucida oder
Progesteron hervorgerufene Akrosomreaktion, ver@emerden. Die akrosomale Reaktion
ist eine fundamentale Voraussetzung fur die eréobipe Befruchtung einer Eizelle. Da es
aber bisher noch keine eindeutigen Hinweise auf Bteiligung von VDAC an der
physiologisch ablaufenden Akrosomreaktion (AR) gibtirde im Zusammenhang mit den
hier durchgefuihrten Experimenten nicht von ,Akroseaktion“, sondern allgemein von
einem ,Akrosomverlust“ gesprochen.

Dennoch lasst sich eine Beteiligung von VDAC an damgsiologischen Vorgang der AR

nicht ausschlie3en. Calogesbal.(1999), zeigten, dass Progesteron die AR durardktion

mit dem GABA\-Rezeptor/ClKanal Komplex ausldst, da GABA in Dosis abhangigégise
die Akrosomreaktion humaner Spermatozoen induzi#nt.moglicher Kandidat fur den €l

Kanal in einem postulierten GABA Rezeptor/CtKanal Komplex ist das integrale

Membranprotein VDAC. In somatischen Zellen (neutenaZellen) wurden GABA-

Rezeptoren und der &anal VDAC kopurifiziert (Bureauet al. 1992). VDAC soll

Bestandteil von GlKanal Komplexen in der Plasmamembran somatisckéerZ sein, somit

ist auch eine Beteiligung dieses Komplexes an agguRition von Spermatozoenfunktionen

denkbar (Asmarinah 2002).
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Weiterhin ist denkbar, dass eine Stimulation derdRch die anti-VDAC Antikérpern auch
mit der Aktivierung von VDAC in der Spermatozoemgtsamembran zusammenhangen
kénnte. Beispielsweise dann, wenn VDAC aktiv an de#i’ Einstrom in das Zytosol des
Spermatozoons, welcher die AR triggert, beteiligirev Bekannt ist, dass mitochondriales
VDAC eine wesentliche Rollbeim C&" Efflux aus den Mitochondrien in das Zytosol spielt
und es daher wichtig fiirr die €aHomdostase der Zelle ist (Shoshan-Barntal. 2006;
Shoshan-Barmatzt al. 2006). Weiterhin wurde das Vorhandensein von VD&Cden
Membranen des endoplasmatischen und des sarcopiledmea Reticulums (ER/SR) und die
Beteiligung von VDAC beim ATP-Transport in das Lumeées SR demonstriert (Shoshan-
Barmatzet al. 1996; Shoshan-Barmatz und Israelson 2005). Es auch vermutet, dass
VDAC an der Aufnahme und der Freisetzung vorf'@a das SR, einem bekannten®Ca
Speicher, beteiligt ist (Shoshan-Barmatzal. 1996; Shoshan-Barmatz und Israelson 2005).
In Spermatozoen wird das Akrosom als intrazellul&alciumspeicher diskutiert (Herriak

al. 2005; De Blast al.2002; Herricket al. 2005; De Bla%t al. 2002). Die Akrosomreaktion
wird durch einen C& Einstrom in das Cytosol getriggert, wobei versdaiee, in
Spermatozoen bereits beschriebene, Calciumkanédéviart sein sollen (Yanagimachi 1994;
Jimenez-Gonzaleet al.2006; Jimenez-Gonzalet al.2006).

Obwohl es durch Versuche mit Thapsigargin, einerhibitor der sarcoplasmatischen
Reticulum C&" ATPase (SERCA), Hinweise auf einen nicht-mitochiaidn intrazellularen
Cd* Speicher in Spermatozoen gibt, konnte das Vorhssele der SERCA in Spermien
bisher nicht eindeutig nachgewiesen werden. InreR@5 erschienenen Arbeit zeigten
Herrick et al, dass in kapazitierten Mausspermatozoen eine Kmatibh aus Cd Efflux aus
intrazellularen Speichern (Akrosom) und eirf a#lux durch Plasmamembrankanéle fiir die
AR notwendig sind.

Die Summe dieser Hinweise lasst die Vermutung assdlas Akrosom als intrazellularer
Cd* Speicher in Spermatozoen in ahnlicher Weise funigien koénnte wie das ER/SR in
somatischen Zellen. Somit konnte VDAC in Spermagozanalog zu seiner Funktion im
ER/SR am ATP und G&Transport zwischen Akrosom und Zytoplasma betesign.

4.6.VDAC im Zusammenhang mit der Volumenrequlation vonSpermatozoen

Bei der Auswertung des akrosomalen Status wurdaigesimorphologische Veranderungen

im Bereich des Spermatozoenkopfes beobachtet. UmesediVeranderungen naher
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klassifizieren zu koénnen, wurden rasterelektronénmskopische Untersuchungen
durchgefuhrt.

Bei den Spermatozoen kam es nach Inkubation miiit@ftischromatographisch gereinigten
anti-VDAC Antikérpern an der Oberflache der Kopfe anterschiedlich stark ausgepragte
Falten- und Kraterbildungen, zu abgelosten Membramed aufgerollten Schwénzen. Die
Veranderungen der Kopfe und Schwanze wurden quaettf und statistisch ausgewertet.
Anti-VDAC?2 (p<0,001) und anti-VDAC3 Antikorper (ps@l) veranderten im Vergleich zur
IgG Kontrolle signifikant die Morphologie der Spaatozoenkopfe. Des Weiteren bewirkten
die anti-VDAC1 und anti-VDAC2 Antikdrper eine sigikante Veranderung des
Spermatozoenschwanzes  (p<0,01). Diese hier bedtaoht Phanomene des
Spermatozoenschwanzes wiesen Ahnlichkeiten mitalégeroliten Flagellaenden auf, die
durch hypoosmotische Volumentests hervorgeruferdever Dies wiederum bekraftigt die
Hypothese, dass VDAC maglicherweise in den VorgaegVolumenregulation von bovinen
Spermatozoen involviert sein kénnte.

Wenn Zellen in eine hypo- oder hypertonische Umggbkommen, neigen sie dazu, zu
schwellen bzw. zu schrumpfen - je nachdem, ob Wass#grund des osmotischen
Gradienten in die Zelle hinein oder aus der Zeksabs stromt. Die daraus entstehende
Konzentrationsveréanderung der intrazellularen Kongmben kann deutlichen Einfluss auf die
Zellfunktionen haben (Langet al. 1998). Studien zeigten, dass viele Tierzelltypan i
Volumen nach einer osmotischen Veranderung aufeetatten konnen und dadurch die
Folgen von exzessiven Volumenveranderungen verméldeffmann und Dunham 1995).
Gerade das Spermatozoon erfahrt frappierende Verdnglen in seiner osmotischen
Umgebung, insbesondere wahrend der Reifung im &pmus und bei der Ejakulation
(Cooper 1986; Cooper und Yeung 2003). Aufgrund kierbei auftretenden hypotonen
Veranderung ist die Fahigkeit zur regulatorischetuvhen Verminderung (RVD = regulatory
volume decrease) besonders wichtig. So schwellenSgiermatozoen in einer hypotonen
Umgebung zunachst an. Als Reaktion hierauf kommzwesinem Verlust von GIK*, von
organischen Osmolyten und dem osmotisch gebund&vasser (Kulkarniet al. 1997,
Petrunkinaet al. 2001a). Dieser Verlust resultiert in einem wiedegestellten Zellvolumen -
dieser Vorgang wird als RVD bezeichnet.

Wenn die Spermatozoen nicht zur Volumenregulati@hig sind, bleibt die Zelle im
angeschwollenen Zustand. Dies manifestiert sicmagh Spezies, in einem abgewinkelten

oder zusammengerollten Flagellum (Cooper und Y Q043).
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Das bestatigt die Hypothese, dass der Effekt darV@mAC1l und 2 Antikérper auf die
Spermatozoen mit der Beeinflussung der Volumeneggul in Zusammenhang stehen
konnte.

Die Fahigkeiten zur Volumenregulation sind entsgbed fir eine natlrliche Fertilitat. So
wurde gezeigt, dass humane Spermatozoen mit eimgedter Fahigkeit zur
Volumenregulation nicht in der Lage waren, den Muezu durchqueren (Yeung und Cooper
2001). In einer anderen Studie konnte gezeigt werdgass eine Storung in der
Volumenregulation die Ursache fur die Infertilitton transgenen Mausen K@s
Tyrosinkinase knockout Mause) war (Yeueg al. 2000). Weiterhin wurde eine lineare
Korrelation zwischen Verdnderungen des humanen n8pevolumens und simultan
gemessenen Veranderungen verschiedener Beweguaggtarn berichtet (Yeungt al.
2003). Hierbei kam es nicht zu einer Veranderunden Summe an motilen Spermatozoen,
sondern die so genannte ,straight-line velocityS(YY nahm bei zunehmendem Zellvolumen
ab. Auch andere Untersuchungen an Spermatozoerchietsner Spezies fuhrten zur
Hypothese, dass es einen Zusammenhang zwisché&idkligikeit zur Volumenregulation und
Fertilitat geben konnte (Petrunkied al. 2004a; Petrunkinat al. 2001b). Im Primatenmodell
(Macaca fasciculariskonnte gezeigt werden, dass die Spermatozoerewdltter Reifung im
Epididymis ihre Fahigkeit zur Volumenregulationagrgen (Yeungt al.2004).

Verschiedene Untersuchungen beschaftigen sich reit dn der Volumenregulation
beteiligten lonen und den entsprechenden Kanélenn@h ist hiertiber bisher relativ wenig
bekannt. Kulkarniet al. (1997) berichteten vom Vorhandensein nicht-selekti Poren in
bovinen Spermatozoen, durch welche es ZuFi¢isetzung bei hypotonem Stimulus kommt.
Durch Inhibition dieser Kanale mit Quinin konntezggt werden, dass sie eine wesentliche
Rolle bei der Antwort auf ein Anschwellen von bam porcinen und humanen Spermien
spielen (Kulkarniet al. 1997; Petrunkin&t al. 2001b; Petrunkinat al. 2001b; Petrunkinat

al. 2001a; Yeung und Cooper 2001). Da bei dem Effller & lonen jedoch die
elektrochemische Neutralitat aufrechterhalten bleilmuss es zu einem gleichzeitigen
Ausstrom von Anionen kommen. Hierfir werden voerICl lonen verantwortlich gemacht.
Eine Bestatigung fir das Vorhandensein von Kdnalen brachten Untersuchungen von
Petrunkinaet al. (2004a) Die molekulare Identitat dieser Kanéle ist jedocich unklar. Als
mogliche Kandidaten werden CIC-3 und CIC-2 Kanalefisiert (Jentsckt al. 2002). Diese
Kanale interagieren wiederum mit verschiedenen r@mdBroteinen (Jiet al. 2003; Wanget

al. 2003; Weylandet al.2001).
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In einer weiteren Untersuchung wurde festgesteliss ein intaktes Zytoskelett eine
wesentliche Voraussetzung fur die Volumenregulation Eberspermatozoen ist (Petrunkina
et al. 2004b). Spermatozoen, die in der Gegenwart vorochglasin B, welches zur
Zerstorung des Zytoskeletts fuhrt, unter kapazatiden Bedingungen inkubiert wurden,
zeigten am Ende der Inkubationszeit eine verrirgEghigkeit zur Volumenregulation. Das
mikrofilamentare Netzwerk scheint also wichtig fdre Volumenregulation zu sein, wo
hingegen intakte Mikrotubuli fur eine osmotisch uacerte RVD offenbar nicht notwendig
sind. Denn eine Inkubation mit Colchicin, welchas Zerstérung der Mikrotubuli fuhrt,
zeigte keine veréanderte Volumenregulation der Spgarm

Im Gegensatz zu Spermatozoen wurde fir anderenZstleon ein Zusammenhang zwischen
VDAC und der Volumenregulation gezeigt. So konnie fiesunde B-Lymphozyten und
HelLa-Zellen bereits eine Bedeutung von VDAC im Zussgnhang mit der
Volumenregulation demonstriert werden (Thinmsal. 2000b; Thinneset al. 2000a). Hier
konnte durch Zugabe von anti-hVDAC1l Antikorpern zpsch die in isotoner
Kochsalzlésung durch Gadolinum induzierte Volumeraune inhibieren. Dariber hinaus
konnte bei HelLa-Zellen nach hypotoner Stimulatio@ sich normalerweise anschlieRende
Volumenabnahme auf den Ausgangszustand (RVD) ddiehPrainkubation der Zellen mit
hVDAC1 Antikérpern blockiert werden.

Von anderen Untersuchern wird vermutet, dass VDAC Teil des Maxi-ClKanals sein
kénnte und somit Uber den @trom Einfluss auf die Volumenregulation nehmenrikén
(Bahamondeet al. 2003). Neueste Untersuchungen zeigten jedoch, kiziae Korrelation
zwischen der Expression einer der drei Isoformen VWAC Protein und der Maxi-Gl
Kanal-Aktivitat besteht und es sich daher um unaflge Proteine handeln muss (Sabiebv
al. 2006). Somit wurde die langjahrige Hypothese, dagks Maxi-Cl-Kanal die
Plasmamembranform von VDAC darstellt, widerlegte§ai Studie widerspricht jedoch nicht
der Mdglichkeit eines Vorhandenseins von VDAC i éBasmamembran (Sabiraat al.
2006).

Eine Untersuchung von Okadat al. (2004) zeigte, dass das initiale Anschwellen von
trachealen und nasalen Epithelzellen als Reaktighhgpotone Stimulation bei VDAC1
knockout Mausen und den Wildtyp Mausen gleich wdrer die VDAC1 knockout Mause
zeigten eine signifikant langsamere RVD als dieletelder Wildtyp-Mause. Es wurde
geschlussfolgert, dass VDACL1 eine physiologischikeRuei der RVD-Antwort auf hypotone

Stimulation spielt, in dem VDACL1 extrazellulares RTreisetzt.
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Wie bereits erwahnt, wurde bisher kein Zusammenhamgschen VDAC und der
Volumenregulation von Spermatozoen in der Literéeschrieben. Um unsere Hypothese zu
bestatigen, wurden daher in Kooperation mit Frau Betrunkina von der Tierdrztlichen
Hochschule in Hannover Experimente vorgenommenpliain et al. 2007). Es wurde die
Reaktion des Zell-Volumens boviner Spermatozoenhndagabe der in dieser Arbeit
charakterisierten und verwendeten anti-VDAC Antgégir untersucht. Dabei hatte sich
gezeigt, dass der Antikdrper gegen VDAC1 schon ri&&iMinuten eine Tendenz zu einer
Verénderung des Spermatozoenvolumens zeigte. Na@hMinuten Inkubation hatten die
Spermatozoen, die mit dem anti-VDAC1 Antikorper ublert wurden, ein signifikant
groReres Zellvolumen als die Kontrollen (Puffer &@rrdimmunserum). Die Antikbrper gegen
VDAC2 und VDACS3 zeigten unter diesen experimenteBedingungen keinen signifikanten

Einfluss auf das Zellvolumen.
Sowohl diese Ergebnisse als auch die Erkenntnistage der Literatur bekréaftigen die

Hypothese, dass zumindest VDAC1 einen Einfluss dief Volumenregulation boviner

Spermatozoen haben kdnnte.

4.7.AbschlieRende Betrachtung

Es ist mit dieser Arbeit erstmals gelungen, suljggpgische anti-VDAC Antikorper fur jede
der drei VDAC Isoformen zu generieren, zu reiniged zu charakterisieren.

Mit Hilfe dieser Antikorper gelang es, das Vorhamsiin von VDAC1 im Kopfbereich
boviner Spermatozoen und die Beteiligung von VDA essentiellen Funktionen des
Spermatozoons wie der Motilitdt zu zeigen. Weitelkonnte eine Beteiligung von VDAC an
der strukturellen Integritat des Akrosoms demoestriverden und Hinweise zu einer
maoglichen Beteiligung von VDAC an der Volumenregida boviner Spermatozoen
gesammelt werden. Eine These dieser Arbeit ist rdatlass die Inkubation boviner
Spermatozoen mit anti-VDAC Antikdrpern zu Verandegen in der intrazellullaren
lonenzusammensetzung fuhrt. Dies kénnte wiederundnéerungen des Zellvolumens und
daraus folgend eine Destabilisation des Zytoskelett letztlich den Verlust der akrosomalen
Kappe und eine verringerte Motilitat bewirken. Auntermauerung dieser Hypothese sind

weitere Untersuchungen zur Rolle von VDAC bei deplwhenregulation boviner
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Spermatozoen notwendig. Auch sind weiterfihrendesihe geplant, um zu klaren, welche
lonen hierbei involviert sind und wie VDAI@ vivo reguliert wird.

Des Weiteren wurde mit dieser Arbeit erstmals dakémmen von VDAC2 und VDAC3 in
den ODF des Spermatozoons demonstriert. Dies igleich das erste Mal, dass eine
extramembranére Lokalisation von VDAC beschriebemde. Die mdgliche Funktion von
VDAC in den ODF wurde diskutiert, ist aber zurzeitr hypothetisch. Zur Klarung dieser

Frage sind noch weiterfihrende Untersuchungen mutige
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5. Zusammenfassung

VDAC (voltagedependentinion channel) ist ein kleines, Poren-formendes Protegiches
synonym als Porin bezeichnet wird. Es kommt sowoBakterien, als auch in der auf3eren

mitochondrialen Membran sowie in der Plasmamemboanatischer Zellen vor.

Die Ziele dieser Arbeit waren 1.) Reinigung spetzifier anti-VDAC Antikorper und deren
Charakterisierung bezuglich ihrer Affinitat undehrnsoform-Spezifitat, 2.) Lokalisation von
VDAC1, 2, und 3 in bovinen ejakulierten Spermatozaend 3.) Untersuchungen zur
funktionellen Bedeutung von VDAC flur die Spermatezmotilitit und bezlglich des
akrosomalen Status mit Hilfe der anti-VDAC Antikérp

Die Spezifitat der Antikorper wurde durch Immundblmit rekombinantem VDAC1, 2 und 3
Uberpruft. Soweit bekannt, sind mit dieser Arbéit ersten mono-spezifischen AK gegen alle
drei VDAC Isoformen charakterisiert worden.

Die immunzytochemischen Untersuchungesigten, dass VDAC1 im akrosomalen Bereich
und in der fibrosen Hulle des Flagellum-Hauptstitisalisiert werden konnte. VDAC2
wurde im Flagellum und&DAC3 in den Mantelfasern (ODF = outer dense fibeletektiert.
Die Prasenz von VDAC2 und 3 in den ODF konnte mifeHdes Immunoblots bestétigt
werden. Alle drei VDAC Isoformen konnten somit imvnen Spermatozoen lokalisiert
werden und zwar wie beschrieben in unterschiedtiidkempartimentenDer Nachweis von
VDAC2 und 3 in den ODF ist zugleich der erstmali@chweis von VDAC in einer nicht
membranaren Struktur. Dies lasst die Hypotheselass es sich bei VDAC nicht nur um ein
Kanal bildendes Protein handeln koénnte und es inFGdine andere Funktion als in
Mitochondrien oder Plasmamembranen haben kdnnte.

Die Analyse der Spermatozoenmotilitat zeigte nadtulbation mit anti-VDAC2 Antikorper
eine statistisch signifikante Abnahme der Gesamilitédt Fur diesen Effekt konnte eine
Dosis-Wirkungs-Abhangigkeit gezeigt werden.

Weiterhin riefen alle drei anti-VDAC Antikorper erschiedlich stark ausgepragte
morphologische Veranderungen im akrosomalen Bereieh Kopfes hervor: Nach 4h
Inkubation zeigte sich ein hoherer Verlust an iteakAkrosomen im Vergleich zur Kontrolle.
VDAC scheint somit wichtig fur die Spermatozoenriéti und die morphologische Integritat
des Akrosoms zu sein.

In der Rasterelektronenmikroskopie konnten die llartti-VDAC Antikérper hervorgerufene

Veradnderungen der Spermatozoenkodpfe in Form von @mablosungen und einer
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Blaschenbildung im Bereich des Akrosoms bestéatigrden. Die distalen Anteile des
Flagellums waren haufig eingerollt. Dies sind Himee darauf, dass VDAC in die

Volumenregulation von Spermatozoen involviert d&innte.

Weitere Untersuchungen sind notwendig, um die Hisiplogische Bedeutung von VDAC in

Spermatozoen naher zu definieren.
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6. Summary

VDACs (voltagedependentanion channels) or porins are small pore-forming proteirs
identified in outer mitochondrial membranes. VDA@snalso found in bacterial membranes
as well as in the plasma membrane of somatic cells.

The aims of this study were 1) to purify and subeedly characterise specific anti-VDAC
antibodies, 2) to localise VDAC1, 2 and 3 in ejatetl bovine spermatozoa and 3) to
determine the effect of anti-VDAC antibodies upavibe sperm function, e.g. motility and
acrosomal status.

The specificity of the antibodies was demonstrdtgdmmunoblotting using recombinant
VDAC1, 2 and 3. The results obtained in this thesiealed that monospecific antibodies for
all three VDAC isoforms were generated. Immunofasmence microscopy suggests that
VDACL1 protein is present in the sperm acrosomeiarttie fibrous sheath of the flagellum.
The data showed that anti-VDAC2 and anti-VDAC3 lamdlies bound to the sperm flagellum,
in particular to the ODF (= outer dense fibers)e Tinesence of VDAC2 and 3 in ODF was
strengthened by immunoblotting results. All threBAC isoforms could be identified in
bovine spermatozoa and were located in differeetrspcompartments. Extra membranous
localisation of VDAC2 and 3 in the ODF of the speftagellum could be demonstrated for
the first time. We propose that VDAC might havefatiént physiological functions in ODF
than in mitochondria or cell plasmamembranes.

Sperm motion analysis after incubation with antiAMCR antibodies yielded a decrease of
sperm motility. A dose-dependency could be dematedrfor this effect.

After incubation of spermatozoa with anti-VDAC dddies it could be observed that
antibodies against all three VDAC isoformes causedrphological alterations at the
acrosome that finally led to an acrosomal loss.

These morphological changes of the acrosome olas@mgght microscopy studies could be
confirmed by scanning electron microscopical steidi@irthermore, morphological alterations
of the sperm tail were apparent. “Pig tail”-likeusttures at the tip of the flagellum, commonly
seen when spermatozoa are subjected to hypoosoaotiitions, suggest that VADAC might
be involved in sperm volume regulation.

It can be concludeed that VDAC Isoformes in bospermatozoa are involved in regulation
of different sperm functions, e.g. the maintenanteacrosomal integrity and possibly in
sperm volume regulation. However, the potentiakfiomal roles of VDACSs in spermatozoa

need to be evaluated further and will be subjedtitaire scientific investigations.
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