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1 Einleitung

1.1 Grundlagen der Befruchtung

Die Befruchtung von Eizdlen stellt das Ergebnis komplexer Interaktionen von
Spermatozoen und Oozyten dar. Von entscheidender Bedeutung ist dabel die
Imprégnation, ds aktive Eindringen des Spermatozoenkerns in de Eizdle. Dieser
Vorgangist in Abb. 1schematisch dargestellt und keginnt mit der festen Bindung as
Spermatozoors an de die Eizdle umgebende Zona pellucida [197]. In der Rege
erfolgt diese Bindung nu an Oozyten der gleichen Spezes, was eine Spezespeafitét
des Befruchtungsvorganges gewdhrleistet [20§. Durch de Bindungwird de &ro-
somale Re&ktion im Spermatozoon ausgel st [16, 162. Das Akrosom ist im vorderen
Kopfbereich des Spermatozoors lokalisiert und stellt ein mit proteolytischen Enzymen
angefilltes Hohlorganell dar. Wahrend der akrosomalen Redktion verschmilzt die
auf¥ere &rosomale Membran mit der Plasmamembran des Spermatozoors und fuhrt
zur Freisetzung der im Akrosom enthaltenen Enzyme [163. Die ensetzende Hydrolyse
von Zona pell ucida-Strukturen ermogli cht es dem Spermatozoon, de Zona pell ucida au
penetrieren und an die Eizelle zu binden [29, 154, 177].

Die wahrscheinlich duch Integrine vermittelte Fusion der Spermatozoenmembran mit
der Plasmamembran der Oozyte [25, 70, 71, 13Bl6st mehrere biochemische Redk-
tionen aus, die die Penetration und Fusion weiterer Spermatozoen mit der Eizdle
verhindern undeinen Schutz vor Mehrfachbefruchtung darstellen [47, 86, 208 Zum
einen wird duch de Inkorporation der Spermatozoenmembran [126] das Oolemm
innerhalb weniger Minuten [168, 176 mit einem noch nicht geklarten Medanismus
verandert, dal3 Spermatozoen nicht mehr binden kénren [12, 203. Zum anderen flhrt
die ansetzende Reé&ktion der cortikalen Granula a1 einem Spermatozoenblock der
Zona pellucida. Die mit proteolytischen Enzymen, wie zB. N-Acetylglucosaminidase
[13]], angefillten Granula verschmelzen mit der Plasmamembran der Oozyte und
geben ihren Inhalt nach auléen frei. Der Vorgang keginnt an der Fusionsdelle des
Spermatozoors und schreitet al seitig fort. Enzymatisch bedingt veréndert sich darauf



die Zona pell ucida biochemisch so, dal3 sie verhartet und unduchdringbear fr weitere
Spermatozoen wird [11]. Der Einbau weiterer, bisher nicht identifizierter Glyko-
proteine in de Zona pellucida nach der Exozytose der cortikalen Granula wird
ebenfalls diskutiert [8]. Eine Depdarisierung des Oolemms, die bei Sedgeln eine
Mehrfachbefruchtung verhindert, konrte im Saugermodell, der Maus, nicht nadhge-
wiesen werden [96]. Ein einzdner elektrischer Impuls fuhrt jedoch zu einem Block der
Spermatozoenpenetration im Rindermodell [174].

Kopf und Schwanz des befruchtenden Spermatozoors befinden sich im Ooplasma. Die
Fusion von Spermatozoon undOozyte fuhrt zur Aktivierung der Eizdle. Darunter
versteht man de bereits erwadhnte Exozytose der cortikalen Granula, die Vollendung
der Meiose, die Bildung as weiblichen Vorkerns und de DNA-Synthese in den
Vorkernen as Grundage fir die Verschmelzung der Vorkerne (Konjugation) [20§.
Der Vorgang der von Spermatozoen indwzierten Eizdlaktivierung wird von G-
Proteinen gesteuert, von GuaninnuKeotid-bindenden Regulatorproteinen, de ds Sig-

naltransduktionsmolekile ubiquitar in Zellen vorkommen [133].
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Abb.1 Die a@nzdnen Schritte der Impragnation sind vonredts oben im Uhrzeigersinn
schematisch dargestellt. Nach [192].



1.2 Das Spermatozoon
1.2.1 Aufbau

Das Spermatozoonist eine frei und aktiv bewegliche Zelle und hkesteht aus Kopf und
Schwanz (Abb. 2 [135. Der Kopf bildet die Hauptmass und lesitzt beim Menschen
eine Lange von ca 5,5um und eine Breite von ca 3um [179, beim Rind ungeféhre
Abmesaungen von &m x 4,5um x 1um [159. Er enthélt den Zellkern sowie das im
vorderen Bereich lokalisierte Akrosom. Diese Zellorganelle ist von der aul¥eren und
inneren akrosomalen Membran umschlossen und enth@lt mehrere proteolytische En-
zyme, wie zB. Akrosin, Hyaluronidase und K oll agenase-&hnli che Substanzen [57]. Sie
kann somit als grofles Lysosom bezachnet werden [4] undist fUr die Penetration des
Spermatozoors durch de Zona pellucida der Eizdle von entscheidender Bedeutung
[169, 182. Die Kopfform der Spermatozoen ist in verschiedenen Spezes unterschied-
lich. Wahrend z.B. beim Mensch der Spermatozoenkof die Form eines Rotations-
elli psoids besitzt, ist er beim Rind abgefladht, bei Maus und Ratte hakenformig [159,
206).

Kopf Schwanz

Akrosom / Zellkern

auBere
akrosomale
Membran

Mittelstiick
Spermatozoenhals Hauptstiick

Endstiick

innere
akrosomale Membran

Plasmamembran

Abb. 2: Schematische Darstellung eines Spermatozoons mit seinen Hauptbestandteilen.



Der Schwanz des Spermatozoonrs enthdlt ein zentrales, mikrotubuéres Axonem und
besteht aus vier Teilabschnitten [149. Der Spermatozoenhals gellt die Verbindung
von Spermatozoenkof und-schwanz dar. Im Mittelstiick sind randstandig de energie-
produzierenden zytoplasmatischen undmitochondialen Apparate lokalisiert [15(. Das
Axonem wird im Hauptstlick von einer filamenttsen Struktur umgeben, de ds fibrose
Hulle bezachnet wird [63, 143. Im Endstiick sind ncht mehr ale Strukturen des
Zytoskeletts (z.B. fibrose Hlle, aulere Mantelfasern) nachweisbar. Der Schwanz ist
fur die &tive Bewegung as Spermatozoors verantwortlich und fesitzt beim Men-
schen eine Lange von ca 55um, beim Rind vonca 63um, bel Maus und Ratte von
Uber 10@Qm [57, 159].

1.2.2 Kapazitation und akrosomale Reaktion

Frisch gakulierte, motile Spermatozoen besitzen nach nicht die Fahigkeit, an eine
Zona pellucida a1 bhinden undeine Eizdle a1 befruchten. Diese Eigenschaften erlangt
das Spermatozoon wéhrend eines sch an de Ejakulation anschlief3enden Reifungs-
prozesses, der als Kapaztation bezachnet wird und erstmals von Austin [6, 7] und
Chang[37, 3§ experimentell nachgewiesen wurde. In vivo vdlzieht sich deser Prozel
im weiblichen Genitaltrakt. In Anwesenheit von Albumin undEnergi€lieferanten, wie
z.B. Glucose, Laktat oder Pyruvat, lassen sich auch in vitro Spermatozoen kapaati eren,
wobei die Dauer je nach Spezes zwischen einigen Minuten und mehreren Stunden
variiert [44, 99, 208].

Wéhrend des Calcium- und cAMP-abhdngigen [68, 108, im Ablauf noch nicht
vollstandig aufgeklarten Kapaztationsvorganges kommt es zu einer Vielzahl von
Modifikationen im Spermatozoon [83, 95, 13% Die Anderung cbr lonenverhdtnisse
fuhrt zu einer De- bzw. Hyperpdarisierung der Spermatozoenmembran [66, 69, 209.
Das urspriindich lineae Bewegungsmuster von Goldhamsterspermatozoen wird sinu-
soidal [205. Histochemische und dtrastrukturelle Charakteristika veréndern sich, z.B.
wird eine etrazdluldre Glykoproteinhlile von der Plasmamembran des Sperma-
tozoenkopfes entfernt [152, 198. Diese Hillle enthélt u.a. ein Akrosom-stabili sierendes
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Protein epididymalen Ursprungs [146, 199 und Glykoproteine, die ds Dekapazata
tionsfaktoren bezachnet werden und experimentell eine Bindung von kpaatierten
Spermatozoen an Oozyten verhindern kbnnen [5, 156].

Kapaazti erte Spermatozoen binden mit ihrer Plasmamembran an Rezeptormolekiile der
Zona pellucida und indwzieren damit die &rosomale Re&ktion [16, 163. Dieser Vor-
gang erfolgt in der Regel spezesgezfisch, jedoch nicht ausschliefdich, z.B. kann
solublisierte Zona pellucida der Maus die &rosomale Redtion in menschlichen
Spermatozoen ausldsen [110. Als entscheidende Molekile werden auf Seite der
Oozyte das ZP3-Protein [20] und auf Seite der Spermatozoenmembran verschiedene
Polypeptide, wie zB. ein 95kKDa schweres Protein (Zona Rezeptor Kinase), diskutiert
[31, 114,164. Die ailere &rosomale Membran verschmil zt mit der Plasmamembran
des Spermatozoors, vermutlich vermittelt durch bestimmte Fusionsproteine, wie bei-
spielsweise das Spermatozoenprotein sp50 kel Measchweinchen [89]. Dabel werden
enzymreiche Vesikel gebildet, deren Inhalt nach aulen duch Exozytose agegeben
wird [103. Die durch de Zona pellucida indwzierte &krosomale Re&ktion ist Calcium-
und Chlorid-abhangig [68, 128, 20bund wird dabei durch eine G-Protein-modui erte
Signaltransduktionskette gesteuert [58, 102, 190 Ein in mehreren Saugerspezes
konserviertes, intragkrosomales Protein, SP10, ist dabel funktionell von gol¥er
Bedeutung, da Antikdrper gegen SP-10 de &rosomale Redtion kapaatierter Sperma-
tozoen verhindern [43]. Das im Akrosom enthaltene Akrosin/Proakrosin soll im
weiteren fur die sekundére Bindung @s Spermatozoors an de Zona pellucida
verantwortlich sein [97, 163, 18Bund ermdglicht zusammen mit den anderen proteo-
lytischen Enzymen die Penetration des Spermatozoons durch die Zona pellucida [29,
136. Dabei entsteht ein dinrer, scharf abgegrenzter Penetrationskanal. Die &roso-
male Redaktion der Spermatozoen kann auch artefiziell durch verschiedene demische
Substanzen, wie Calcium-lonophae oder Progesteron, ausgelost werden, wobei die

Kapazitation der Spermatozoen die Voraussetzung darstellt [180, 208].
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1.3 DieEizdle
1.3.1 Aufbau

Die Eizdle ist eine kugelformige, zytoplasmareiche Zelle (Abb. 3 und lesitzt beim
Menschen wahrend der Ovulation einen Durchmesser von 120150um [30]. Ungefahr
gleich gol3 sind de Oozyten von Schwein undRind [99], wéhrend sie bel der Maus
nur eine Grél3e von ca. @ erreicht [62].

Das Ooplasma besitzt beim Menschen ein Volumen vonca 0,8 x 16um?*[129. Darin
sind reben Zellkern undZellorganellen, wie zB. Ribasomen, Mitochondien, Golgi-
Apparat, auch de bereits erwahnten, enzymreichen cortikalen Granula gelegen. Diese
sind ca 2um von der Plasmamembran entfernt lokalisiert [47]. Die priméare Oozyte be-
endet kurz vor der Ovulationihre aste Reifeteilung,wobel das Polkérperchen entsteht.
Waéhrend des Eisprungs beginnt der Zellkern mit der zweiten Reifeteilung, \erharrt

jedoch in der Metaphase bis zum Eindringen eines Spermatozoons in die Oozyte [135].

Eizelle

Perivitellin-Spalt

Ooplasma

Nucleus
Zona pellucida

cortikale Granula

Polkorperchen Plasmamembran

Abb. 3 Schematische Darstellung einer Eizdle mit Zoma pellucida und ihrer
Hauptbestandteile.
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Die unbefruchtete Eizdle wird, abgetrennt durch den beim Menschen ca 4,2um
breiten Perivitellin-Spalt, von der Zona pellucida umgeben [45, 129. Diese besitzt
neben einer medanischen Schutzfunktion nah wesentliche Bedeutung kel der
spezespezfischen Spermatozoenbindung, @& Induktion der akrosomalen Reégktion
und der Verhinderung einer Mehrfachbefruchtung [142, 196].

1.3.2 Zonapellucida

Die Zonapellucidaist eine extrazdl uldre, durchscheinende Glykoprotein-Hiille, die die
Eizdle vollstandig umgibt und von @n umgebenden Follikel- und Kumuluszdlen
abgrenzt [20§. Ein Kontakt der Oozyte tber Mikrovilli zu Ausldufern der Kumulus-
zdlen wird aber hinsichtlich interzdluldrer Kommunikation dskutiert [196. Die Dicke
der Zona pell ucida variiert zwischen den einzelnen Spezes. Siereicht von 1-2um beim
Opaosaum, Uber 5um bei der Maus, 16um beim Schwein und 22im beim Menschen his
zu 27m beim Rind [51, 53. Licht- und elektronenmikroskopische Studien ergaben,
da? de Zona pellucida nicht homogen aufgebaut ist, sondern urterschiedliche
Schichten besitzt [53]. Die ail¥re Oberfladche beim Goldhamster zeigt beispielsweise
ein gefenstertes Muster, wahrend de innere Schicht morphdogisch dcht erscheint
[151]. Die Zona pellucida stellt demnach eine hoch organisierte Matrix dar.

Je nach Spezes besteht die Zona pellucida aus zwel bis funf Glykoproteinen
unterschiedlicher Molekularmassen. In Maus, Ratte, Kaninchen und Mensch wurden
drei Glykoproteine nachgewiesen [14, 53,127, 171, 17R Bei Katze wurden zwei, bel
Schwein vier unterschiedliche Glykoproteine identifiziert [84, 87, 12F. Bei Rind
werden drel bis funf Glykoproteinklassen dskutiert [13, 79, 143 Im am besten
untersuchten Modell, der Maus, werden de unterschiedlichen Glykoproteine Zona
pellucida-Protein 1 (ZP1), Zona pellucida-Protein 2 (ZP2) und Zona pell ucida-Protein
3 (ZP3) genannt [208. Die dMNAs der Zona pellucida-Proteine wurden von Harris et
al. [82] as ZPA fur ZP2, ZPB fur ZP1 undZPC fir ZP3 bezechnet. lhre jeweili gen
Molekularmassen sind auf Grund von abweichender post-trandationader Glyko-
silierung undSulfidierung reterogen undliegen bel 185200kDa (ZP1), 120140kDa
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(ZP2) und 83lDa (ZP3) [59]. Alle drel Proteine besitzen N- und O-gebundene
Oligosacaridketten undwerden vermutlich wahrend der Eizdlreifung zumindest bei
der Maus von der Oozyte selbst synthetisiert [17, 18, 61, 73, 147 Sie liegen in der
Zona pellucida in einer sich wiederhoenden Filamentstruktur verkntpft vor (Abb. 4.
Dabei bilden 15m grole ZP2-ZP3-Dimere lange Ketten aus, die untereinander durch
das ZP1-Molekll verknupt sind[74]. ZP1, ZP2 undZP3 besitzen dabei zueinander ein
molares Verhdtnisvon 110:10[17, 173, 194 Tonget a. [184] beschrieben, dal3 ZP2
und ZP3 in der Mausoozyte awvar unabhangig voreinander biosynthetisiert werden,

aber nur gemeinsam in die Zona pellucida-Matrix eingebaut werden kénnen.

ZP2 ZP3 ZP2:7P3 ZP1
(120 000 Da) (83 000 Da) (180 000 Da) (200 000 Da)
% ® % e

Abb. 4 Schematische Darstellung der Filamentanordnung @ Glykoproteine innerhalb
einer Maus-Zona pellucida. Nach [194].

Als Glykokonjugate der Zona pell ucida-Proteine wurden im Rind ua. Mannose und B-
Galaktose identifiziert [100, 178. Molekulargenetische Untersuchungen haben erge-
ben, dal} de verantwortlichen Gene der Zona pell ucida-Glykoproteine im Tierreich
hoch korserviert sind. Selbst in Fischspezes konren entsprechende Gene nadh-

gewiesen werden, die fur ein Ei-Vitellin-Hull-Polypeptid kodieren [39, 60, 122, 137].
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1.3.21 Zonapellucida-Protein 1 (ZP1)

ZP1 liegt in der Zona pellucida ds ein Uker Disulfidbriicken verknipftes Homodimer
vor. Im Mausmodell besitzt ein Monamer die Molekularmass von 130iD0a [17]. ZP1
verknupft die ZP2-ZP3-Filamente miteinander und formt bzw. stabilisiert damit die
Zona pellucida-Matrix [74].

Harris et a. [82] identifizierten das verantwortliche Gen in mehreren Spezes. Sie
fanden dabei eine Ubereinstimmung cer DNA-Sequenzen von uler 69%. Beim Men-
schen besteht das ZP1-Gen aus 12 Exons mit einer Grole von 79190bp, uterteilt von
11 Introns, die ene Lange von 833500bp lesitzen. Das Maus-ZP1-Gen wurde
erstmals von Epifano et al. [60] beschrieben. Es handelt sich dabei um ein Gen, das aus
12 Exons mit einer Grole von 82464bp lesteht und auf dem Chromosom Nr. 19
lokalisiert ist. Die Homologie in den Aminosduresequenzen der ZP1-Proteine liegt
zwischen 60 und 68%. Das menschliche ZP1-Protein besteht dabei aus 540

Aminosauren.

1.3.2.2 Zonapellucida-Protein 2 (ZP2)

Die Ergebnisse mehrerer Untersuchungen lasseen vermuten, dald es sch bal ZP2 um den
sekundéren Rezeptor der Spermatozoenbindung landelt [21, 23. ZP2 bindet dabel
bevorzugt an deinnere &krosomale Membran bereits akrosomreagierter Spermatozoen.
Ein gegen ZP2 gerichteter monolonaler Antikorper verhindert die Bindung von
Spermatozoen Uker die innere &rosomale Membran an de Zona pellucida im Maus-
modell, die sogenannte sekundére Bindung. Die Spermatozoenbindung Uler die
Plasmamembran (primére Bindung bleibt davon unkeanfluf¥ [55, 5. Zudem setzen
Anti-ZP2-Antikorper die Bindung vonsoluhbili siertem, radioaktiv markiertem ZP2 an
die innere &rosomale Membran akrosomreagierter Spermatozoen herab [21]. Die
Beobadhtung, i3 de sekundire, nicht aber die primére Bindung ebenfalls durch
Trypsin-Inhibitoren blockiert werden kann, 183t den Schluld zu, dal3 es sch bal der
sekundéren Spermatozoenbindung um den ersten Schritt der Penetration duch de
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Zona pellucida handelt [22]. Als ZP2-Ligand auf Seite des Spermatozoors wird
Akrosin/Proakrosin angenommen. Diese Trypsin-dhnliche Protease kommt auf der
inneren undaul¥eren akrosomalen Membran vor und soll ZP2 als endogenes Substrat
besitzen [183, 188. Lo-Leggio et al. [118 wiesen nach, dal? de Zona pellucida beim
Schwein den Umwandungsprozeld von Proakrosin zu B-Akrosin entscheidend bedn-
fluld. Jedoch sind, zumindest im Mausmodell, auch genetisch veranderte Spermato-
zoen ohre Akrosin in der Lage, Oozyten zu befruchten [1, 9. Der genaue molekulare
Vorgang der sekundiren Spermatozoen-Eizdl-Bindungist noch nicht bekannt. Jedoch
spielen hachmolekulare Mannase/Hybrid-Oli gosacaridketten eine wesentliche Rolle
bei der Bindung von ZP2 an bestimmte Lektine [187].

ZP2 ist auch entscheidend an der Verhinderung einer Mehrfachbefruchtung leteili gt.
Im Mausmodell gelangt nach Ausldsung der Reéektion der cortikalen Granula ene
durch Exozytose freigesetzte, 21-34kDa schwere Proteinase tiber den Perivitelli n-Spalt
in de Zona pellucida. Dieses als ZP2-Proteinase bezechnete Enzym fihrt zu einer
Veradnderung des ZP2-Molekils, welches nunals ZP2; bezachnet wird [132. Das ur-
sprindiche ZP2 besitzt eine Molekularmasse von 120Da, wahrend dbs partiell
hydrolysierte ZP2; eine Molekularmasse von 90kDa aufweist [19]. Dieses Molekdl ist
Uber Disulfidbriicken mit einem 23kDa schweren Spaltprodukt verbunden undin der
Zona pellucida verankert. Sind mehr as 16% adler ZP2-Moleklle proteolytisch
verandert, verhértet die Zona pellucida und wird fur Spermatozoen unduchdringber.
Die Proteolyse setzt wahrscheinlich nahe des Amino- oder Carboxy-Endes des Glyko-
proteins an. Die Bindung vonmonoKonalen Anti-ZP2-Antikdrpern wird jedoch nicht
beanfluld [132. Die ZP2-ZP2--Konwversion ist Aceylchdin-abhdngig und von G-
Proteinen gesteuert [201]. Die Verhértung der Zona pellucida fihrt bel der Maus zu
einer Reduktion der penetrierenden Spermatozoen um 85% und ght mit einer
gesteigerten Widerstandsfahigkeit gegen enzymatische und chemische Substanzen, wie
z.B. Trypsin, einher [40, 78. Downs et al. [46] fanden heraus, dal3 fetales K&l berserum
die Umwandiung vonZP2 in ZP2; wahrend der Reifung vonMausoozyten in vitro
hemmt, wobel der Proteinase-Inhibitor Fetuin as entscheidende Substanz diskutiert
wird [170].
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Die MNA-Sequenzen der ZP2-Gene von Maus und Mensch sind kekannt, ebenso de
entsprechenden Sequenzen weiterer Spezes [82, 115, 11k Die Ubereinstimmung ckr
cDNA-Sequenzen liegt zwischen 69 und 8%. Das menschliche ZP2-Gen besteht aus
19 Exons mit einer Grofe von 45190bp und 18ntrons mit 74-3000bp.Es ist auf dem
Chromosom Nr. 16lokalisiert [59], wahrend das entsprechende Gen bei der Maus auf
Chromosom Nr. 7 liegt [121]]. Die dgeleiteten Aminosauresequenzen der bisher unter-
suchten Spezes weisen eine Homologie von 5483% auf. Die ZP2-Moleklle sind
zwischen 676 und 745Aminosduren lang, wobei das menschliche Zona pellucida-

Protein 2 die langste Aminosauresequenz besitzt.

1.3.2.3 Zonapéllucida-Protein 3 (ZP3)

Bel ZP3 handelt es sch um den priméren Rezeptor fir Spermatozoen [163, 208. Im
Mausmodell wurden experimentell mit biochemisch isoliertem ZP3-inkuberte Sper-
matozoen an ihrer Eizdlbindung ghindert [16]. Ebenso sind Oozyten vonMéusen, de
durch eine genetische Mutation richt in der Lage sind, ZP3 zu synthetisieren, richt
befruchtbar, da das Zona pell ucida-Netzwerk insgesamt nicht aufgebaut werden kann
[155. Radioaktiv markiertes ZP3 hindet an de Plasmamembran akrosomintakter
Spermatozoen, richt jedoch an akrosomreagierte Spermatozoen. Dabel weist die Plas-
mamembran am Kopf des Spermatozoonrs zwischen 10000 und 5000Bindungsgellen
far ZP3 auf, wahrend im Schwanzbereich keine Bindungdellen nachweisbar sind
[21]. Fir die Rezeptoraktivitét des ZP3 werden O-gebundene Serin/Threonin-ahnliche
Oligosacdaride verantwortlich gemadit, da ene Inkubetion der Spermatozoen mit
diesen auf dem ZP3-Molekll lokalisierten Oligosacdariden zu einer Hemmung der
Spermatozoen-Zona pellucida-Bindung fuhrt, wahrend de &rosomale Reaktion b
durch nicht indwziert wird [117, 19%. Daflr spricht ebenfalls, dal3 ein gegen die Poly-
peptidkette des ZP3-Molekiils gerichteter monolonaler Antikorper die Rezeptorfunk-
tion richt beanflul® [64, 63. Das vermutlich relevante Oligosaccarid hat eine
Molekularmasse von 390Ma und lesitzt mindestens einen terminal a-gebundenen
Galaktoserest [23, 69. Als Ligand auf Seite des Spermatozoors wird ein 56kDa
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schweres Protein dskutiert, das als 956 kezachnet wird [24, 27, 195 Allerdings
besitzen auch andere Proteine im Bereich des Akrosoms des Mausgermatozoors, wie
z.B. Mannaosidase oder Phosphayrosylsubstrate, eine noch nicht genau erforschte
Bindungskapazitat an Zona pellucida-Proteine [140, 208].

Eine weitere Funktion des ZP3-Moleklls besteht in der Induktiion der akrosomalen
Reé&ktion gebundener Spermatozoen [20, 163. Dabel ist jedoch auch de Intaktheit der
ZP3-Polypeptidkette Voraussetzung [64]. ZP3-Fragmente, die durch Proteolyse herge-
stellt wurden undan die Plasmamembran des Spermatozoons binden, sind erst dannin
der Lage, die &rosomale Red&tion auszuldsen, wenn sie, z.B. Uber eine Antikérper-
bindung,wieder miteinander verknupt werden [1127. Kopf und Gerton [103 gingen
davon aus, dal3 ZP3 zwei getrennte Bindungsgdellen aufweist, eine fir die primére
Spermatozoenbindung,eine andere fir die Ausldsung cer akrosomalen Reaktion (Abb.
5). Ein 95KDa schweres Protein mit Tyrosinkinase-Aktivitat wird als Spermatozoen-
ligand angenommen, der die &rosomale Reé&ktion triggert und as Zona Rezeptor
Kinase (ZRK) bezachnet wird [32, 54, 113, 165 Inwieweit ZRK alerdings die ihr
zugeschriebene physiologische Rolle bei der akrosomalen Reaktion spielt, wird zur
Zeit kontrovers diskutiert [28, 166, 186].

7ZP3

| |
—_—) —_—)
Spermatozoen-Plasmamembran Spermatozoen-ZP-Bindung

G-Protein

Veranderung der lonen-/
second messenger-Konzentration

akrosomale Reaktion

Abb. 5 Modell zur Spermatozoen-Zona pell ucida-Interaktion. ZP3 besitzt zwel mitein-
ander verknipfte Rezeptormolekile: | fur die primare Spermatozoen-Zona pell ucida-
Bindung; Il fur die Induktion der akrosomalen Reaktion. Modifiziert nach [103].
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Waéhrend der Aktivierung der Oozyte und rach stattgefundener Reaktion der cortikalen
Granula komnt es zu einer Modifikation vonZP3 zu ZP3;, moglicherweise durch eine
Glykosidase aus den cortikalen Granula [193. Dabei ist im Mausmodell weder eine
Anderung cer Molekularmasse von 83KDa noch eine Abweichung abs isoelektrischen
Punktes nachweisbar. Gereinigtes ZP3; besitzt jedoch keine Fahigkeit mehr, an Sper-
matozoen zu hinden und de &rosomale Redktion zu indwzieren [16]. Es werden
dlerdings nicht alle ZP3-Molekile modifiziert, was die Beobadtung erklart, dai3
Spermatozoen auch an de Zona pellucida bereits befruchteter Eizdlen bhinden konren
und dort die akrosomale Reaktion ausgeldst wird [191].

Die dDNA-Sequenz des primdren Spermatozoenrezeptors ZP3 wurde in mehreren
Speazes identifiziert, wobei eine Nucleotidsequenzhomologie avischen 70 und 8%o
ermittelt wurde [35, 36, 82 Das menschliche ZP3-Gen besitzt eine Gréfe von
18300bp und &steht aus 8 Exons [36]. Esist auf dem Chromosom Nr. 7 lokalisiert und
besitzt auf demselben Chromosom ein partielles Duplikat, das POM-ZP3 genannt wird
undfir ein verkirztes ZP3-Protein codiert [189. Das ZP3-Gen der Maus befindet sich
dagegen auf dem Chromosom Nr. 5[121]. Die Aminosduresequenzen der untersuchten
Spezes gimmen zu 6384% Uberein. Die Glykoproteine sind zwischen 415 und 426

Aminosauren lang, das menschliche ZP3-Protein besteht aus 424sénmen [82].

1.4 Klinische Relevanz

1.4.1 Diagnostik und Therapie

Nad den Erhebungen der Volkszéhlung von 1988waren in der damaligen Bundes-
repuldik Deutschland etwa 1,4 Millionen Ehen kinderlos, wovon mehr als 400000
Paae ds ungewollt kinderlos bezachnet werden missen. Maier [125 geht davon aus,
dal? im deutschsprachigen Raum 10-15% aller Partnerschaften ungewollt kinderlos
bleiben. Dies ist zu jeweils 40% auf mannliche, z.B. erektile Dysfunktion, Ejaku-
lationsgdrungen sowie subnamale Anzahl oder Qualitdt der Spermatozoen, kew. auf

welbliche Infertilit &, wie fehlende Folli kulogenese, insuffiziente Lutedfunktion, ab-
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normale Tubenfunktion oder verminderte Eizdlqualitat, zurtickzufihren, zu 20% auf
beiderseitige Unfruchtbarkeit [81].

Aufgrund s shwerwiegenden Leidensdruckes der betroffenen Personen hat die
Weltgesundheitsorganisation mannliche und weibliche Infertilitdt als eigenstandige
Krankheiten definiert, die ds lche behandlungsbedirftig sind. Dabel besitzt die
andrologische und g/nakologische Abklarung mit sich anschlief3ender rationaler
Therapie der infertilen Patienten grof3te Bedeutung [81].

Die ursadilichen Faktoren der idiopathischen Infertilitét betreffend der Gameten-
funktion konrien sich in drei Kategorien einteilen lassen: Spermatozoenfaktor, Eizdl-
faktor und unlegkannter Faktor [41, 93. Die Qualitét eines Ejakulates wird anhand der
wesentlichen Parameter des Spermiogramms ermittelt, der Menge und Konzentration
der Spermatozoen, der progressven Motilitat und Morphdogie [200. Zur Uber-
prifung der Funktionalitét der Spermatozoen stehen Funktionstests zur Verfligung,wie
z.B. der Akrosintest, die Indukion der akrosomalen Reation (ARIC) oder der Hemi-
zona Assay. Bestehen in einem Ejakulat funktionelle oder morphdogische Abnar-
malitéten der Samenzdlen, wird von einem Spermatozoenfaktor ausgegangen. Die
Qualitat der Oozyte wird im Wesentlichen morphdogisch beurtellt, die Funktionalit &t
und Integritét der Eizdlen und ar umgebenden Zona pellucida kann Kinisch zum
heutigen Zeitpunk nur bedingt getestet werden [144]. Eine durch Oozyten bedingte
Infertilitét liegt in der Regel bel einer morphdogisch auffélligen Eizdle vor. In der
Gruppe der unbekannten Faktoren lassen sich weder bel den Spermatozoen nach bei
den Oozyten pathoogische Auffdlli gkeiten nachweisen, dennoch kommt es zu keiner
Fertilisierung d&r Eizdlen. MOgdlicherweise kdnnten dabel u.a. auch immundogische
Prozess von Bedeutung sein. So berichten Clarke @ al. [42] Uber eine primére Infer-
tilitdt durch Anti-Spermatozoen-Antikdrper im weiblichen Genitaltrakt.

Grundage fur eine exakte Diagncstik bildet das Verstehen der physiologischen und
pathophysiologischen Vorgange, die aur Infertilité fuhren. Nur mit dem Verstandns
der elementaren Ablaufe der Befruchtung |8l% sich eine kausale Therapie verfolgen.
Die Entwicklung von Antikdrpern gegen Zona pellucida-Proteine ist die Basis zur
EinfUhrung eines diagnastischen Markers fir die Uberprifung der Funktionalitdt, Inte-
gritét und Reife der Zona pellucida [90, 93,144. Dieser Marker kann eine weitere
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Hilfe im &rztlichen Entscheidungsprozeld dafir sein, welche Form der asgstierten
Reprodukion indiziert und vielversprechend ist. Neben einer homologen intrauterinen
Insemination (IUI), einer konventionellen In witro-Fertilisation (IVF) und einem
intratubaren Gametentransfer (GIFT) stehen weitere moderne Techniken der asss
tierten Fertilisierung zur Verfigung, z.B. die partielle Zona-Dissektion (PZD), das
Zona-Drilling (ZD), die subzonale Spermatozoeninjektion (SUZI) und de intrazyto-

plasmatische Spermatozoeninjektion (ICSI) [3, 72].

1.4.2 Immunkontrazeption

Das Wis®n um die physiologischen Interaktionen von Spermatozoen undOozyten und
das Herstellen vonAntikérpern gegen definierte Antigene bil den aber auch geichzetig
die Basis fur eine relativ neue Forschungsrichtung, de Immunkortrazeption. In
Hinblick auf eine individuelle Familienplanung, aber auch auf die a1 erwartende
Weltbevolkerungsentwicklung, fordert die Weltgesundleitsorganisation seit den sieb-
ziger Jahren de Erforschung dr immundogischen Fruchtbarkeitsregulierung [181].
Ziel ist die Entwicklung eines kontrazeptiven Impfstoffs, der sich aus geazfischen
Spermatozoen-, Zona pellucida- oder Hormon-Antigenen ableitet und sowohl sichere
Schwangerschaftsverhitung als auch vdlige Reversibilitdt und moglichst geringe
Nebenwirkungen gewéhrleistet [34, 59, 14). Aufgrundihrer physiologischen Funktion
als primarer bzw. sekundirer Spermatozoenrezeptor scheinen de Zona pellucida-
Proteine 3 und 2als Antigene aur Erforschung eines kontrazeptiven Vacans geagnet
zu sein [33, 9§. Man erhofft sich duch de Antikdrperblockade der Rezgptormolekiile
eine vollstdndige Behinderung der Spermatozoen-Eizdl-Interaktion und damit eine
artefizielle Infertilitat, die nach Absinken des Antikorpertiters reversibel ist.
Mehrere Studien an Tiermodellen zeigen, dal3 eine &tive Immunisierung mit Zona
pell ucida-Bestandteil en zur Herabsetzung der Befruchtungsfahigkeit fuhrt [2, 130, 160,
161]. Neben lineaen ZP3-Peptidsequenzen wurden auch rekombinante ZP3-Molekile
beziglich ihrer immunogenen Potenz Uberprift [101, 147. Mahi-Brown und Moran
[124 untersuchten ein synthetisch hergestelltes, menschliches ZP3-Peptid, das zur
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Immunisierung von Makaken eingesetzt wurde. Nadh Immunisierung mit einem
rekombinanten humanen ZP3-Molekil trat jedoch bel Marmoset-Affen neben der
Immuninfertilit & eine ovarielle Dysfunktion auf [148. Eine Herabsetzung der Fertilit &t
bei Mé&usen duch eine orale Immunisierung gelang Zhang et a. [21(]. Das eingesetzte
Vacan besteht aus einem attenuierten Salmonellenstamm, der ein murines ZP3-
Molekul produziert.

Die Identifizierung vonZona pell ucida-Bestandtellen, de ane funktionell e Bedeutung
in der Spermatozoen-Eizdl-Interaktion lesitzen, stellt eine wichtige Grundage der
Immunkortrazeption dar. So identifizierten z.B. Gupta € al. [76, 77 sowie Hasegawa
et al. [85] und Koyama ¢ al. [104] Epitope des primédren bzw. sekunddren Sperma-
tozoenrezeptors beim Schwein, de fir die Spermatozoenbindungan de Zona pellucida
verantwortlich sind. Nacdh wie vor besteht die Aufgabe in der Entwicklung eines
kontrazeptiven Vacans, das gegen das Zona pellucida-Protein 2 kzw. 3 gerichtet ist, zu
keiner immundogischen Schadigung dr ovariellen Oozyten, keiner Autoimmun-
Oophaitis oder gestorten Ovarfunktion fihrt und somit in mehreren Saugerspezes

reversibel eingesetzt werden kann [33, 98].

15 Zielstellung der Arbeit

Diese Arbeit hatte die Herstellung pdyklonaler Antikdrper gegen synthetische ZP2-
Peptide aim Ziel. Mit Hilfe dieser Antikorper sollte ZP2 biochemisch charakterisiert,
histochemisch lokalisiert und gegebenenfalls die Funktion definierter ZP2-Domanen
bestimmt werden. Die Antikorper sollten as Marker fur die Présenz von ZP2 einge-
setzt werden und chau beitragen, physiologische und pathoptysiologische Vorgange,
die bei der Penetration des Spermatozoors durch die Zona pellucida von Bedeutung
sind, zu erkennen und zu verstehen.

Anhand bekannter molekularbiologisch isolierter cDNA-Strange und den daraus
abgeleiteten Aminosauresequenzen sollten Peptide synthetisiert werden, de entweder

identisch in ZP2 mehrerer Spezes oder nur in humanem ZP2 vorkommen. Durch
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Immunisierung von Kaninchen mit den entsprechenden Peptiden sollten Antiseren
gewonnen werden, die Antikérper gegen die jeweiligen ZP2-Domanen enthalten.
Arbeitshypothesen waren:

1. dal3 das Antiserum, das gegen das in verschiedenen Spezes identisch vorkommende
Peptid gerichtet ist, sein ZP2-Antigen in den Zonae pellucidae mehrerer Sugerarten
erkennt, wahrend dbs gegen ein humanspezfisches ZP2-Peptid gerichtete Antiserum
nur menschliche Zona pellucida detektiert, und

2. a3 nu in einer Spezes vorkommende ZP2-Doménen Bedeutung fir die Spezes-
spezfitdt haben, und &R hanologe Sequenzbereiche fir spezesiibergreifende Funk-
tionen relevant sind.

Nad Bestimmung der ZP2-Antikorper-Titer gegen ihr synthetisches Peptid im ELISA
sollte immunhistochemisch mit Ovarien urterschiedlicher Spezes untersucht werden,
ob Anti-ZP2-Antikdrper an de Zonae pell ucidae verschiedener Sduger binden und @s
entsprechende antigene Epitop auch im ZP2-Protein erkennen.

Mit Hilfe ener elektrophaetischen Auftrennung vonEizdl- und Zona pellucida
Proteingemischen in einem SDS-Polyaaylamid-Gel sollte weiterhin getestet werden,
ob und welche Proteine mit welchen Molekularmassen von Anti-ZP2-Antiseren
detektiert werden.

In einem weiteren Test, dem Hemizona-Antikorper-Bindungstest, sollte Uberpriift
werden, ob de hergestellten Antiseren nicht nur biochemisch verédnderte Epitope
erkennen, wie zB. nach SDS-Polyaaylamid-Gel-Elektrophaese oder nach immun-
histochemischen Untersuchungen, sondern auch an netives, nicht denaturiertes Zona
pellucida-Protein binden kénnen.

Zur ldentifizierung funktionell bedeutsamer ZP2-Domanen sollte en In vitro-Test, der
Kompetiti ons-Hemizona-Assay, eingesetzt werden. Es Dllte Uberprift werden, obnach
Inkuketion von Zonae pellucidae mit Anti-ZP2-Antiseren de Spermatozoen-
bindungsfahigkeit an de Zona pellucida verringert ist oder nicht. Somit sollte den
durch de Anti-ZP2-Antikorper erkannten Epitopen eine funktionelle Bedeutung kel

der Spermatozoen-Eizell-Interaktion zugeordnet werden.



2 Materialien und M ethoden

2.1 Materialien

(1)
(2)
3)
(4)
(5)
(6)
(7)
(8)
9)

2.1.1 Hersteller und Lieferfirmen

American Dade, Miami, Florida, USA

Amersham, Little Chatfort, GrofRbritannien

Becton Dickinson AcuteCare, Franklin Lakes, New Jersey, USA
Becton Dickinson Labware, Lincoln Park, New Jersey, USA
Bio-Rad, Minchen

B. Braun, Melsungen

Charles-River GmbH, Sulzfeld

Dako GmbH, Hamburg

Diener, Uber Kretschmer Labortechnik, Giel3en

(10) Eppendorf, Hamburg

(11) Eurobio, Raunheim

(12) Glaswerk Wertheim, Wertheim
(13) Hecht, Kiel-Hassee

(14) Heraeus, Hanau

(15) Hero, Berlin

(16) Janke & Kunkel Labortechnik, Staufen
(17) Jouan GmbH, Unterhaching

(18) Kabe, Nimbrecht

(19) Kalensee, Giel3en

(20) Knick GmbH & Co, Berlin

(21) Leitz, Bensheim

(22) Leybold-Heraeus, Hurth

(23) Lucerne, Oakland, CA, USA

(24) Menzel-Glaser, Braunschweig
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(25) Merck, Darmstadt

(26) Millipore Corporation, Bedford, Marghd, USA
(27) Nunc, Kamstrup, Danemark

(28) Pharmacia, Upsalla, Schweden

(29) Riedel-de Haen, Seelze

(30) Roth, Karlsruhe

(31) Schiitt, Gottingen

(32) Serva, Heidelberg

(33) Sigma Diagnostics, Taufkirchen

(34) Spectrum Medical, Houston, Texas, USA
(35) Titertek-Dynatech, Denkendorf

(36) Vogel, Giel3en

(37) WU, Mainz

(38) Zeiss, Frankfurt

2.1.2 Chemikalien und Verbrauchsmaterialien

Acrylamid/Bis (5)

Abstandhalter fur Gel-Elektrophorese-Platten (5)
Ammoniumpersulfat (25)

Biotinylierter Gel-Elektrophorese-Standard (5)
Coomassie-Blau R 250 (32)

Corbit-Balsam (13)
Chrom(lIl)-Kaliumsulfat-Dodecahydrat (25)
Deckglaser (24)

DAB (3,3’-Diaminobenzidin) (33)
Dialyseschlauch (34)

EDC (1-Ethyl-3-(3.Dimethylaminopropyl)-Carbodiimide) (33)
Einmalkanile Microlance 3 (3)

Einmalspritzen 10 ml (6)

24
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Eisessig (25)

Ethanol (29)

Freundsches Adjuvans, komplett und inkomplett (33)

Gelatine (25)

L-Glutamin-Lésung 200mM (33)

Glycerin (25)

Glycin (30)

Mayers saures Hamalaun (33)

Natrium-Hepes (Na-N-(2-Hydroxyethyl)piperazin-N’-2-ethan Sulfonsaure) (32)

Immobilon™-PVDF-Transfermembranen fir Protein-(Western-) Blotting (26)

Isopropanol (25)

Kaliumdihydrophosphat (25)

KLH (Keyhole Limpets (Megathura crenulata) Hemocyanin) (33)

physiologische Kochsalzlésung (6)

Klvetten (12)

LMW (low molecular weight)-Calibration Kit flr Elektrophorese (28)

Luer-Lock-Spritzen (15)

Magnesiumchlorid-Hexahydrat (25)

B-Mercaptoethanol (33)

Methanol (29)

MicroWell-lmmuno-Modue, Polysorb F-16 mit mittelaffiner Proteinbindungskapaztét
und Maxisorb F-20 mit hochaffiner Proteinbindungskapazitat (27)

Mikroklingen 45° Beavét (3)

Mikropipetten SMI Capillaries-D (1)

Milchpulver (23)

Mineralol (33)

Natriumacetat (25)

Natriumchlorid (30)

di-Natriumhydrophosphat (25)

Nutrient Mixture F-10 HAM (33)



Objekttrager (24)

OPD (0-Phenylendiamin-Dihydrochlorid) (33)
Ovalbumin (33)

Paraffin (36)

Pasteur-Kapillarpipetten (37)
Penicillin/Streptomycin-L6sung (11)
Petrischalen 60x15mm, 100x20mm (4)
Poly-L-Lysin-L6sung (33)

Ponceau S (33)

PVP (Polyvinylpyrolidon) (33)

Pyonin Y (33)

Rasierklingenhalter (9)

Reagenzglas FalcBr2095 (4)
Reaktionsgefal3e 1,5ml (10)
Rinderserumalbumin Fraktion V (33)
Bard-Parket Einmalskalpell (3)

Salzsaure (25)

SDS (Natrium-Dodecyl-Sulfat) (33)

Temed (N,N,N’,N’-Tetramethylendiamin) (5)
Tris/HCI (Tris(hydroxymethyl)aminomethanhydrochlorid) (25)
Tween 20 (Polyoxyethylensorbitan-Monolaurat) (33)
Wasserstoffperoxid (25)

Xylol (25)

Zahlkammer nach Neubauer (19)

Zitronensauremonohydrat (25)
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2.1.3 Eingesetzte Antikorper

Anti-Kaninchen-Immunglobuline vom Schwein (8)
Avidin-Meerrettich-Peroxidase-Konjugat (5)
Meerrettich-Peroxidase-markierte Anti-Kaninchen-Gesamtimmunglobuline (2)

Peroxidase-Anti-Peroxidase-Immunkomplex vom Kaninchen (8)

2.1.4 Medien und Pufferldsungen

Chromalaun-Gelatine:
1g Gelatine
0,1g Chrom(lll)-Kaliumsulfat-Dodecahydrat
260ml Aqua dest.

Coomassie-Blau-Farbelosung:
0,25% w/v Coomassie-Blau
10% v/v Eisessig
45% v/v Methanol
45% viv Aqua dest.

Entfarbelbsung fir Coomassie-Blau:
10% v/v Eisessig
45% v/v Methaol
45% viv Aqua dest.

Fixierer fur Silberfarbung:
10% v/v Eisessig
50% v/v Methanol
40% v/v Aqua dest.



HAM'’s F-10 Kulturmedium:
11 Nutrient Mixture F-10 HAM
5ml L-Glutamin-Lésung 200mM
1% v/v Penicillin/Streptomycin-Losung
0,3% w/v Rinderserumalbumin Fraktion V

pH 7,4

Hyperosmolare Salzlésung:
1,5M Magnesiumchlorid-Hexahydrat
0,1% w/v PVP
40mM Natrium-Hepes
pH 7,4

Laufpuffer:
190mM Gilycin
0,1% w/v SDS
25mM Tris/HCI
pH 8,3

Methacarn-Fixierldsung:
60% v/v Methanol
30% v/v Chloroform
10% v/v Eisessig

Natriumacetatpuffer:
50mM Natriumacetat

pH 6,0, eingestellt mit Eisessig



PBS (Phosphate-buffered saline):
120mM Natriumchlorid
4mM Kaliumdihydrophosphat
10mM di-Natriumhydrophosphat
pH 7,4

Probenpuffer:
1% w/v SDS
1,3M Glycerin
5% v/v (3-Mercaptoethanol
0,01% w/v Pyonin Y
50mM Tris/HCI
pH 6,8

Sammelgel (6%ig):
1,33ml 30% wi/v Acrylamid
3,33ml Sammelgelpuffer
1,92ml Aqua dest.
17ul Temed

50ul 10% w/v Ammoniumpersulfat

Sammelgelpuffer:
0,2% w/v SDS
250mM Tris/HCI
pH 6,8

Substratpuffer:
0,2M di-Natriumhydrophosphat
0,1M Zitronensauremonohydrat

pH 5,0



TPBS (Phosphate-buffered saline mit Tween):
0,05% v/v Tween 20 in PBS
pH 7,4

Trenngel (10%iQ):
4,2ml 30% w/v Acrylamid
6,2ml Trenngelpuffer
2,0ml Aqua dest.
17ul Temed

50ul 10% w/v Ammoniumpersulfat

Trenngel puffer:
0,2% w/v SDS
750mM Trig/HCI
pH 8,8

Western-Blot-Puffer:
250mM Glycerin
0,01% w/v SDS
20% v/v Methanaol
40mM Trig/HCI

2.1.5 Gerate

Aldo-Xer-Geltrockner (31)

Axioskop mit Fotoeinheit MC 80 (38)
Begasungsbrutschrank (14)

Digital-pH-Meter 761 Calimatic (20)
Gel-Elektrophoresekammer Mini-Protean [1™ (5)

30
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IKAMAG R RET-Magnetriihrer (16)
IKAR-Schiittler MTS 4 (16)

Inverses Mikroskop Axiovert 100 mit elektrischer Mikromanipulationseinheit (38)
Lyovac GT 2 (22)

Mikrotom 1212 nach Minot (21)
Minifuge RF, Rotor BS4402/A (14)
Mini-Trans-Blot ™-Kammer (5)
Multiscan MCC Elisa-Read®(35)
Power Supply 1000/50Y (5)
Stereomikroskop Wild-Heerbrugg (21)
Trockenschrank (17)

2.1.6 Versuchstiere

Als Versuchstiere aur Herstellung vonAntiseren denten sechs Monate dte, weibliche

weil3e Neuseelander-Kaninchen (7).

2.1.7 Ausgewahlte Peptide

Mit Hilfe des Computerprogramms Predict wurden de Aminosauresequenzen der ZP2-
Proteine von Mensch und Maus [115, 116 auf ihre mdgliche Immunogenitét hin
untersucht [105 und zwei Bereiche mit redhnerisch hoker immunogener Potenz
ausgewahlt (Abb. 6. Es waren dies zum einen ein Sequenzabschnitt, der identisch in
Mensch- und Maus-ZP2 varkommt und als homolog kezechnet werden kann, undzum
anderen eine humane Aminosauresequenz, die von der murinen stark abweicht.
Anhand deser Sequenzen wurden in Kooperation mit Dr. Krause, Ingtitut fir

Molekularbiologie und Tumorforschung, Marburg,
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Peptid 20 mit der in Mensch und Maugmologen Aminosauresequenz
Asp-Pro-Asn-lle-Lys-Leu-Val-Leu-Asp-Asp-Cys-Trp-Ala-Thr-Ser
(Nummern 535-549 der humanen Aminosaurenreste [115, 116])

und Peptid 26 mit ddrumanspezifischen Sequenz
Ser-Tyr-Pro-Asp-Asn-Ser-Tyr-GIn-Gln-Pro-Tyr-Gly-Glu

(in der menschlichen Aminosaurensequenz Nummern 499-511 [115, 116])

nach der Merrifield-Methode [10] synthetisiert.

ZP2-human ZP2-homolog

(499-511) (535-549)

Abb. 6 Skizze der Aminosauresequenz des menschlichen ZP2-Glykoproteins mit
Angabe der ausgewahlten hanologen und huanspezfischen Bereiche. In Klammern
angegeben sind die Nummern der Aminosaurereste innerhalb des Proteins [115, 116].

2.2 Methoden

2.21 Immunisierung und Gewinnung von Antiseren

Je 5mg der synthetisierten Peptide wurden in 0,5m1 Aqua dest. aufgenommen. Danach
wurden je 10mg KLH in 1,5m Aquadest. und 3ng EDC in 0,5m Aqua dest. langsam
dazugegeben undauf einem Magnetrihrer 1h vermischt. Anschlief3end wurden weitere
5mg EDC in 0,5mI Aqua dest. hinzugefiigt, und de Lésung kel Raumtemperatur Uber
Nadt stehen gelassen. Um freies, ungekoppeltes EDC aus der konjugierten Antigen-
|6sung zu entfernen, wurde aschlief?end de ReaktionslGsungin einen semipermeéblen
Dialyseschlauch der Firma Spedrum Medicd geflllt und deimal fur je 5h kel 4°C
gegen 5| Aqua dest. dialysiert.
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Zur Immunisierung der Kaninchen wurde das Peptid-KLH-Konjugat mit komplettem
Freundschem Adjuvans im Verhénis von 12 (v/v) emulgiert. Die stabile Wassr-in-
Ol-Emulsion wurde durch wedhsel seitiges Aufziehen in zwei miteinander verbuncenen
Luer-Lock-Spritzen hergestellt. Pro Kaninchen wurde 1mg Antigenkorjugat para
vertebral intrakutan appliziert.

Die Auffrischungen wurden mit einer Emulsion aus Peptid-KLH-Konjugat und
inkomplettem Freundschem Adjuvans durchgefiihrt. Dabei erfolgte die aste Auf-
frischung 4 Wochen nadh Immunisierung undalle weiteren Auffrischungen in 4
Wochen-Abstanden mit je 1mg Antigen-KLH-Komplex pro Tier.

Zur Kontroll e des Antikorpergehaltes im Blutserum wurde vor der Immunisierung und
je 2 Wochen nach einer Immunisierung duch Punktion der Ohrrandvene Blut
gewonren. Weitere Auffrischungen erfolgten abhéngig vom Titeranstieg und Titer-
verlauf. Das Blut wurde 4h bei Raumtemperatur stehengelassen und dr Uberstand
anschlieffend bei 1000Gadher Erdanziehungskraft fur 7min zentrifugiert. Das Serum
wurde mit Hilfe des Enzyme-linked immunaabsorbent assays (ELISA) auf Gehalt an
Anti-Peptid-Antikdrpern hin urtersucht und der Antikorpertiterverlauf ermittelt. Die

Lagerung der gewonnenen Antiseren erfolgte bei -20°C.

2.2.2 Gewinnung von Eizellen aus Rinder- und Schweineovarien

Die Eierstocke wurden geschledhtsreifen Tieren kwz nadch der Schlachtung im
Schlachthof Gief3en entnommen und in physiologischer Kochsazlésung ke 4°C
transportiert. Die Aufbereitung der Eizdlen erfolgte ca 90min nach Schlachtung der
Tiere. Nach Punktion von 47mm grolen Ovarfollikeln und gtindichem Spllen mit
physiologischer Kochsalzlsung wurde der Folli kelinhalt unter einem Stereomikroskop
bei Raumtemperatur untersucht. Die gewonrenen Eizdlen wurden in PBS umgesetzt
und mit einer ausgezogenen Mikropipette durch mehrmaliges Aufziehen und Aus-
spulen mechanisch von ungebenden Kumuluszdlen befreit. Der Durchmesser der

Mikropipette war dabei um die Halfte grof%er als der einer Eizdle. Die freipréparierten
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Eizdlen wurden dann entweder direkt in einem Versuch eingesetzt oder bis zur

weiteren Verwendung in hyperosmolarer Salzlésung bei 4°C gelagert.

2.2.3 Gewinnung von humanen Eizellen

M enschli che Post mortem-Ovarien wurden vonProf. S. Oehninger, The Jones Institute
for Reproductive Medicine, Department of Obstetrics and Gynewlogy, Eastern
Virginia Medical School Norfolk, Virginia, USA, zur Verfiigung gestellt.

Das ovarielle Gewebe wurde in HAM’s F-10 Kulturmedium gelegt und in ca 5mm
grof¥e Stiicke zekleinert. Nach 24hin einem Begasungsbrutschrank bei 37°C und mit
5% CO, wurde das Gewebe unter einem Stereomikroskop urtersucht und enthaltene
Eizdlen separiert. Diese wurden abschliefiend duch Aufziehen undAuslen in einer
Mikropipette, die im Durchmesser um die Halfte grolier war als eine Oozyte, von den
umgebenden Kumuluszdlen medanisch befreit. Die gewonnrenen Eizdlen wurden bei
4°C in einer hyperosmolaren Sazlésung gelagert [106, woduch de Oozyten ihre
Befruchtungsfahigkeit verloren und somit in spéteren Versuchen eine Befruchtung
ausgeschlossen war.

Auflerdem wurden vonProf. S. Oehninger Gberzahlige, unbefruchtete Eizdlen aus dem
In vitro-Fertili sationsprogramm zur Verfliigung @stellt, die sonst verworfen worden
waren. Sie wurden in hyperosmolare SalzlGsung transferiert und kei 4°C aufbewahrt.
Das Einverstandnis der Patientinnen lag vor; den ethischen undjuristischen deutschen

und US-amerikanischen Vorgaben wurde folgegeleistet.

2.2.4 Isolierung der Zona pellucida

Durch mehrmaliges Aufziehen undAusgpllen der Eizdle in einer Mikropipette, deren

Durchmesser kleiner war als der einer Eizdle, wurde die Zona pell ucida medianisch

er6ffnet. Durch den aufgetretenen Defekt wurde das Ooplasma und der Kern der
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Eizdle ausgewaschen. Die Zona pellucida wurde in PBS gespllt, lyophlisiert und bs

zum Einsatz in einem Immuno-Blot bei -80°C aufbewahrt.

2.2.5 Herstellung von Zona pellucida-Halften (Hemizonae)

Eine Eizdle wurde mit Hilfe @nes inversen Mikroskops mit elektrischer Mikromani-
pulationseinheit exakt halbiert. Durch mehrmaliges Spllen mit einer Mikropipette in
HAM'’s F-10 Kulturmedium wurden de zavel Zona pellucida-Halften von Ooplasma
und Eizdlkernresten getrennt. Die so gewonnenen Hemizonae wurden drekt in Bin-

dungsversuchen eingesetzt oder in hyperosmolarer Salzlésung bei 4°C gelagert.

2.2.6 Ovariengewinnung von Maus, Ratte und Meerschweinchen

Die Ovarien 6 Wochen alter Mause wurden zur Herstellung von Paraffinschnitten
entnommen undin physiologischer Kochsalzlosung kuzzatig bei 4°C gelagert. Die
Eierstocke von Ratten undMee schweinchen wurden vom Hygiene-Institut der Justus-

Liebig-Universitat Giel3en zur Verfligung gestellt.

2.2.7 Herstellung von Paraffinschnitten aus Ovarien

Die Ovarien der verschiedenen Spezes wurden in einer Methacan-Fixierlosung [158
24h lang fixiert und danadh in 96% Ethand und Isopropand fir je 4h dehydriert.
Anschlief3end wurden sie 12hlang in Xylol entfettet undin fltissges Paraffin bel 60°C
fur 8h eingebettet. Nadh abschlieffendem Aushérten des Gewebes fur 12h kei 4°C
wurden mit einem Mikrotom nach Minaot Paraffinschnitte mit einer Schnittdicke von 4
6um angefertigt und auf einen mit Chromalaun-Gelatine beschichteten Objekttrager

getrocknet.
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2.2.8Charakterisierung der Anti-ZP2-Antiseren

2.2.8.1 Titrierung und Titerbestimmungim Enzyme-linked
immunoabsor bent assay (EL1SA)

Um die Produktiion spezfischer Antikdrper im Serum nadhzuweisen, wurde das
ELISA-Testsystem (Abb. 7 angewandt. Die synthetischen Peptide wurden in Aqua
dest. gelést und je 1,5ug Peptid in ein Loch eines Microwell-Immuno-Modus mit
mittelaffiner bzw. hochaffiner Proteinbindungskapaztét pipettiert. Nadh 24hin einem
Trockenschrank bei 37°C wurden de Modue je aveimal fir 5min mit TPBS und ein-
malig mit PBS gewaschen und kraftig ausgeschlagen.

Die MicrowWel-Immuno-Modue mit mittelaffiner bzw. hochaffiner Proteinbindungs-
kapaztat wurden mit 1% (w/v) Rinderserumalbumin-PBS fir 1h pénkubert, um
unspezfische Antikérperbindungen zu verhindern. Mit dem zu testenden Anti-ZP2-
Antiserum wurde ene &steigende Verdinnungreihe mit 1% (w/v) Rinderserum-
albumin-PBS vorbereitet und jeweils 10Qul in eine Vertiefung gegeben. Nadh 1h auf
einem Schuttler bei Raumtemperatur folgten wieder 3 Waschschritte.

Als Zweitantikorper wurden mit Meerettich-Peroxidase markierte Anti-Kaninchen-
Gesamtimmungdobuine der Firma Amersham in einer Verdinnung von B000in 1%
(w/v) Rinderserumalbumin-PBS eingesetzt. Je 100ul Antikorperverdiinnung po Ver-
tiefung wurden fur 1h zur Inkubetion auf einem Schittler belasen und erneut
ausgewaschen. Abschlieffend wurden 10Qul Reaktionsaubstrat (0,5mg/ml OPD gel0st
in Substratpuffer mit 0,036 (v/v) Wasserstoffperoxid) pro Vertiefung einpipettiert.
OPD ist ein Chromogen, das von dam Enzym Peroxidase in eine wasserlosliche,
braunli che Substanz umgewandelt wird. Die Farbregktion wurde nach 20min auf einem
Schittler bei Raumtemperatur mit 50ul 3M Salzsdure égestoppt. Die Extinktion
wurde bei einer Wellenlange von 492m mit einem Multiscan MCC ELISA-Reader®

bestimmt.
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Der Antikorpertiter wurde definiert durch den Extinktionswert des Antiserums, der bei
grofdmoglicher Verdinnung Ubr dem doppelten Maximalwert des entsprechenden

Praimmunserums lag.

1. Beschichtung mit Antigen

2. Waschen ﬂ * TestantikOrper
3. Zugabe des Testantikorpers =

4. Waschen ﬂ

5. Zugabe des Liganden
6. Waschen

7. Zugabe von Chromogen
Chromogen

8. Entwickeln

Abb. 7: Der ELISA-Test (Enzyme-linked immunoabsorbent assay). Nach [157].

2.2.8.2 Immunhistochemie auf Par affinschnitten

Die aif Objekttragern fixierten Paraffinschnitte aus Ovarien verschiedener Spezes
wurden mit Xylol entparaffiniert. Anschlief3end wurden sie schorend gewassert, indem
die Objekttrager durch eine &steigende Alkohdreihe gefuhrt wurden. Nad
5minttigem Waschen in PBS wurden de Ovarschnitte mit einer 3% (v/v) Wasser-
stoff peroxid-L6sung fir 15min Gberschichtet, um die endogenen Peroxidasen in den
Geweben zu inaktivieren. Nadh einem erneuten Waschschritt in PBS wurden de
Schnitte 30min lang mit einer 1% (w/v) Milchpuver-PBS-Losung pénkubert.
Dadurch sollten unspezifische Antikérperbindungen an Proteine verhindert werden.
Anschlieffend wurden de Anti-ZP2-Antiseren bzw. das Préimmunserum in einer
Verdiinnung von B0 mit 1% (w/v) Rinderserumalbumin-PBS auf die Ovarschnitte

pipettiert. Die folgende, einstindge Inkubketion wurde bei Raumtemperatur in einer
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feuchten Kammer durchgefiihrt. Nach dreimaligem Waschen der Schnitte mit PBS fiir
je 5min wurde der Zweitantikorper aufgetragen. Es handelte sich hierbei um Anti-
Kaninchen-Immungdobuine vom Schwein der Firma Dako in einer Verdiinnung von
1:100 in PBS mit 1% (w/v) Rinderserumalbumin. Nach 30min wurde der Zweit-
antikorper entfernt, die Gewebeschnitte gewaschen und mit einem Peroxidase-Anti-
Peroxidase-Immunkomplex, 1:100 verdunnt, fir 30min inkubiert.

Nad erneuten Waschschritten wurden die Objekttrager fir 20min in eine Kuvette mit
Substratlésung (200mg/l DAB in Natriumacdat-Puffer mit 0,036 (v/v) Wassrstoff -
peroxid) gestellt. DAB ist ein Chromogen undwird von cem Enzym Peroxidase in ein
wasserunlosliches, braunlich sichtbares Farbprodukt umgewandelt. Nadh intensivem
Waschen in PBS und Aqua dest. fir je 10min wurden de Gewebeschnitte fir Smin mit
Mayers saurem Hamalaun Ulkerschichtet, um eine Gegenfarbung dbr Zellkerne au
erzielen. Die Ovarschnitte wurden gindich mit Leitungswasser gesplit, in einer
aufsteigenden Alkohdreithe entwéssert und rach Entfettung in Xylol mit Corbit-
Balsam eingededkt. Abschlief3end wurde die Farbungsintensitét der Zona pell ucida und

des Ooplasmas bewertet.

2.2.8.3 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophor ese

Durch eine diskontinuierliche, denaturierende SDS-Polyaaylamid-Gelelektrophaese
nach Laemmli [107 wurden zu testende Proteingemische dektrophaetisch aufge-
trennt. Dabei wurden 10%ige Trenngele sowie 6%ige Sammelgele aur optimalen
Auftrennung dr Proteine angesetzt. Zwel Glasheiben (12x15m) einer Mini-
Protean Gel-Elektrophaesekammer wurden mit Methand entfettet und de
entsprechenden Distanzstdbe mit 0,75mm Dicke engelegt. Die Platten wurden in einen
Stander mit Gummiboden eingespannt, um den urteren Spalt abzudichten. Nad
Einflllen des Trenngels in den Zwischenraum, den de beiden Glasplatten bil deten,
wurde das Gel mit Isopropylalkohd Uberschichtet, um ein Austrocknen des Gels zu
verhindern. Nach 1hwar das Trenngel paymerisiert. Der Alkohd wurde égegossen
und der Spalt mit Aqua dest. gesplilt. Sofort nach Einflllen des Sammelgels wurde en



39

Gelkamm mt 0,75mm Dicke und 10 Geltaschen eingesetzt. Nad 30min
Polymerisation wurde der Kamm entfernt, die Platten in eine Elektrophaesekammer
eingespannt und mit Laufpuffer Glberschichtet.

Jewells 20 isolierte Zonae pellucidae und 20Eizdlen mit Zonae pellucidae vom Rind
wurden lyophylisiert, in 22ul Probenpufer aufgenommen undfir 4min gekocht. Die
Proben wurden in de Geltaschen geflllt. Die Farbfront wurde von dem roten Farbstoff
Pyonin Y gebildet, der in dem Probenpufer enthalten war. Als Molekulargewichts-
marker wurden ein hiotinylierter Gel-Elektrophaese-Standard der Firma Bio-Rad mit
200D, 116KD, 97KD, 66KD, 45kD, 31kKD und 241D sowie an LMW (low moleaular
weight)-Calibration Kit fur Elektrophaese der Firma Pharmada mit 94kD, 67D,
43kD, 30KD, 20kD und 141D eingesetzt. Die Elektrophaese wurde bel einer kon-
stanten Spannung von 10U pro Ge durchgeftihrt. Nach 45min wurde das Gel
entnommen und de aufgetrennten Proteingemische auf eine Immobilon™-Membran

elektrotransferiert.

2.2.8.4 Immuno-Blot

Zur immunhiochemischen Detektion vonin der SDS-Polyaaylamid-Gelelektrophaese
aufgetrennten Proteinen wurde en Immuno-Blot mit Peroxidase-Anti-Peroxidase-

Immunkomplex und dem Chromogen DAB als Nachweismethode durchgefthrt.

2.2.8.41 Western-Blot

Die in der SDS-Polyaaylamid-Gelelektrophaese nadh ihren Molekularmassen
aufgetrennten Proteine wurden duch das Western-Blot-Verfahren auf Immohbilon™-
PVDF-Membranen der Firma Milli pore dektrotransferiert [185. Das im Western-
Blot-Puffer befindiche Gel wurde blasenfrel auf die nach den Herstell erangaben

entsprechend vabereitete Immobilon™-PVDF-Membran gelegt, mit zwei feuchten
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Filterpappen undKunststoff scheiben umgeben undin einer Halterungin de Western-
Blot-Kammer eingehangt. Der Elektrotransfer wurde 70min lang kel einer konstanten
Spannung von 3¥ pro Gel durchgeftihrt. Anschlief3end wurden de Immohbilon™-
Membranen entnommen, 10min in Filterpapier getrocknet und Glker 10min mit einer
2%igen Ponceas S-Losung geféarbt. Ein Transfer der Proteine aus dem Gel auf die
Immobilon™-Membran konrte nach Auswaschen des tberschiissgen Farbstoff es mit
Aqua dest. duch de Rotfarbung dr Proteinbanden auf der Immohbilon™-Membran
nachgewiesen werden. Zur Korntrolle, ob de aifgetrennten Proteine vollsténdig
elektrotransferiert wurden, wurde mit dem Gel eine Coomasse-Blau-Farbung duchge-
fuhrt. Dazu wurden de Gele fur 30min in eine 0,25%ige Coomasse-Blau-Farbel 6sung
gelegt. Nadh anschlieffender 16stiindger Entfarbung mit Entférbel6sung waren keine
oder nur sehr geringgadig blau geférbte Proteinbanden zu erkennen, was fir einen
nahezu kompletten Transfer der Proteine sprach. Die Immobilon™-Membranen
wurden anschlief3end zur immunhkiochemischen Identifizierung der Proteine engesetzt

oder bei Raumtemperatur aufbewahrt.

2.2.8.4.2 Immunbiochemische Identifizierung von

Proteinen

Die Immobilon™-Membranen mit den aufgetrennten Proteinen wurden fir 30min in
Methacan-Fixierlosung fixiert, 5min mit Aqua dest. gewaschen undanschlief3end kei
Raumtemperatur in 0,2% (v/v) Tween 20/PBS gelegt.

Nadh 2hwurden de Immobilon™-Membranen fur 1h mit den zu testenden Anti-ZP2-
Antiseren inkubert, de auvor mit 0,26 (v/v) Tween 20 in PBS 1:50 lzw. 1:100
verdinrt wurden. Danadh wurden de Immobilon™-Membranen dreimal fir 10min in
dem beschriebenen TPBS-Puffer gewaschen, um ungebundene Antikorper zu ent-
fernen. Als Zweitantikdrper wurden Anti-Kaninchen-lmmungobuine vom Schwein
der Firma Dako eingesetzt, die 1:1000in PBS mit 0,26 (v/v) Tween 20 \erdinrt
waren und fur 30min auf den Immobilon™-Membranen belassen wurden. Nad

erneuten, wie oben beschriebenen Waschschritten wurden de Immobilon™-Membra-
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nen mit dem Peroxidase-Anti-Peroxidase-lmmunkamplex von Dako in einer Ver-
dinnung von 1000 in 0,260 (v/v) Tween 20PBS fur 30min inkubiert und
anschlie3end wieder dreimal in 0,2% (v/v) Tween 20/PBS gewaschen.

Die Immobilon™-Membranstreifen mit den elektrotransferierten Proteinstandards
wurden statt einem Erstantikorper, dem Zweitantikorper und dem Peroxidase-Anti-
Peroxidase-lmmunkamplex einem Avidin-Meerettich-Peroxidase-Konjugat der Firma
Bio-Rad in einer Verdiinnung von B0O0Ofur 75min ausgesetzt und entsprechend dei-
mal je 10min gewaschen.

Als Substratlésung dente 200mg/l DAB in Natriumacdat-Puffer mit 0,036 (v/v)
Wassrstoff peroxid, de nach 20mindtiger Inkubation der Immobilon™-Membranen
die spezfisch mit Anti-ZP2-Antikérpern detektierten Proteinbanden braun sichtbar
madte. Abschlief3end wurden de Immobilon™-Membranen 10min in Aqua dest. ge-

waschen und archiviert.

2.2.8.5 Hemizona-Antikérper-Bindungstest

Die Hemizonae wurden duch je 15maliges Aufziehen und Ausgpllen mit einer
Mikropipette in HAM's F-10 Kulturmedium gewaschen. Anschlief3end wurden sie auf
einem mit Poly-L-Lysin-Ldsung leschichteten Objekttrdger so angetrocknet, dald de
Schnittflache der Hemizonae unten zu liegen kamen. Die Rehydrierung erfolgte mit
PBS fur 20min bei Raumtemperatur, ebenso de sich anschlief¥enden Schritte. In einer
feuchten Kammer wurden dann de habierten Zonaepell ucidaemit einer 3%igen (w/v)
Rinderserumalbumin-PBS-L6sung fur 2h pdinkukiert. Nadh Entfernen dieser Lésung
wurden 3Qul des zu testenden Antiserums auf eine Zona pellucida-Héafte gegeben,
wobei die korresponderende Hemizona mit der gleichen Menge des Prammunserums
inkubiert wurde. Die Anti-ZP2-Antiseren wurden dazu mit 1%iger (w/v) Rinderserum-
albumin-PBS 1:25 kzw. 1:100 werdinrt und fir 1h bei Raumtemperatur auf der
Hemizona belassen. Nadh dreimaligem Waschen fir jeweil s 5min in PBS wurden 3Qul

des Zweitantikorpers auf jede Zona pell ucida-Héalfte pipettiert. Dabei handelte es sch
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um Anti-Kaninchen-lmmungobuine vom Schwein der Firma Dako in ener Ver-
dinnung von 2100 mit 1%iger (w/v) Rinderserumalbumin-PBS. Nadch 30min wurden
die Objekttrager dreimal mit PBS fir je 5min gewaschen. Anschlief3end wurden 3Qul
einer Peroxidase-Anti-Peroxidase-lmmunkamplex-Lésung, 1100 mit 1%iger (w/v)
Rinderserumalbumin-PBS verdinrt, auf jede Hemizona gegeben und fir 30min
inkubiert. Nadh erneuten Waschschritten wurden die Objekttrdger fir 20min in eine
Glasklvette mit Reaktionsaubstrat (200mg/l DAB in Natriumaceat-Puffer mit 0,03%
(v/iv) Wasserstoff peroxid) gestellt. Daraufhin wurden de Hemizonae grindich mit
PBS und Aqua dest. gewaschen, in einer aufsteigenden Alkohdreihe schorend
entwassert und rach Entfetten in Xylol mit Corbit-Balsam eingededkt. Abschlief3end
wurde mit Hilfe anes Axioskops der Firma Zeiss die Braunfarbung dr Zona
pellucida-Héften beurtellt, die ds Nadweis gezfischer AntikOrper nadh stattge-
fundener DAB-Peroxidase-Reaktion fungierte.

Durch zwei unabhangige Untersucher wurde ohre Kenntnis der Zugehorigkeit zur
Test- oder Kontroll-Gruppe die Farbungsintensitét in einer Skalavon Obis 10 bewertet.
Innerhalb der verbuncdenen Versuchsanordnung erfolgte die statistische Auswertung
mit einem Zwei-Stichproben-t-Test unter Zuhilfenahme des Software-Programmes
GraphPad InStat tm. Da die Kontroll-Gruppe keine spezfische Anférbung zeigte und
somit als Ausgangswert diente, konrte a@ne anseitige Analyse gewdahlt werden. Die
Nullhypothese (Hp) ging davon aus, da3 es zu keiner Veranderung cer
Farbungsintensitdt der Hemizonae durch de Inkubation mit Anti-ZP2-Antikorpern
kommt. Ergab de statistische Analyse fur Hy eine Wahrscheinlichkeit P<0,05, so
wurde die Nullhypothese verworfen und de Alternativhypothese (H;) angenommen.
Die vermehrte Anfarbung a&r Hemizonae in der Test-Gruppe wurde ds dgatistisch
signifikant gewertet.

In Abb. 8 ist der Ablauf des Hemizona-Antikorper-Bindungstest durch ein Fluls

diagramm zusammengefal3t schematisch dargestellt.
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Hemizona-Antikorper-Bindungstest

Eizele

Teilung der Zona pellucida in gleiche Halften
Gewinnung der Hemizonae (HZ)

AR
| |

Trocknen auf Poly-L-Lysin-beschichteten Objekttragern

g\

Test-HZ Kontrol-HZ
+ Anti-ZP2- + Praimmun-
Antiserum serum

| |

Nachweis spezifischer Antikérper-Bindung durch
Anti-Kaninchen-Immunglobuline, Peroxidase-Anti-Peroxidase
und DAB als Substrat

Auswertung: Farbungsintensitat (Skala O bis 10)

Abb. 8: Schematische Darstellung des Hemizona-Antikorper-Bindungstests.

2.2.9 Funktionelle Sper matozoenbindungstudien mit dem

Kompetitions-Hemizona-Assay

Beim Kompetitions-Hemizona-Assy handelt es sch um eine modifizierte Form des

Hemizona-Assays. Letzterer wurde von Burkman et a. [31] fur das menschliche Sys-
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tem entwickelt und ermdglicht es, das Bindungverhaten von Spermatozoen eines
Patienten mit dem von Spermatozoen eines gesichert fertilen Spenders zu vergleichen.
Dabel wird eine Hemizona mit dem Patientengakulat inkubert, wahrend de
korresponderende Haélfte dem Ejakulat des fertilen Spenders ausgesetzt wird.
Abschlief3end werden de gebundenen Spermatozoen ausgezdilt (siehe Abb. 9 und
somit geprtift, ob dbs Bindungvermégen der Patientenspermatozoen dem der Spender-
spermatozoen entspricht.

Beim Kompetitions-Hemizona-rAssay werden hingegen beide Hemizonae mit dem
identischen Ejakulat eines gesichert fertilen Spenders inkuhert, wobel eine Zona
pellucida-Héfte zawvor mit einem Anti-ZP2-Antiserum behandelt wurde. Das
experimentelle Design des humanen Hemizona-Assays wurde in Anlehnungan ein In

vitro-Fertilisationsprogramm fir Rinder [26] an das bovine System adaptiert.

Abb. 9: Rasterelektronenmikroskopische Aufnahme einer bovinen Hemizona mit an
der konvexen Aul3enseite gebundenen Rinder-Spermatozoen.
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2.2.9.1 Vorbereitung der Spermatozoensuspension

Es wurde kryokorserviertes Ejakulat eines Bullen der Zentralbesamungsdation Gief3en
eingesetzt, dasin 20Qul Portionen mit jeweil s 20 Milli onen Spermatozoen in flissgem
Stickstoff gelagert wurde. Pro Versuchsansatz wurden zwei Spermaportionen in einem
Wasserbad bei 38,5 C aufgetaut, mit 6ml vorgewdrmtem HAM'’s F-10 Kulturmedium
verdunrt und fir 5min bei 500facher Erdanziehungskraft zentrifugiert. Das Sediment
wurde nochmals mit 6ml Medium verdiinrt und wie oben beschrieben zentrifugiert.
Das © gewonrene Sediment wurde mit HAM’s F-10 auf 1,5ml aufgefillt. Die Anzahl
der in der Suspension enthaltenen Spermatozoen wurde mit Hilfe ener Neubauer-
Zahlkammer bestimmt. AnschliefRend wurde die Suspension mit Kulturmedium so
verdinrt, dal3 500000motile Spermatozoen/ml enthalten waren. Die Spermatozoen-
suspension wurde in einem Begasungsbrutschrank bel 38,5C 3h lang mit 5% CO,

begast, um die Kapazitation der Spermatozoen zu ermdglichen.

2.2.9.2 Inkubation der Hemizonae

Die Zona pellucida-Halften wurden mit einer Mikropipette je 15ma in HAM’s F-10
Kulturmedium durch Aufsaugen und Ausgpilen gewaschen. Eine Hemizona wurde
anschlieffend mit 100ul Antiserum, das in HAM’s F-10 130 wverdunrt war, in eéinem
Brutschrank bei 38,5C und mit 5% CO,-Gehalt inkubiert. Die korresponderende
Hafte wurde ds Kontrolle in einen 10Qul Tropfen, der nur Medium oder ein anderes
Anti-ZP2-Antiserum in einer 1:30 Verdinnungenthielt, pipettiert und in den Brut-
schrank gestellt. Um einen Fllssgkeitsverlust durch Verdurnstung zu vermeiden, wur-
den de die Hemizonae @thaltenden Tropfen mit Mineraldl Gberschichtet. Nadch 2h
Inkuketion wurden beide Hemizonae mit einer Mikropipette entnommen undjewells

15-mal in HAM’s F-10 gewaschen.
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2.2.9.3 Coinkubation und Ermittlung des Hemizona-1 ndexes

Sowohl die mit dem zu testenden Antiserum inkubierte Hemizona ds auch de ar
Kontrolle unbehandelte bzw. mit einem anderen Antiserum inkubierte korresporn
dierende Hélfte wurden in je @nen Tropfen mit 100ul der vorbereiteten Spermatozoen-
suspension transferiert und mit Mineraldl bededkt. Die Coinkubetion wurde in einem
Begasungsbrutschrank bei 38,5C und mit 5% CO,-Gehalt durchgefuhrt. Nadh 4h
wurden beide Zona pell ucida-Halften mit einer Mikropipette, deren Durchmesser etwa
dem einer Hemizona entsprach, jeweils 15-mal gewaschen. Die beim Aufsaugen und
Ausulen aufgetretenen Scherkréafte waren dabel so grol3, &if3 locker oder nur ober-
fladlich gebundene Spermatozoen abgespllt wurden. Nur sehr fest gebundene
Spermatozoen verblieben an der Hemizona und wurden urter einem inversen
Mikroskop ausgezéilt. Die Ergebnisse wurden ohre Kenntnis der jewelligen Vorbe-
handung der Hemizonaevon zwel voneinander unabhéngigen Untersuchern ermittelt.
Zur Interpretation der Ergebnisse wurde der Hemizona-Index errechnet, der definiert
ist s 100-mal dem Quatienten aus der Anzahl der Spermatozoen, de an de mit
Antiserum inkuhierte Hemizona gebuncen haben, und @r Zahl der an die korrespon
dierende Kontroll-Halfte gebundenen Spermatozoen.

Kommt es zu keiner Beanflusaung ds Bindungverhaltens durch de Anti-ZP2-
Antikorper, so liegt der Hemizona-Index bel 100 (Null hypothese Hp). Da die Auswir-
kungen der Antikorper-Inkubetion nicht vorhersehbar bzw. einschréankbar waren,
wurde aur statistischen Analyse der Hemizona-Indices ein zweiseaitiger t-Test gewahlt
und mit dem Computerprogramm GraphPad InStat tm durchgefuhrt. Lag de
Wahrscheinlichkeit fir Hy P<0,05,so wurde die Null hypaothese verworfen. Stattdessen
wurde von einer statistisch signifikanten Beanflusaung der Spermatozoenbindungan
die Hemizonae aisgegangen (Alternativhypothese H;). Ein Hemizona-Index <100
gprach fur eine Verminderung, >100 fur eine Erh6hung @ Spermatozoen-
bindungskapazitat.

Der Ablauf des Kompetitions-Hemizona-Assay ist in Abb. 10 duch ein FluRdagramm

schematisch zusammengefal3t.
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Abschlief3end wurden beide Hemizonae aif einem mit Poly-L-Lysin beschichteten
Objekttrager mit der Schnittflache nadh urten angetrocknet und der Hemizona-
Antikorper-Bindungstest (entsprechend 2.2.8.5) durchgefiihrt.

Kompetitions-Hemizona-Assay

Eizelle

|

Teilung der Zona pelucida in gleiche Hélften
Gewinnung der Hemizonae (HZ)

) <&

Test-HZ Kontrol-HZ

+ Anti-ZP2- ohne bzw. + anderem
Antiserum Antiserum

| |

Coinkubation mit Spermatozoen

IS

Zahlen der an die HZ gebundenen Spermatozoen
Bestimmung des Hemizona-indexes (HZ)

Spermatozoen an Test-HZ
HZl = x 100
Spermatozoen an Kontroll-HZ

Abb. 10: Schematische Darstellung des Kompetitions-Hemizona-Assays.
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3 Ergebnisse

3.1 Eingesetzte, synthetisch hergestellte Peptide

Die dDNA-Sequenz und de daraus abgeleiteten Aminosduresequenzen des ZP2-
Proteins verschiedener Spezes snd kekannt [82, 115, 116 Mit einer Computeranalyse
wurden Peptidsequenzen ermittelt, die im menschlichen Modell as potentiell
immunogen bewertet wurden. Entsprechend deser Sequenzen wurden zwel Peptide
synthetisch hergestellt. Zum einen weist Peptid 20 eine Aminosauresequenz auf, die
eine sehr groflRe Ubereinstimmunginnerhalb der unterschiedlichen Spezes besitzt (Tab.

), d.h. einen homologen Bereich darstellt.

Tab.|: Vergleich der humanen ZP2-Aminosauresequenz (homologes Peptid 20, Ami-
nosdurereste Nr. 535549 mit entsprechenden ZP2-Aminosauresequenzen
anderer Spezies

Mensch | Asp | Pro| Asn | lle | Lys | Leu| Val | Leu| Asp | Asp| Cys | Trp | Ala | Thr | Ser

M aus Asp | Pro| Asn | lle | Lys | Leu| Val | Leu| Asp| Asp | Cys| Trp | Ala | Thr | Ser

Schwein | Asp | Pro| Asn | lle | Lys | Leu| Val | Leu | Asp| Asp | Cys| Trp | Ala | Thr | Ser

K atze Asp | Pro| Asn | lle | Lys | Leu| Val | Leu| Asp| Asp| Cys| Trp | Ala | Thr J Pro

Hund Asp | Pro| Asn | lle | Lys | Leu| Val | Leu| Asp| Asp| Cys| Trp | Ala | Thr J Pro

Kanin- | Asp | Pro| Asn | lle | Lys | Leu] Ala ] Leu| Asp| Asp| Cys| Trp | Ala | Thr | Ser
chen

Hervorgehoben sind de von der humanen ZP2-Peptidsequenz abweichenden
Aminosaurereste [82, 115, 116].

Zum anderen zeigt Peptid 26 go6fRere Abweichungen in den entsprechenden

Aminosauresequenzresten nichtmenschlicher Spezes (Tab. II) und ist damit als
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spezespezfisch definiert. Die @ngesetzte ZP2-Peptidsequenz kommt nicht in den in
Tab. Il aufgefiihrten Spezes ndern nur im humanen ZP2-Protein vor. Uber die ZP2-
Aminosauresequenzen in anderen Spezes, wie zB. die des bovinen ZP2, war zum

Zeitpunkt der Untersuchungen nichts bekannt.

Tab.ll: Vergleich der humanen ZP2-Aminosduresequenz (humanspezfisches Peptid
26, Aminosaurereste Nr. 499511) mit entsprechenden Aminosauresequenzen
anderer Spezies

M ensch Ser | Tyr | Pro| Asp| Asn| Ser| Tyr [ GIn | GIn | Pro | Tyr | Gly | Glu

M aus Thr | Tyr | Pro| Asp] GIn | Ser| Tyr | GIn} Arg ] Pro | Tyr | Arg ] Lys

Schwein | Thr | Tyr | Pro | Asp| Asn] Ala| Tyr JLeu] GIn [ Pro| Tyr | Gly | Asp

K atze Thr | Tyr | Pro | Asp] Lys| Ser| TyrJLeu] GIn | Pro| Tyr | Gly | Glu

Hund Thr | Tyr | Pro| Asp] Lys| Ser| Tyr J Leu ] Arg ] Pro| Tyr | Gly | Asp

K anin- Thr | Tyr | Pro| Asp| Glu | Ser| Tyr | GIn [ GIn | Pro | Tyr | Arg | Va
chen

Hervorgehoben sind de von der humanen ZP2-Peptidsequenz abweichenden
Aminosaurereste [82, 115, 116].

Die synthetisch hergestellten Peptide mit homologer bzw. humanspezfischer Amino-
sauresequenz wurden jewells zur Immunisierung weil3er Neusedander Kaninchen und
im ELISA zur Adsorption in MicroWell-Immuno-Moduen mit mittelaffiner und

hochaffiner Bindungskapazitat verwendet.
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3.2 Gewonnene Anti-ZP2-Antiseren

Die Anti-ZP2-Antiseren, de gegen de homologe Peptidsequenz mit der hohen
Ubereinstimmung cer Aminosiauresequenzen der verschiedenen Spezes (Peptid 20
gerichtet sind, werden alsS ZP2-20undAS ZP2-21bezeichnet.

Die gegen das Peptid mit humanspezfischer Aminosauresequenz (Peptid 26
gerichteten Anti-ZP2-Antiseren werd&$ ZP2-26bzw.AS ZP2-27genannt.

3.3 Bestimmung der Anti-ZP2-Antikorpertiter im ELISA

Zwei Wochen nach der ersten Auffrischungwurde der Antikorpergehalt der Antiseren
orientierend im ELISA bestimmt. Die Bewertung dr AntikOrperbindung an das
adsorbierte Peptid wurde im Vergleich zu den entsprechenden Prdimmunseren als
Negativkontrollen durchgefihrt.

Die Extinktionswerte der Titrationsreihen gemessen bei einer Wellenldnge von 492m
in Abhangigkeit vom Verdinnungfaktor sind in Abb. 11 und 12 atgestellt. Die
unterschiedliche Immunre&ktivitat gegentiber den synthetischen Peptiden zwischen
Anti-ZP2-Antiseren und eén Prammunseren im ELISA ist deutlich zu erkennen. Die
Antigenerkennung @r gewonrenen Antiseren ist titrationsabhéngig. Bei den Negativ-
kontrollen hingegen liegen keine Abhdngigkeiten der Extinktionswerte von den Ver-
dinnunggufen vor. Die Extinktionswerte der Préimmunseren liegen nur unwesentlich

Uber dem Leerwert.
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Verdinnung 1:

Abb. 11 Abhéngigkeit der Extinktionswerte bei 492mm (Ordinate) von cen
Verdinnungdufen (Abszise) der Anti-ZP2-Antiseren AS ZP2-20 und AS ZP2-21
und der entsprechenden Praimmunseren Pl 20 kezw. Pl 21. Eingesetzt wurden 1,59
Peptid 20 pro Vertiefung in Immuno-Modulen mit hochaffiner Bindungskapazitat.

Bei den Antiseren liegt das Maximum der Immunre&ktivitét von AS ZP2-26 undAS
ZP2-27 mit dem Peptid 26 deutlich horer as das der Antiseren AS ZP2-20 oder AS
ZP2-21 mit dem Peptid 20.Aus diesem Grundwurden bei AS ZP2-20 undAS ZP2-21
Immuno-Modue mit hochaffiner Peptid-Bindungskapaztét eingesetzt. Bel AS ZP2-26
und AS ZP2-27 waren Modue mit mittelaffiner Bindungkapaztét zur Titerbe-
stimmung ausreichend. Der Abfall der Extinktionskurven bel den Antiseren AS ZP2-
20 und AS ZP2-21 werlauft etwas flacher als bei AS ZP2-26 und AS ZP2-27, de
Maximalwerte der Extinktionen liegen bei AS ZP2-20 und AS ZP2-21 trotz des
Einsatzes hochaffiner Immuno-Modue deutlich nedriger. AS ZP2-20 welist bel einer
Verdiinnung von #00 eine Extinktion urter 0,5 auf; AS ZP2-21 erreicht diesen Wert
bei einer Verdiinnung von BO0O0. Die Anti-ZP2-Peptid-AntikOrpertiter liegen bel AS
ZP2-20 kel 1:800, k& AS ZP2-21 bai 1:400. Im Gegensatz dazu werden Extink-

tionswerte unter 0,5 ke dem Antiserum AS ZP2-26 erst ab einer Verdiinnung von
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1:6400, & ASZP2-27 ab 1:3200erreicht. Die Antikorpertiter wird beil AS ZP2-26 mit
1:6400 errechnet, der Titer des Antiserums AS ZP2-27 liegt bei 1:3200.

AS ZP2-26

—

Pl 26

- K-

AS ZP2-27

Extinktion

@-d"%—““-ﬁé‘““-%nnz%ﬂn-W——-m—-n.— m
50 100 200 400 800 1600 3200 6400 12800 25600

Verdlinnung 1:

Abb. 12 Abhéngigkeit der Extinktionswerte bei 492mm (Ordinate) von cen
Verdinnungdufen (Abszise) der Anti-ZP2-Antiseren AS ZP2-26 und AS ZP2-27
und der entsprechenden Praimmunseren Pl 26 kezw. Pl 27. Eingesetzt wurden 1,59
Peptid 26 pro Vertiefung in Immuno-Modulen mit mittelaffiner Bindungskapazitat.

Um Kreuzredktionen auszuschliel3en, wurden de Anti-ZP2-Antiseren im ELISA mit
nicht relevanten synthetischen Peptiden getestet und de Extinktionswerte emittelt.
Alle ai testenden Anti-ZP2-Peptid-Antiseren zeigen aus<chli efdlich eine Bindungan ihr

entsprechendes Antigen, Kreuzretionen konren nicht nadhgewiesen werden (nicht

gezeigt).
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3.4 Immunhistochemische | dentifizierung von ZP2 auf Par affinschnitten

Zur weiteren Charakterisierung cer gewonrenen Anti-ZP2-Antiseren wurden dese auf
fixierten Paraffinschnitten aus Ovarien verschiedener Saugerspezes eingesetzt. Dabel
wurden Ovargewebeschnitte von Rind, Mensch, Schwein, Maus, Measchweinchen
und Ratte jeweils mit den Antiseren AS ZP2-20 und AS ZP2-21 sowie mit den
Antiseren AS ZP2-26 undAS ZP2-27 inkubert. Als Negativkontrollen denten Pr&
immunseren. Alle Seren wurden in einer Verdinnung von 50 in PBS mit 1% (w/v)
Rinderserumalbumin eingesetzt. Nadh Zugabe von Anti-Kaninchen-Immungobuinen
vom Schwein, einem Peroxidase-Anti-Peroxidase-lmmunkamplex und DAB as Sub-
strat kam es an den Stellen von Antigen-Antikorper-Reaktionen zu einer ausgepragten

Braunfarbung.

Auf Paraffinschnitten aus Rinderovarien zeigen de angesetzten Seren folgendes
Farbeverhalten:

Das Anti-ZP2-Antiserum AS ZP2-20, s gegen de Aminosduresequenz mit sehr
hoher Ubereinstimmung in verschiedenen Saugerspezes gerichtet ist, markiert die
Zona pellucida und fuhrt zu einer positiven Anférbung (Abb. 13A, Nr. 1). Deutlich
braun angeférbt sind ebenso Strukturen, de strahlenartig in das umgebende ovarielle
Gewebe zehen (mit « markiert). Die Inkubation mit AS ZP2-21 fuhrt gleichfalls zu
einer positiven Reaktion der Zona pellucida nadh Immunperoxidase-Regktion (nicht
gezeigt).

Eine stark pasitive Reaktion vonAS ZP2-26 mit der Zona pellucida ist auf Rinder-
ovarschnitten zu verzeichnen (Abb. 13\, Nr.2), obwohl das Antiserum gegen eine ds
humanspezfisch definierte Aminosduresequenz gerichtet ist. Hingegen kammt es nach
Einsatz von AS ZP2-27, s gegen das identische humanspezfische Peptid gerichtet
ist, aber in einem anderen Kaninchen generiert wurde, zu keiner nachweisbaren
Redaktion mit Zonabestandteil en (nicht gezegt). Das Praimmunserum Pl 20 (Abb. 13,
Nr. 3) und dbs Préimmunserum Pl 26 (nicht gezegt) weisen keine Anféarbung dr Zona

pellucida auf. Immunregktionen im Bereich des Ooplasmas oder anderer Strukturen des
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Ovars werden mit keinem der engesetzten Anti-ZP2-Peptid-Antiseren oder

Kontrollseren beobachtet.

Auf Paraffinschnitten menschlicher Ovarien stellt sich de Zona pellucida nadc
Inkubetion mit dem Anti-ZP2-Antiserum AS ZP2-20 als gark braun gefarbter Ring dar
(Abb. 13, Nr.4). Wie auch beim bovinen Ovarschnitt werden Auslaufer, die in das
umliegende Gewebe zehen, vonAS ZP2-20 markiert («), jedoch ist die Intensitéat der
Farbung leim Menschen schwader und de geféarbten Strukturen etwas weniger stark
ausgepragt. Im Gegensatz zu bovinen Oozyten wird das Ooplasma der menschlichen
Eizdlen hanogen braunlich angeféarbt. Die menschliche Zona pell ucida zegt nach dem
Einsatz von AS ZP2-21 eine stark pasitive Reation, wobel das Ooplasma ungeféarbt
bleibt (nicht gezeigt).

Das Antiserum AS ZP2-26, s gegen de humanspezfische Aminosduresequenz
gerichtet ist, fihrt zu einer sehr stark positiven Redktion auf der humanen Zona
pellucida (Abb. 13, Nr. 5). Insbesondere hier, aber auch auf anderen Schnitten,
erscheint die Zona pellucida ds bilamellarer oder multil amellarer Ring angeférbt.
Auch AS ZP2-27 ze gt eine positive Braunférbung dr Zona pellucida, jedoch ist die
lamellére Struktur weniger stark ausgeprégt (nicht gezegt). Das Ooplasma weist in
beiden Fallen keine spezfische Farbung auf. Die ds Negativkontrollen eingesetzten
Praimmunseren Pl 20 (Abb. 13A, Nr. 6) und Pl 26 (nicht gezegt) fihren weder auf der

Zona pellucida noch im Ooplasma zu einer Farbreaktion.

Auf Paraffinschnitten aus Schweineovarien ist die Zona pell ucida sowohl mit AS ZP2-
20 as auch mit AS ZP2-26 als sark braun gefarbter Ring um die Eizdle au erkennen
(Abb. 13A, Nr. 7 und §. Auch hier zeigt sich, dal3 AS ZP2-26 de Zona pellucida ds
multil amell &ren Ring markiert. In Analogie aim Rinderovar kommt es ebenfall s beim
Schwein zu einer Bindung vonAS ZP2-26-Antikorpern an de Zona pellucida, obwohl
dieses Antiserum gegen ein a's humanspezfisch bezachnetes Peptid gerichtet ist. Das
Ooplasma wird von lkeinem der beiden Anti-ZP2-Antiseren erkannt. Die Antiseren AS
ZP2-21 undAS ZP2-27 (nicht gezegt) sowie die Praimmunseren Pl 20 (Abb. 13, Nr.
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9) und Pl 26 fuhren im porcinen Ovar weder im Ooplasma noch auf der Zona pell ucida
zu einer Anfarbung.
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Abb. 13,Tell A: Immunre&tivitét der Anti-ZP2-Antiseren AS ZP2-20 (1, 4, j undAS
ZP2-26 (2, 5, § sowie des Prammunserums Pl 20 (3, 6,9) auf Ovargewebeschnitten
von Rind (1, 2, 3), Mensch (4, 5, 6) und Schwein (7, 8, 9).
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Auf Mausovarschnitten markieren AS ZP2-20-Antikorper sowohl die Zona pellucida
als auch das Ooplasma und flhren zu einer starken Braunfarbung keider Strukturen
(Abb. 138, Nr. 10. Nad Inkubation mit AS ZP2-21 zeigt sich nach Immun
peroxidase-Reektion eine stark positive Markierung der Zona pellucida und eine
positive Anfarbung des Ooplasmas (nicht gezeigt).

Mit den gegen de humanspezfische Aminosduresequenz gerichteten Antiseren AS
ZP2-26 (Abb. 138, Nr. 11) und AS ZP2-27 (nicht gezegt) kommt es zu keiner
Immunreaktion mit Maus-Zona pellucida oder mit Maus-Ooplasma. Das Praimmun-
serum Pl 20 (Abb. 13, Nr. 12 fuhrt zu keiner Farbung ar untersuchten Strukturen

des ovariellen Gewebes.

Abb. 13,Teil B: Immunre&ktivitdt der Anti-ZP2-Antiseren AS ZP2-20 (10, 13 undAS
ZP2-26 (11, 19 sowie des Prammunserums Pl 20 (12, 15 auf Ovargewebeschnitten
von Maus (10, 11, 12) und Meerschweinchen (13, 14, 15).
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Der Einsatz von AS ZP2-20 auf Paraffinschnitten von Measchweinchenovarien fuhrt
zu einer sehr starken Braunfarbung ar Zona pellucida (Abb. 138, Nr. 13). Ebenfalls
braunlich angefarbt werden Kleinere, auslauferartige Strukturen (mit < markiert). Die
Antiseren AS ZP2-21 (nicht gezaqgt), AS ZP2-26 (Abb. 138, Nr. 14 und AS ZP2-27
(nicht gezagt) zeigen keine Anfarbung ar Zona pellucida. Das als Negativkontrolle
eingesetzte Praimmunserum Pl 20 fuhrt ebenfalls zu keiner spezfischen Farbreaktion
(Abb. 138, Nr. 15. Weder die angesetzten Anti-ZP2-Peptid-Antiseren nach de
Kontroll seren reggieren mit Proteinen im Bereich des Ooplasmas der Measchwein-

cheneizelle.

Die Ergebniss der immunh stochemischen Untersuchungen an Paraffinschnitten durch
Ovarien verschiedener Spezies sind in Tab. Il zusammengefalit.

Das Anti-ZP2-Antiserum AS ZP2-20, das gegen eine homologe, spezesiibergreifende
Aminosauresequenz gerichtet ist, identifiziert die Zona pellucida in Ovarien vonRind,
Mensch, Schwein, Maus, Measchweinchen und Ratte. Zudem werden insbesondere
bei Rind, Mensch- und Meeaschweinchen-Ovarien Strukturen angefarbt, die auslau-
ferartig in das die Eizdle umgebende Ovarialgewebe zehen. Auch im Bereich des
Ooplasmas kann mit AS ZP2-20 kel Mensch-, Maus- und Ratten-Eizdlen eine
Braunfarbung beobachtet werden.

Die Inkubetion von Gewebeschnitten aus dem Ovar mit AS ZP2-21 fuhrt zu einer
Darstellung der Zona pellucida bei Rind, Mensch und Maus. Das Ooplasma auf
Mausovarschnitten weist ebenfalls eine paositive Anfarbung auf. Zona pellucida-
Strukturen von Schwein, Measchweinchen undRatte werden nicht identifiziert, eben-
sowenig das Ooplasma von Rind, Mensch, Schwein, Meerschweinchen und Ratte.
Durch das Antiserum AS ZP2-26, ds gegen eine ds humanspezfisch ausgewéhlte
Aminosauresequenz gerichtet ist, wird de Zona pellucida bei Mensch, aber auch bei
Rind und Schwein braun dargestellt. In Ovarien von Maus, Meeaschweinchen und
Ratte kommt es zu keiner Farbung dr Zona pellucida. Das Ooplasma wird in keinem

der untersuchten Ovargewebeschnitte markiert.
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Das Antiserum AS ZP2-27 reagjiert nur mit humaner Zona pellucida. Weder im
menschlichen Ooplasma noch in Strukturen der Ovarien anderer Spezes zegen sich
nach der Immunperoxidase-Methode eine Braunfarbung.

Die Praimmunseren Pl 20 undPl 26 zeigen in keinem Ovarschnitt der verschiedenen

Spezies eine Immunreaktion mit der Zona pellucida bzw. dem Ooplasma.

Tab. lll: Immunhstochemische Retionen von Anti-ZP2-Peptid-Antiseren  auf
Paraffinschnitten von Ovarien verschiedener Spezies
Rind Mensch | Schwein Maus Meer- Ratte
schweinchem
ZzPp, O|lzpy O|zPpi O|lzPi O|zZPi Of2zP1 O
AS M i T T R + o+
ZP2-20 | | | | | |
AS + 0 - w0 - - s e+ - - -0 -
ZP2-21 | | | | | |
AS P e - - - - - -
ZP2-26 | | | | | |
AS N R EUUS e e e e I
ZP2-27 | | | | | |
Praimmun-| - | - - - - - - - -0 - -0 -
seren 20/26 l l l l l l

+: positive Reaktion; ++: stark positive Reaktion; +++: sehr stark positive Reaktion;
-: negative Reaktion; ZP: Zona pellucida; O: Ooplasma.

3.5 Elektrophoretische Proteinauftrennung mit der SDS-Polyacrylamid-
Gelelektrophorese

Die Proteinbestandteile von je 20 isolierten Zonae pellucidae und 20 kanpletten
Eizdlen vom Rind wurden urter reduzierenden Bedingungen mit einer SDS-Polyaayl-
amid-Gelelektrophaese entsprechend ihrer Molekularmassen elektrophaetisch aufge-
trennt und mit einem Western-Blot-Verfahren auf Immobilon™-Membranen elektro-
transferiert. Mit Hilfe der mitgefthrten Gel-Elektrophaese-Standards kénren de
Ponceal S-geférbten Proteinbanden bestimmten Molekularmassen zugeordnet werden.
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Im Proteingemisch aus bovinen Eizdlen zegt sich eine deutlich angeféarbte Bande bei
ca 63kDa sowie sehr schwadh dargestellte Polypeptide mit Molekularmassen im
Bereich zwischen 82kDa und 98IDa (Abb. 14,Spur a@). In Rinder-Zonae pellucidae
kann nu eine sehr schwadh geférbte, kaum erkennbare Proteinbande bei ungefahr
63kDa visualisiert werden (Abb. 14, Spur b).

3.6 Immunbiochemische I dentifizierung von Zona pellucida-Proteinen

Nad Einsatz der Anti-ZP2-Antiseren kdnren in Proteingemischen aus bovinen Zonae
pellucidae und Eizdlen duch einen Vergleich mit den apparenten Molekularmassen
mitgefUhrter Proteinstandards immunreektiven Polypeptidbanden bestimmte Moleku-
larmassen zugeordnet werden.

Im Proteinextrakt aus bovinen Eizdlen kann mit dem Antissrum AS ZP2-20 eine
intensiv markierte, breite Proteinbande awischen 70kDa und 80KDa nadhgewiesen
werden (Abb. 14, Spur c). Weitere, deutlich markierte und relativ gut fokusierte
Banden werden bei ca 16kDa und ca 28kDa detektiert. Wesentlich schwadere
Immunre&ktionen erfolgen mit Polypeptiden in den Bereichen vonca 97kDa, 91kDa,
67kDa und 62lDa (Abb. 14, Spur ¢). Mit dem Antiserum AS ZP2-26 wird im
Proteinextrakt bowviner Eizdlen ebenfalls ein Polypeptid mit einer apparenten
Molekularmasse von ca 70-80kDa markiert (Abb. 14,Spur €), wobei die Intensitét der
Anférbung schwader und de Bandenbreite geringer sind als bei AS ZP2-20.
Zusétzlich wird eine Proteinbande bel ca 36kDa deutlich angeféarbt. Wesentlich
schwadere Re&tionen mit AS ZP2-26 sind mit Polypeptiden zwischen 45kDa und
62kDa zu verzeichnen (Abb. 14, Spur e).

Zur Kontrolle der Spezfitét der Antiseren wurden de Praimmunseren (hier exem-
plarisch Pl 20 gezegt) auf den Proteinextrakten boviner Eizdlen eingesetzt (Abb. 14,
Spur g). Nadh langer Expositionsdauer mit dem Farbsubstrat zeigen sich mehrere,
schwad angeférbte, meist gut fokusierte Banden mit apparenten Molekularmasen, de
zum Teil auch den schwadh angeférbten Banden der mit AS ZP2-20 undAS ZP2-26
behandelten Western-Blots entsprechen. Die Farbreaktionen sind in den Bereichen von
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70-80kDa undca 28kDa mit dem Praimmunserum Pl 20 entweder nicht zu sehen ocer
wesentli ch schwadher als nach Einsatz von AS ZP2-20 oder AS ZP2-26 (Abb. 14,Spur
9).

In Proteinextraktionen aus bovinen Zonaepellucidae zegt sich nadch Inkubationmit AS
ZP2-20 eine breite, intensiv angeféarbte Bande mit einer Molekularmasse von ca 70
80kDa (Abb. 14,Spur d). Diese entspricht dem Bereich der immunresktiven Bande,
die auch im Proteinextrakt boviner Eizdlen inklusive Zonae pell ucidaedetektiert wird.
Ebenso zagt sich eine deutliche Immunreation bei ca 28kDa (Abb. 14,Spur d). Das
Antiserum AS ZP2-26 fuhrt ebenfalls zu einer Immunreaktion im Zona pellucida-
Extrakt bei einer apparenten Molekularmasse von ca 70-80kDa (Abb. 14, Spur f).
Diese ist im Vergleich zur Anfarbung rach Inkubetion mit AS ZP2-20 etwas
schwadher und schmaler ausgepragt. Weitere Proteinbanden werden vonAS ZP2-26 in
bovinen Zonae pell ucidae nicht markiert. Das Prdimmunserum (Pl 20) fahrt zu keiner
Reé&ktion mit Polypeptiden aus Proteinextrakten boviner Zonae pellucidae (Abb. 14,
Spur h).

Ponceau S AS ZP2-20 AS ZP2-26 Fl
i | = Bl -
04 = i P Bl b
'—1‘ 67 I
A 8
_;‘ o -
S '-
20 =
I4 h' : =

Abb. 14 Immuno-Blots mit Proteinextrakten aus bovinen Eizdlen (Spuren &, c, €, Q)
und Zonae pellucidae (Spuren b, d, f, h) mit Anti-ZP2-Peptid-Antiseren. Zum
Nadweis elektrotransferierter Proteine dient die Ponceas S-Farbung(Spuren aund b.
Zum Nadweis immunregtiver Proteine wurden AS ZP2-20 (Spuren ¢ und g sowie
AS ZP2-26 (Spuren e undf) verwendet. Als Negativkontroll e dient Préimmunserum Pl
20 (Spuren g und h).
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3.7 Farbeverhalten im Hemizona-Antikorper-Bindungstest

Mit den Anti-ZP2-Antikoérpern undHemizonaevon Rind (Abb. 15A, Nr. 1-4), Mensch
(Abb. 13, Nr. 58) und Schwein (Abb. 1%C, Nr. 9-12) wurde die Bindung von
Antikérpern an natives Zona pellucida-Protein urtersucht. Die Ergebnisse der Unter-
suchungen sind exemplarisch in Abb. 15fotografisch dargestellt undin den Tabellen
IV-VI zusammengefaldt und statistisch ausgewertet. Bei der mikroskopisch-morpho-
logischen Beurteilung cer Ergebnise fallen linienartige Strukturen, Risse und eine
inhamogene, am Rand intensivere Anférbung dr Zona pellucida-Haften auf, die

wabhrscheinlich durch Trocknungs- und Rehydrierungsvorgénge bedingt sind.

Das Antiserum AS ZP2-20, s gegen das homologe Peptid 20 grichtet ist, fuhrt nadh
Immunperoxidase-Re&tion zu einer Braunférbung vonRinder-Hemizonae (Abb. 1A,
Nr. 1). Die durchschnittli che Farbungsintensitat wird mit 3,6 beurteilt. Die korrespont
dierenden Hélften, de mit dem Prammunserum inkukiert sind, zeigen eine deutlich
schwédhere Anfarbung (Abb. 15A, Nr. 2) mit einem Mittelwert von 1,3.Der Mittel-
wert der Differenzen in der Immunfarbreaktion zwischen den Test- und Kontroll-
Hélften liegt bei 2,3. In der statistischen Auswertung mit einem einseitigen t-Test
innerhalb einer verbundcenen Versuchsanordnung ergibt sich ein P-Wert von 0,0004
(Tab. 1V). Die Nullhypothese wird somit abgelehnt und ein héchst signifikanter

Unterschied im Farbeverhalten der Test- und Kontroll-Hemizonae angenommen.

Die bovinen Hemizonae die mit dem als anti-ZP2-human definierten Antiserum AS
ZP2-26 inkubert sind, zegen ebenfalls eine intensive Farbrestion rach Antikorper-
bindungan Zona pellucida-Antigen (Abb. 15A, Nr. 3). Der Durchschnittswert liegt bei
5,4.1m Gegensatz dazu erreicht das Prammunserum auf den karresponderenden Zona
pellucida-Hé ften nach DAB-Peroxidase-Re&tion nu einen Wert von duchschnittli ch
2,3 (Abb. 15\, Nr. 4). Der Mittelwert der Farbungsunterschiede betragt 3,1. Der
statistisch erredhnete P-Wert (<0,000) fuhrt zur Ablehnung @r Null hypothese und zur

Beurteilung des Unterschiedes als hochst signifikant (Tab. V).



Abb. 15, Teil A: Hemizona-Antikérper-Bindungstest mit bovinen Zona pellucida-
Haften. Nach Einsatz von Antiserum AS ZP2-20 (Nr. 1), Prémmunserum Pl 20 (Nr.
2) sowie AS ZP2-26 (Nr. 3) und Praimmunserum Pl 26 (Nr. 4) wird de Antikorper-
bindung an die Hemizonae durch das Immun-Peroxidase-Verfahren visualisiert.



Tab. IV: Hemizona-Antikorper-Bindungstest mit Rinder-Hemizonae
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Anti-ZP2- Test-HZ | Kontroll-HZ | Artest-kontrolie P-Wert Anzahl
Antiserum

AS ZP2-20 3,6+1,3 1,3+1,1 2.3+1,0 0,0004 7
AS ZP2-26 5,4+0,5 2,3+0.% 3,1+0,7 <0,0001 7

Die Intensitét der Farbungen wird in einer Skala von 0 (keine Farbung bis 10 (sehr
starke Farbung) bewertet.

* errechnet mit einem einseitigen t-Test fiir verbundene Stichproben;

# Mittelwert + Standardabweichung; HZ: HemizonAeDifferenz.

Menschliche Hemizonae zégen nmadh Inkubation mit den Anti-ZP2-Antiseren im
Hemizona-Antikorper-Bindungstest nach Immunperoxidase-Reéktion folgendes Férbe-
verhalten: AS ZP2-20 fuhrt auf den Test-Héalften zu einer Braunfarbung (Abb. 13,
Nr. 5) mit einem Durchschnittswert von 2,8.Die korresponderenden Hemizonag de
mit dem entsprechenden Prdimmunserum inkubert sind, sind cdeutlich schwéader
angefarbt (Abb. 13, Nr. 6) und werden mit durchschnittlich 0,8 lkewertet. Die
Differenz in der Farbungsintensitét zwischen Test- und Kontroll-Hélften liegt durch-
schnittlich bei 2,0. Statistisch errechnet sich ein P-Wert von <0,0001, weshalb en

hochst signifikanter Intensitatsunterschied angenommen wird (Tab. V).

Antiserum AS ZP2-26 markiert ebenfalls die menschlichen Test-Hemizonae (Abb.
15B, Nr. 7). Es wird ein Wert von duchschnittlich 4,8 errechnet. Die Kontroll-Hemi-
zonag die mit dem Prammunserum inkulert sind, zegen nu eine sehr schwade
Anfarbung (Abb. 13, Nr. 8 mit einem gemittelten Wert von 0,9.Der Mittelwert der
Differenzen liegt bei 3,9. Der Unterschied in den Intensitdten der Anfarbungen wird
innerhalb der verbundenen Versuchsanordnungmit einem einseitigen t-Test statistisch
untersucht, wobei sich ein P-Wert <0,0001 ergibt (Tab. V). Hy wird urter dieser
Bedingungabgelehnt und ein héchst signifikanter Unterschied im Farbeverhalten von

Test- und Kontroll-Halften angenommen.
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Abb. 15, Tell B: Hemizona-Antikorper-Bindungstest mit humanen Zona pell ucida-
Haften. Nach Einsatz von Antiserum AS ZP2-20 (Nr. 5), Praéimmunserum Pl 20 (Nr.
6) sowie AS ZP2-26 (Nr. 7) und Praimmunserum Pl 26 (Nr. 8) wird de Antikorper-
bindung an die Hemizonae durch das Immun-Peroxidase-Verfahren visualisiert.



Tab. V: Hemizona-Antikdrper-Bindungstest mit humanen Hemizonae
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Anti-ZP2- Test-HZ | Kontroll-HZ | Artest-kontrolie P-Wert Anzahl
Antiserum

AS ZP2-20 2,8+0,6 0,8+0,8 2,0+0,9 <0,0001 10
AS ZP2-26 4,840 4 0,9+0,9 3,9+1.3 <0,0001 9

Die Intensitét der Farbungen wird in einer Skala von 0 (keine Farbung bis 10 (sehr
starke Farbung) bewertet.

* errechnet mit einem einseitigen t-Test fiir verbundene Stichproben;

# Mittelwert + Standardabweichung; HZ: HemizonAeDifferenz.

Hemizona-Protein vom Schwein wird von Antiserum AS ZP2-20 erkannt und braun
angefarbt (Abb. 15C, Nr. 9). Dabel wird ein durchschnittli cher Score von 5,2erreicht.
Die Kontroll-Halften (Abb. 15, Nr. 10 zeigen nach Inkubation mit dem Préimmun-
serum einen Score, der im Mittelwert mit 2,6 bewertet wird. Die durchschnittli che
Differenz von Test- und Kontroll-Hélften liegt bei 2,6 (Tab. VI). Es wird ein hichst
signifikanter Unterschied angenommen, nachdem statistisch ein P-Wert von 0,0002

errechnet und folglich fHabgelehnt werden kann.

Das Anti-ZP2-Antisserum AS ZP2-26 fuhrt im Hemizona-Antikorper-Bindungstest
nach Immunperoxidase-Re&tion zu einer Braunfarbung von Schweine-Hemizonae
(Abb. 1%, Nr. 11). Dabei wird duchschnittlich ein Score von 5,4 ermittelt. Das
Praimmunserum zegt auf den karresponderenden Halften eine schwéadere Anfarbung
(Abb. 18C, Nr. 12) mit einem Durchschnittswert von 1,4.Der mittlere Unterschied der
Farbintensitdten liegt bei 4,0. In der verbundenen Versuchsanordnung ergibt en
einseitiger t-Test einen P-Wert von 0,0001(Tab. VI). Dies fuhrt zur Verwerfung von

Ho und Bewertung der Anfarbungen als hdchst signifikant unterschiedlich.



Abb. 15, Tell C: Hemizona-Antikérper-Bindungstest mit porcinen Zona pellucida-
Haften. Nach Einsatz von Antiserum AS ZP2-20 (Nr. 9), Praimmunserum Pl 20 (Nr.
10) sowie AS ZP2-26 (Nr. 11) und Praéimmunserum Pl 26 (Nr. 12) wird die Antikor-
perbindung an die Hemizonae durch das Immun-Peroxidase-Verfahren visualisiert.



Tab. VI: Hemizona-Antikorper-Bindungstest mit Schweine-Hemizonae
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Anti-ZP2- Test-HZ | Kontroll-HZ | Artest-kontrolie P-Wert Anzahl
Antiserum

AS ZP2-20 5,2+0,8 2,6+0,5 2,6+0,5 0,0002 5
AS ZP2-26 5,4+0,5 1,4+0,5 4,0+0,7 0,0001 5

Die Intensitét der Farbungen wird in einer Skala von 0 (keine Farbung bis 10 (sehr
starke Farbung) bewertet.

* errechnet mit einem einseitigen t-Test fiir verbundene Stichproben;

# Mittelwert + Standardabweichung; HZ: HemizonAeDifferenz.

Im Hemizona-Antikorper-Bindungstest binden sowohl AS ZP2-20-Antikorper, de
gegen de Aminosauresequenz mit sehr hoher Ubereinstimmung in verschiedenen
Spezes gerichtet sind, als auch AS ZP2-26-Antikérper, die gegen de human-
spezfische Aminosduresequenz gerichtet sind, an hiochemisch unkehandelte Hemi-
zonae von Rind, Mensch und Schwein. In alen drei Spezes snd signifikante

Unterschiede zur Negativkontrolle zu erkennen.

3.8 Funktionelle Sper matozoenbindungsstudien mit dem

K ompetitions-Hemizona-Assay

Um zu Kéren, ob de Bindung vonAnti-ZP2-Peptid-Antiseren an de Zona pellucida
die Spermatozoen-Zona pellucida-Interaktion keanflul®, wurde der Kompetitions-
Hemizona-Assay eingesetzt. Bel der Durchfiihrung der Testreihen fiel auf, dal3 nrach
Bindung @& Spermatozoen an de Hemizonae ene Veranderung cer Konsistenz der
Hemizonae a1 verzachnen ist; im Vergleich zu unkehandelten Zona pell ucida-Haften
erscheinen die Test- und Kontroll-Hemizonae rigider und weniger verformbar.

Nad Inkubation der Test-Hemizonae mit dem Antiserum AS ZP2-20 werden nad
dem durchgefiihrten Kompetitions-Hemizona-Assay durchschnittlich 24,1 gbundene
Spermatozoen pro Zona pellucida-Héalfte gezélt. Auf den Kontroll-Hélften, de nicht
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mit Serum behandelt sind, kefinden sich im Durchschnitt noch 49,4Spermatozoen. Der
mittlere Hemizona-Index aller untersuchten Zonae pellucidae liegt be 50,9. Die
Analyse des mittleren Hemizona-Indexes zum Bezaugswert 100, k& dem auf Test- und
Kontroll-Hemizonae gleich viele Spermatozoen gebunden hétten, mit einem zwel-
seitigen t-Test ergibt einen P-Wert <0,0001 (Tab. VII). Aufgrund der statistischen
Auswertungwird die Nullhypothese dgelennt und davon ausgegangen, dal3 de Inku-
bation der Zona pellucida-Haften mit AS ZP2-20-Antikérpern de Spermatozoen-

bindung an die Test-Hemizonae héchst signifikant herabsetzt.

Tab. VII: Boviner Kompetitions-Hemizona-Assay mit Antiserum AS ZP2-20

Anzahl der Anzahl der
Anti-ZP2- gebundenen gebundenen Durchschnitt | P-Wertyz* | Anzahl
Antiserum | Spermatozoen gnSpermatozoen ap  der HZI
die Test-HZ die Kontroll-HZ

AS ZP2-20 24,1+11,8 49,4+21.9 50,9+14,7 <0,0001 18

* errechnet mit einem zweiseitigen t-Test flir unverbundene Stichproben;
# Mittelwert + Standardabweichung; HZ: Hemizonae; HZI: Hemizona-Indices.

Die Inkubetion von Hemizonae mit Antisserum AS ZP2-26 fuhrt im Kompetitions-
Hemizona-Assay zu keiner Herabsetzung der Spermatozoenbindung an de Zona
pellucida. Auf den mit AS ZP2-26 kehandelten Zona pell ucida-Haften werden durch-
schnittli ch 38,0fest gebundene Spermatozoen gezénlt, auf den Kontroll-Hemizonaeim
Mittel jeweils 37,2. Der mittlere Hemizona-Index liegt bel 98,5.Zum Beaugswert 100
errechnet sich ein P-Wert von 0,75(Tab. VIII) . Die Nullhypothese, die davon ausgeht,
dal3 de Inkubetion vonHemizonae mit dem Antiserum AS ZP2-26 keinen Einflul auf

die Spermatozoenbindungskapazitat hat, kann damit nicht abgelehnt werden.
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Tab. VIII: Boviner Kompetitions-Hemizona-Assay mit Antiserum AS ZP2-26

Anzahl der Anzahl der
Anti-ZP2- gebundenen gebundenen Durchschnitt | P-Wertyz* | Anzahl
Antiserum | Spermatozoen gnSpermatozoen ap  der HZI
die Test-HZ die Kontroll-HZ

AS ZP2-26 38,0+21,3 37,2+18,3 08,5+14,5 0,75 10

* errechnet mit einem zweiseitigen t-Test flir unverbundene Stichproben;
# Mittelwert + Standardabweichung; HZ: Hemizonae; HZI: Hemizona-Indices.

In einem welteren Versuchsansatz wurden Kompetitions-Hemizona-Assays durchge-
fuhrt, bel denen eine Hélfte der Rinder-Zona pellucida mit AS ZP2-20 und de
korresponderende Haéfte mit AS ZP2-26 inkubiert worden sind. Mit diesen
Untersuchungen konren de Antiseren AS ZP2-20 undAS ZP2-26 drekt miteinander
verglichen werden. Nadh Coinkubketion mit bovinen Spermatozoen und Bestimmung
der jewells gebundcenen Spermatozoenzahl werden de ehobenen Daten mit einem
zweisatigen t-Test dstatistisch ausgewertet. An de mit AS ZP2-20 inkuherten
Hemizonae binden im Durchschnitt 34,4 Spermatozoen, wahrend an den mit AS ZP2-
26 inkuberten karesponderenden Zona pellucida-Haften im Mittel 54,6 gbundene
Spermatozoen gezdilt werden kénren. Durchschnittli ch liegt der Hemizona-Index bei
62,2. Zum Bezugswert 100 errechnet sich ein P-Wert <0,0001 (Tab. 1X), was zur
Ablehnung @r Nullhypothese fuhrt. Das eingesetzte Anti-ZP2-Antiserum AS ZP2-20
fuhrt damit zu einer herabgesetzten Spermatozoenbindung @r getesteten Hemizonae
im Vergleich zu den mit AS ZP2-26 inkubierten Zona pellucida-Halften.

Nad Auszénlung der gebundenen Spermatozoen an den Hemizonaewurde mit denin
Kompetitions-Hemizona-Assays eingesetzten Rinder-Zona pellucida-Héalften ein He-
mizona-Antikorper-Bindungstest durchgefuhrt, um eine tatsadiliche Bindung von

Anti-ZP2-Antikérpern an die Zona pellucida-Halften nachzuweisen.
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Tab. IX: Boviner Kompetitions-Hemizona-Assay mit AS ZP2-20 und AS ZP2-26
im direkten Vergleich

Anzahl der gebundeneh Anzahl der gebundeneff
Spermatozoen an mit ASSpermatozoen an mit ABDurchschnit{ P-Wert,z* | Anzahl
ZP2-20 inkubierten HZ| ZP2-26 inkubierten HZ| der HZI

34,4+13.8 54,6+16,7 62,2+8,68 <0,0001 8

* errechnet mit einem zweiseitigen t-Test flir unverbundene Stichproben;
# Mittelwert + Standardabweichung; HZ: Hemizonae; HZI: Hemizona-Indices.

Die Bindung vonAS ZP2-20-Antikorpern an de Hemizonaeim Hemizona-Antikorper-
Bindungstest nach Kompetitions-Hemizona-Assay kann mit einer Braunfarbung cer
bovinen Zona pellucida-Héalften (Abb. 16,Nr. 1) mit einem mittleren Score von 3,1
nachgewiesen werden. Die Kontroll-Haften sind deutlich weniger angefarbt (Abb. 16,
Nr. 2) undweisen einen Durchschnittswert von 1,5auf. Der Mittelwert der Diff erenzen
liegt bel 1,6. Statistisch wird ein P-Wert <0,0001 errechnet (Tab. X). Die
Null hypothese wird abgelennt undein héchst signifikanter Unterschied zwischen Test-

und Kontroll-Halften angenommen.

Die im Zuge der Kompetitions-Hemizona-Assays mit AS ZP2-26 inkubierten Rinder-
Hemizonae zégen nach Immunperoxidase-Re&ktion ebenfall s eine deutli che Braunfar-
bung ar Zonaepellucidae(Abb. 16,Nr. 3). Der Mittelwert wird mit 4,8 errechnet. Die
Kontroll-Hemizonae(Abb. 16,Nr. 4) werden mit einem Score von duchschnittlich 1,2
bewertet. Der mittlere Unterschied der Scores betrégt 3,6. Der P-Wert wird mit
<0,0001errechnet (Tab. X). Die Nullhypaothese (Hp) wird abgelehnt und voneinem

statistisch hochst signifikanten Unterschied ausgegangen.
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Tab. X: Boviner Hemizona-Antikorper-Bindungstest nach Kompetiti ons-Hemizona-
Assay mit AS ZP2-20 und AS ZP2-26

Anti-ZP2- Test-HZ | Kontroll-HZ | Artest-kontrolie P-Wert Anzahl
Antiserum

AS ZP2-20 3,1+0,6 1,5+0,9 1,6+0,7 <0,0001 13
AS ZP2-26 4,8+0,9 1,2+0,4 3,6+1,1 <0,0001 10

Die Intensitét der Farbungen wird in einer Skala von 0 (keine Farbung bis 10 (sehr
starke Farbung) bewertet.

* errechnet mit einem einseitigen t-Test fiir verbundene Stichproben;

# Mittelwert + Standardabweichung; HZ: HemizonAeDifferenz.

Beim direkten Vergleich der Antikorperbindung vonAS ZP2-20 undAS ZP2-26 an
korresponderende Hemizonaewird bei beiden Antiseren eine Braunféarbung ar Zona
pell ucida-Héaften nach Immunperoxidase-Redtion keobadtet. Dabel erreichen de mit
AS ZP2-20 inkubierten Héalften (Abb. 16,Nr. 5 einen duchschnittlichen Score von
3,1, de mit AS ZP2-26 inkubierten Hemizonae (Abb. 16, Nr. 6) werden im
Durchschnitt mit 5,3 bewertet. Der Mittelwert der Differenzen liegt bei 2,1. Innerhalb
der verbundenen Versuchsanordnungwird ein zweiseitiger t-Test durchgefiihrt undein
P-Wert von 0,001lerrechnet (Tab. XI). Der Unterschied der ermittelten Scores wird

nach Ablehnung der Nullhypothese als statistisch hoch signifikant angenommen.

Tab. XI: Direkter Vergleich der Anti-ZP2-Peptid-Antiseren im bovinen Hemizona-
Antikorper-Bindungstest nach Kompetitions-Hemizona-Assay

mit AS ZP2-20 mit AS ZP2-26 Das zp2-20/26 P-Wert Anzahl
inkubierte HZ inkubierte HZ
3,1+1,0 5,3+0,9 2,141, 1 0,001 8

Die Intensitét der Farbungen wird in einer Skala von 0 (keine Farbung bis 10 (sehr
starke Farbung) bewertet.

* errechnet mit einem zweiseitigen t-Test fiir verbundene Stichproben;

# Mittelwert + Standardabweichung; HZ: HemizonAeDifferenz.
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Zusammenfassend kann festgestellt werden, dal3 AS ZP2-26-Antikdrper im Vergleich
mit AS ZP2-20-Antikdrpern mit héherer Affinitét, ermittelt durch de Hohe der Férbe-
scores, an de Zona pellucida binden. Trotz schwéadierer Bindung @& AS ZP2-20-
AntikOrper an de Hemizonae beanflusen dese Antikdrper und ncht AS ZP2-26-

Antikorper die Spermatozoen-Zona pellucida-Interaktion negativ.

S.73:

Abb. 16 Boviner Hemizona-Antikorper-Bindungstest mit AS ZP2-20 undAS ZP2-26
nach Kompetitions-Hemizona-Assay. Nadh Einsatz von Antiserum AS ZP2-20 (Nr. 1),
Praimmunserum Pl 20 (Nr. 2) sowie AS ZP2-26 (Nr. 3) und Pradmmunserum Pl 26
(Nr. 4) wird de Antikorperbindungan de Hemizonae durch das Immun-Peroxidase-
Verfahren visuaisiert. Der direkte Vergleich der beiden Anti-ZP2-Peptid-Antiseren
beziglich ihrer Bindungan Hemizonaeist in Nr. 5 (AS ZP2-20) und Nr. 6 (AS ZP2-
26) gezeigt.
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4 Diskussion

Ziel der Untersuchungen war es, Antiseren gegen definierte Domanen des Sauger-ZP2-
Proteins herzustellen und de Antikdrper immunhkiochemisch undimmunhistochemisch
zu charakterisieren. Mit Hilfe anes neu entwickelten bovinen Kompetitions-Hemi-
zona-Assays Dllte tUberprift werden, ob die den Antikérpern entsprechenden Epitope
fur die Spermatozoen-Eizell-Interaktion von funktioneller Bedeutung sind.

Zur Detektion von ZP2-Protein in Ovarien verschiedener Sdugetierspezes wurden
hochspezfische Antikorper als Marker hergestellt. Antiseren, de ZP2-Protein er-
kennen, wurden duch Immunisierung vonKaninchen mit an Tragerprotein gekoppel-
ten synthetischen ZP2-Peptiden gewonnren. Unter Verwendung dleser Antikorper ist es
moglich, ZP2-Protein in den Zonae pellucidae verschiedener Gewebe nachzuweisen.
Der Einsatz synthetischer Peptide ds Antigen hat sich gegeniiber gereinigten Zona
pellucida-Proteinen aus mehreren Griinden als vorteilhaft erwiesen:

1. Im Gegensatz zu Antikérpern gegen gereinigte Proteine reagieren Antiseren gegen
definierte synthetische Peptide meist hochspezfisch mit ihren entsprechenden
Antigenen.

2. Eine Besonderheit von Antiseren gegen synthetische Peptide ais hochkorn
servierten ZP2-Protein-Epitopen (AS ZP2-20-Antikorper) besteht darin, dal3 dese
Antikorper ZP2-Proteine von Spezes detektieren kdnren, de bisher noch nicht als
ZP2-Protein gereinigt und deren ZP2-cDNA noch nicht mit gentechndogischen
Methoden isoliert worden sind.

3. Synthetische Peptide konren mit einem sehr hohen Reinheitsgrad und,im Ver-
gleich zu der aufwendigen biochemischen Anreicherung von nu geringen Mengen
Zona pellucida-Proteinen, mit wesentlich geringerem Arbeitsaufwand reprodu
zierbar hergestellt werden.

4. Fast ale bisher beschriebenen pdyklonalen Antiseren gegen gereinigte ZP2-
Proteine detektieren mehrere unterschiedliche Epitope. Da e@ne Kontamination mit

anderen Zona pellucida-Proteinen auch in hach angereicherten ZP2-Protein-
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Préparationen nicht auszuschliefien ist, kreuzreagieren pdyklonale Antiseren
haufig mit anderen Zona pellucida-, Eizell- oder Kumuluszell-Proteinen.

5. Der Vortel gegenuiber payklonalen Antiseren gegen rekombinante Proteine liegt
darin, dal3 Antikorper gegen synthetische Peptide e@nzene, definierte Epitope a-
kennen, wogegen Antikorper gegen das Gesamtprotein eine Fulle von Epitopen
erkennen konren. Aussagen Uber die physiologische Bedeutung einer bestimmten
lineaen Proteindamane kdnren somit in der Regel nur mit Anti-Peptid-Anti-
korpern gemadit werden. Eine solche Spezfitdt gegeniber bestimmten Epitopen
konnte theoretisch nur mit monoonalen Antikdrpern erreicht werden. Hier sind
jedoch de Epitope, die von dn jeweiligen Klonen detektiert werden, nicht

vorherzusagen.

Flr die Spezfitat von Antikorpern ist neben der lineaen Aminosauresequenz auch de
Konformation und Ladung as s/nthetischen Peptides von Bedeutung [123. Syn-
thetische Peptide sollten daher eine ausreichende Anzahl an Aminosdureresten
aufweisen, damit das Peptid der Konformation des nativen Proteins zumindest zum
Teil entspricht. Der Austausch einer Aminosaure in dem zur Immunisierung \erwen-
deten Peptid kann eine eheblich verminderte oder auch verstarkte Antikoérper-
produktion zur Folge haben. Die Spezfitdt und Affinitdét von Antikorpern gegen
synthetische Peptide werden duch de Auswahl der Aminoséuresequenz ebenfalls
entscheidend keanflufd. Der Unterschied in einer einzigen Aminosdure kann Verén-
derungen der Spezfitdt der payklonalen Antikorper gegen das entsprechende Protein

bedingen.

Im Rahmen der hier vorgestellten Untersuchungen wurden erstmals Kaninchen-
Antiseren gegen definierte Epitope des ZP2-Proteins hergestellt. Synthetische Peptide
aus bekannten ZP2-Aminosduresequenzen [115, 116 dienten dabei als Immunogene.
Titerverlaufe wurden im ELISA bestimmt. Diese weisen nach den Immunisierungen
und Auffrischungen ansteigende Extinktionswerte auf. Trotz identischem Immuni-
sierungsprotokall zeigen deimmunisierten Tiere aer individuelle Unterschiede in der

Antikdrperproduktion. Zum einen werden Unterschiede im Antikorpertiter beobadtet.
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Zum anderen kann auch eine interindividuell variierende Qualitét der produzierten
Antikorper festgestellt werden: Kaninchen, de mit dem identischen synthetischen
Peptid urter gleichen Bedingungen immunisiert wurden, generieren offensichtlich
Antikorper gegen urterschiedliche Epitope. So detektiert Antiserum AS ZP2-26 ZP2-
Protein in humanen, pacinen und bovnen Eizdlen, wohingegen AS ZP2-27
ausschliefdich humane Zonae pell ucidae markiert. Somit ist nicht allein de Auswahl
der Aminosauresequenz von Bedeutung, sondern auch de Prozesserung undPrésen-
tation des Antigens und de Generierung von Antikdrpern duch das Versuchstier.
Trotz identischer Behandung der Kaninchen mit den geichen Antigenen kann de
Immunantwort ganz individuell verlaufen [92]. Da Vor- und Nadteile der Immun-
kontrazeption mit Zona pellucida-Antigenen in der Literatur ausgiebig dskutiert
werden [53, 98, 16], hat diese Beobachtung in Hinblick auf die Entwicklung eines
Zona pellucida-Vacans Bedeutung. Generell wird von einem Kontrazegptivum eine
sichere, vom Wirkmedhanismus aus gesehene nadhvall ziehbare, immundogische oder
pharmakologische Kontrazeption erwartet. Eine immundogische Schwangerschafts-
verhitung erscheint nur dann sinnvdl, wenn eine gesicherte und zielgerichtete
Antikorperproduktion gewahrleistet ist. Wie hier im Kaninchen gezegt, so berichten
ebenfalls Lou et a. [119 im Mausmodell und Paterson et a. [147] bei Marmoset-
Affen, dal3 richt ale mit identischen ZP3-Peptiden immunisierten Tiere mit einer
Antikorperproduktion auf die Peptide reagieren und ncht in jedem Fall ein Anti-
korpertiter erreicht wird, der die Fertilitdt signifikant und dauerhaft zuverlassg
herabsetzt. Eine grofe interindividuelle Streubreite betreffend der Antikorper-
produkion und @ Antigenprozesserung konre anen immunkortrazeptiven Ansatz
mit ZP2-Antigenen im humanen System grundséizlich in Frage stellen. Desweiteren
zeigen mehrere Studien an Tiermodellen, dal3 eine vollstandige Reversibilitét einer
Immunkortrazeption nu erreicht wird, wenn Peptidvacane e@ngesetzt werden, de
ausschliefdlich aus B-Zell-Epitopen bestehen [59, 9§. T-Zell-Epitope indwzieren eine
zdluldre Immunantwort, die a1 einer destruktiven Entziindung @s Ovars fuhrt und

dies irreversibel schadigt [120].
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Durch Antiserum AS ZP2-20 kann immunhistochemisch ZP2 in Spezes nadhgewiesen
werden, deren Aminosduresequenzen nach nicht bekannt sind (Rind, Ratte, Mea-
schweinchen). AS ZP2-20, das gegen eine homologe Aminosauresequenz gerichtet ist,
reaggiert mit den Zonae pellucidae dler getesteter Spezes. Jedoch zegen sich im
Anfarbemuster spezeseafische Unterschiede: Mensch-, Schwein-, Measchwein-
chen- und Maus-Zonae pellucidae weisen eine stark positive Immunregtion auf.
Vergleichsweise schwad ist die Markierung an Rinder- und Ratten-Zonae pell ucidae
Eine Erklarung fUr dieses Phanomen konrten spezesgpezfische Unterschiede in der
Glykosylierung der ZP2-Proteine sein. Durch eine sterische Behinderung von
Zuckerketten an den Epitopen oder an epitoprehen Bereichen konrte ene Antikorper-
bindung leantradtigt werden. Andererseits konne die unterschiedliche immunhisto-
chemische Anférbbarkeit auch auf spezesgezfische Unterschiede im Aufbau des
Zona pellucida-Netzwerkes zurtickzufihren sein. Es ist durchaus vorstellbar, dai3
bestimmte antigene Epitope des ZP2-Proteins je nach Spezes unterschiedlich stark
exponiert werden. Somit kdnrte e zu einer Maskierung odr Demaskierung von
Epitopen und damit zu voneinander abweichenden Anfarbemustern kommen.
Im Ooplasma von Mensch-, Maus- und Rattenoazyten kann mit AS ZP2-20 immun-
restives Material nadhgewiesen werden. Grund fir eine Immunresktion im Bereich
des Ooplasmas konrte in den Eizdlen befindliches ZP2 oder deren Vorstufen sein.
Diese Resultate kbnrten im Einklang stehen mit den Ergebnissen von Takagi et al.
[179, die mit einem monoKonalen Antikorper gegen Schweine-ZP3 immunreaktives
Material sowohl in der Zona pellucida ds auch im Ooplasma nachweisen konren.
Ebenso wird vonDunkber et a. [53] bei Schwein undMensch Zona pell ucida-Material
in Oozyten lokalisiert.

Durch Antiserum AS ZP2-20 werden in Ovarschnitten von Rind, Mensch und
Meeaschweinchen auslauferartige Strukturen der Zonae pellucidaein das umliegende
Kumulusgewebe beobadtet. Insbesondere im Rinderovar sind lange, deutlich mar-
kierte Auslaufer zu sehen.

Zwei in der Literatur kontrovers diskutierte Grinde fir Zona pellucida-Proteine
auf¥erhalb der Eizdle konrnten diese Beobadhtung erkléren. Zum einen kénrte es sch
bei diesen Strukturen um ZP2-Protein oder um Abbauprodukte von ZP2 handeln, dein
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der Umgebung dar Eizdle a1 liegen kommen. In der Maus kann mit gentedh-
nologischen Methoden eindeutig nachgewiesen werden, dald3 zumindest ZP3-Protein
auschliefdich in der Eizdle undin keinem anderen Gewebe exprimiert wird [17, 18.
Analog wird vonShimizu et al. [173 die Oozyte ds alleiniger Ursprungsort der Zona
pellucida angenommen. Zum anderen wird dskutiert, dal3 Kumulus- und Granulosa-
zdlen Zona pell ucida-Proteine de novo synthetisieren. Andere Arbeitsgruppen zegen
im Kaninchenmodell, dal3 Zona pellucida-Proteine auch in Kumuluszdlen in wvitro
transkribiert, trandatiert und sezeniert werden [111, 204. Grootenhus et a. [75]
lokalisieren ZP3-Moleklle in den Granulosazdlen von Kaninchen, Marmoset- und
Rhesusaffen und Menschen und \ermuten einen Zusammenhang mit der patho-
logischen Verdnderung vonOvarien nach aktiver Immunisierung mit Zona pell ucida-
Bestandtellen. Der genaue Ursprung und @e Funktion cer epitoptragenden Auslaufer
in Ovarien von Mensch, Rind und Measchweinchen sind aber zur Zeit noch
unbekannt.

Zum Zeitpunk der Herstellung cer Anti-ZP2-Antiseren waren nu die humane und de
murine ZP2-Aminasauresequenz bekannt. Zur Generierung eines "humanspeafischen”
ZP2-Antiserums wurde en Sequenzbereich ausgewahlt, der sich in mdglichst vielen
Aminosaureresten von der respektiven Maus-ZP2-Sequenz unterscheidet. Das gegen
die humane Aminosauresequenz gerichtete Antiserum AS ZP2-26 reagiert erwartungs-
gemald intensiv mit menschlichen Zonae pellucidae Allerdings wird von diesem
Antiserum (im Gegensatz zu AS ZP2-27) auch de Zona pellucida des Rindes und des
Schweines deutlich markiert. Da die Aminosduresequenz des bovinen ZP2-Proteins
nicht bekannt ist, konrte davon ausgegangen werden, dal3 de bovine ZP2-Amino-
sauresequenz @ne éinliche Aminosauresequenz beinhaltet. Die porcine ZP2-Amino-
sauresequenz ist mittlerweile puliziert worden [82] und urerscheidet sich in vier
Aminosaureresten von cer respektiven humanen Sequenz. Die dweichenden Amino-
saurereste scheinen im Gegensatz z2u AS ZP2-27 keinen Einfluld auf die Epitop-
erkennung vonAS ZP2-26 zu besitzen. Dieser Befund ceutet auf die Existenz aweler
Epitope in dem als Antigen verwendeten synthetischen Peptid hin.

Die Zonae pellucidae von Maus, Measchweinchen und Ratte zegen immunhisto-
chemisch keine Anfarbung duich AS ZP2-26 oder AS ZP2-27. Die ZP2-Aminosaure-
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sequenzen von Measchweinchen undRatte sind nach nicht bekannt. Die Sequenz der
Maus unterscheidet sich von dr humanen Aminaosdurenanordnungin funf Positionen.
Dabei sind zum Tell andere Aminosdurereste ausgetauscht als in der ZP2-Sequenz des
Schweines. Die Unterschiede in der Aminosduresequenz der Maus snd ausreichend,
um, wie e@wartet, zumindest in deser Spezes undevtl. algemein auch bei Nagern eine
Kreuzreaktion auszuschliel3en.

In humanen, pacinen und bovnen Ovarien ist die immunhistochemische Anfarbung
der Zonaepellucidaemit AS ZP2-26 wesentlich stérker as die vergleichbare Re&ktion
mit AS ZP2-20. Ursadhe hierfur kdnnte aim einen eine hohere Affinitét des Anti-
serums AS ZP2-26 fur ZP2-Protein sein. Diese Annahme wird auch duch de héheren
Extinktionswerte im ELISA unterstitzt. Zum anderen ist auch méglich, da3 de durch
die Antiseren detektierten Epitope in den Zonae pell ucidae unterschiedli ch stark expo-
niert und somit fur eine Antikérperbindung mehr oder weniger zugéanglich sind.
Zu weiteren immunhkiochemischen und funktionellen Untersuchungen mit Anti-ZP2-
Peptid-Antikorpern wurden de avel Antiseren eingesetzt, AS ZP2-20 undAS ZP2-26,
deren Titerverlaufe im ELISA und Ergebnisse in den immunhistochemischen Experi-
menten am erfolgversprechendsten waren.

Fir die folgenden immunbiochemischen Charakterisierungen der Anti-ZP2-Antiseren
und de ldentifizierung vonZP2-Protein in Proteingemischen wurden Immuno-Blots
durchgefhrt.

Aufgrund ihrer unterschiedlichen Glykosylierungsmuster zegen de Zona pellucida-
Proteine ane starke Heterogenitdt betreffend ihrer Laufeigenschaften in Polyaayl-
amid-Gelen [59]. Zona pellucida-Glykoproteine stellen sich als breite, schledt fo-
kusierte Banden dar. Deshalb ist es in der Regel sehr problematisch, Zona pell ucida-
Proteine aufgrund ihrer apparenten Molekularmassen in der SDS-Polyaaylamid-
Gelelektrophorese genau zu definieren [50].

Im Immuno-Blot mit bovinen Eizdlen und Zonae pell ucidae werden sowohl von AS
ZP2-20 als auch von AS ZP2-26 eine breite, z.T. flachig ausgezogene Bande im
Molekularmassenbereich zwischen 70 und 80Ka detektiert. Hervorzuheben ist, dald
durch AS ZP2-20 undAS ZP2-26 jeweil s unterschiedliche Epitope des ZP2-Proteins

detektiert werden. Somit ist davon auszugehen, dal3 es sch bei dem markierten bovinen
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Zona pellucida-Protein auch tatsachlich um das in Mensch und Maus nachgewiesene
Genprodult von ZP2 handelt. Die Bestimmung der apparenten Molekularmasse des
bovinen ZP2-Proteins unterstitzt die Annahme, dal3 es sch bel dem von Noguchi et al.
[143 unter reduzierenden Bedingungen beschriebenen 78kDa schweren Zona pellu-
cida-Glykoprotein beim Rind, lzw. bei dem von Bercegeay et a. [13] as ZP1 bezach-
neten 70-80kDa schweren bovinen Zona pell ucida-Protein sehr wahrscheinlich um das
dem Mensch und Maus analoge ZP2-Protein handelt. Es ist jedoch einschrénkend
festzustellen, dal} de Ergebnise enzdner Immuno-Blots mit Anti-ZP2-Peptid-Anti-
seren nicht immer identisch waren. So sind z.B. bei Immuno-Blots mit anderen
Mol ekulargewichtsmarkern undeiner anderen Detektionsmethode (Chemil umineszenz)
von der gleichen Arbeitsgruppe andere gparente Molekularmassen fur ZP2 (ca
67kDa) ermittelt worden (Hinsch et al., unveréffentlichte Ergebnisse).

Im Vergleich zum Praimmunserum werden duch AS ZP2-20 und AS ZP2-26 in
geringem Malle aich weitere Proteinbanden mit niedrigeren Molekularmassen
detektiert. Es konrnte sich hierbei um proteolytische Spaltprodukte von ZP2 handeln,
die entweder préparationsbedingt entstanden sind oder physiologischerweise durch de
Eizdle agebaut wurden. Da diese Abbauproduke ausschliefdich entweder durch AS
ZP2-20 ocer durch AS ZP2-26 erkannt werden, 183t sich vermuten, dal3 de proteo-
lytischen Fragmente jeweils nur das durch das entsprechende Antiserum detektierte
Epitop enthalten.

Mit Hilfe von pdyklonalen Antiseren gegen synthetische ZP2-Peptide gelang es omit
zum ersten Mal, ein bovnes Zona pellucida-Protein immunhkiochemisch eindeutig als
ZPA-Genprodult zu identifizieren. Dieses Molekll entpricht dem Maus- und Mensch-
ZP2-Protein. Durch dese hochspeafischen Marker kann jetzt auch (von method schen
Problemen abgesehen) posttranslational-modifiziertes ZP2-Protein im Immuno-Blot
identifiziert und Verdnderungen der apparenten Molekularmassen des ZP2-Proteins
nachgewiesen, zugeordnet und dokumentiert werden.

Um eine eventuell e funktionelle Bedeutung der von den Anti-ZP2-Antiseren erkannten
Epitope bestimmen zu kdnren, wurden Spermatozoenbindungsdudien an isolierten
Zonae pellucidae durchgefihrt. Da die Zonae pellucidae von Oozyten inter- und

intraindividuell zum Teil erhebliche Differenzen in ihrer Bindungkapaata for
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Spermatozoen wie auch fur Anti-Zona pellucida-Antikorper aufweisen [67, 94, 144,

Ist es notwendig, Uker eine interne Negativkontroll e im experimentellen Design zu ver-

fugen. Methodsch wird deses Problem durch de Entwicklung des Kompetitions-

Hemizona-Assays im bovinen System mt dem Einsatz aweler gleich grof3er Hemi-

zonae ais einer Eizdle gel6st. Mit diesem Versuchsaufbau kdnren nunetwaige Veréan-

derungen im Spermatozoenbindungsverhalten mit grofer Wahrscheinlichkeit auf die

vorherige Inkubation mit den entsprechenden Antikérpern zurtickgeftihrt werden.
Nad Etablierung deses validen, aussagekréftigen Testsystems im Rindermodell wurde

untersucht, ob de hergestellten Anti-ZP2-Antikorper funktionell die Spermatozoen-

Zona pelucidaBindung [danflusen. Die im Kompetitions-Hemizona-Assay

gewonrenen Testergebnise zegen, dal3 an mit AS ZP2-20 inkubierte Hemizonae
signifikant weniger Spermatozoen fest binden als an de unbehandelten karrespon

dierenden Hélften. Auch der direkte Vergleich von AS ZP2-20-Antikérpern und AS

ZP2-26-Antikdrpern (beide Antiseren erkennen ZP2-Protein, sind aber gegen urter-

schiedliche Doméanen gerichtet) ergibt, dal3 AS ZP2-20-Antikorper die Spermatozoen-

Zona pellucida-Interaktion regativ beanflussen. Aus diesen Ergebnisen 183 sich

schliefden, dal3 das von AS ZP2-20 erkannte Epitop, das sch als eine lineae Amino-

sauresequenz der ZP2-Protein-,badkbore® darstellt, sehr wahrscheinlich funktionelle

Bedeutung fir die Spermatozoenbindungan de Zona pellucida hat. Auch Antiserum

AS ZP2-26, s ene axdere ZP2-Domane eakennt, markiert intensiv sein ent-

sprechendes Epitop, aber die mit AS ZP2-26-Antikérpern behandelten Hemizonae
weisen keine unterschiedlichen Bindungkapaataten zu den internen Kontrollen auf.

Der von AS ZP2-26 detektierte Bereich scheint demnadh keine Bedeutung fir die

durch ZP2 vermittelte, sekundére Bindung vonSpermatozoen an de Zona pellucida au

besitzen. Allerdings kann eine funktionelle Bedeutung deser Zona pell ucida-Doméne

auch nicht volli g ausgeschlossen werden, da glykosylierte Doménen des ZP2-Proteins

durch Antikdrper gegen synthetische Peptide nicht erfal3t werden kénnen.

Die gegen urterschiedliche synthetische Peptide gerichteten Anti-ZP2-Antiseren

binden an urterschiedliche Doménen des ZP2-Molekils. Einerseits konrte es durch de

Inkuketion mit AS ZP2-20 zu einer direkten Blockierung des funktionellen Epitops

gekommen sein, andererseits ware aich eine Beanflusaung der Spermatozoen-Zona
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pellucida-Interaktion duch eine sterische Behinderung des Antikérpermolekils mog-
lich, de nur indirekt die agentlich relevante Doméane in ihrer funktionellen Integritét
beantractigt [85, 88, 158 Im Gegensatz zu den Versuchen von Prasad et al. [153,
die nach Fragmentierung der die Bindung emmenden Antikorper gegen ein 55kDa
schweres Zona pell ucida-Protein im Kaninchenmodell keine signifikante Herabsetzung
der Spermatozoenbindungmehr feststellen konren, deibt die Hemmung der Spermato-
zoen-Zona pellucida-Interaktion mnach Einsatz von Fab,-Fragmenten des Antiserums
AS ZP2-20 erhaten (Hinsch et al., unwerdéffentlichte Ergebniss). Nadh Herstellung
von Fab,-Fragmenten durch Pepsin-katalysierte li miti erte Proteolyse von |gG-Antikor-
pern aus dem Antiserum AS ZP2-20 mit Hilfe des ImmunoPure® Fab Preparation Kit
der Firma Pierce, Rockford, IL, USA, wurden de Fragmente analog zu den Versuchen
mit intakten Immungobuinen eingesetzt. Nadh Inkubetion der Hemizonae mit den
Antikdrperfragmenten wurde das Spermatozoen-Bindungverhaten der Hemizonaemit
der internen, unkehandelten Kontrolle verglichen. Auch in desem Versuchsansatz
ergibt sich eine ds gatistisch signifikant bewertete Hemmung der Spermatozoen-Zona
pellucida-Interaktion nach Inkubation mit Fab,-Fragmenten aus AS ZP2-20 (mittl erer
Hemizona-1ndex=35,9%20,15, P=0,0006, =6). Mit diesem experimentellen Ansatz
kann eine sterische Behinderungrelevanter ZP2-Doménen, de dem AS ZP2-20-Epitop
entsprechen, zwar nicht ausgeschlosseen werden, jedoch madit die relativ geringe
Grole des AS ZP2-20-Antikorperfragmentes eine solche unspezfische Interaktion mit
einer anderen funktionell bedeutsamen Doméne eher unwahrscheinlich.

Die Hemmung d Spermatozoen-Zona pellucida-Bindung duch AS ZP2-20-Anti-
korper ist im Mittel nicht hoher als 50%. Ahnliche Ergebniss sind vonGupta € al.
[76] im porcinen Modell puliziert. Auch hier wird beschrieben, dal3 es durch mono
klonadle Antikdrper zum Tell nur zu einer ca 50% Behinderung der Spermatozoen-
Zona pellucida-Bindung kenmt. Das Fehlen einer generellen Blockade kdnnte mit
einer unzureichenden Menge an Antikorpermolekilen oder mit einer zu geringen
Affinitdt der Immungobuine a1 erkléren sein. Ebenso kdnrte es auch moglich sein,
dal? fur die sekundire Bindung dr Spermatozoen mehrere unterschiedliche Epitope
des ZP2-Proteins verantwortlich sind. Nadh der Blockierung eines Epitops durch AS
ZP2-20 wirden dann nach weitere Domanen fir die sekundére Bindung @ Spermato-
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zoen zur Verfigungstehen. Im Rahmen der vorliegenden Untersuchungen kann richt
geklart werden, inwieweit speafische Bindungdellen fur die ZP2-Akrosin/Pro-
akrosin-Interaktion duch de Antikorper blockiert werden. Diese Fragestellung wird
Gegenstand weiterer Untersuchungen sein.

Die Inhibition der Sekunddrbindung duch AS ZP2-20 kénrie sich folgendermal3en
erkléren lassen: Nadh Primarbindung undindwzierter akrosomaler Reektion wird eine
lockere, zweite Anheftung cer Spermatozoen an de Zona pell ucida postuliert [22]. Erst
danacdh soll eine feste, sekundére Bindung @s Spermatozoors an de Zona pellucida
stattfinden. Die Inkubation der Zona pell ucida mit AS ZP2-20 verhindert diesen Schritt
durch Blockierung eines funktionell wichtigen Epitops und fihrt zum Ablésen der nur
locker gebundenen, motilen Spermatozoen. Diese Uberlegungen dedken sich mit den
Beobadhtungen von Hasegawa € al. [84, 8. Nad Inkubetion mit Antiseren, de
gegen Zona pelucida-Proteine des Schweines gerichtet sind, findet diese
Arbeitsgruppe ene signifikante Hemmung der Spermatozoen-Eizdl-Bindung. Jedoch
wird in enem Tell der Experimente nicht das initiale Bindungdadium des
Spermatozoors an de Zona pellucida blockiert, sondern erst eine sich anschlief3ende
sekundare Interaktion gehemmt.

Gegenstand zukurftiger Untersuchungen mifte nun sein, das Akrosom der abge-
schwommenen und der an de Zona pellucida gebundcenen Spermatozoen zu urter-
suchen, um den duch de Antikdrper ausgeldsten Hemmedanismus genauer charak-
terisieren zu konren. Wirde die oben dskutierte Hypothese aitreffen, so mife an
Grof¥eil der Spermatozoen, de mit der Zona pellucida in Kontakt gekommen sind,
ZP3-Protein vermittelt akrosomreagiert sein, aber nicht mit dem ZP2-Protein inter-
agieren, also auch nicht mehr sekundar an die Zona pellucida binden kénnen.
Bei der Auswertung der Kompetitions-Hemizona-Assays fdlt auf, dal3 de Zonae
pell ucidae mit gebundenen Spermatozoen nach 4hin ihrer Konsistenz verandert sind.
Sie weisen eine geringere Elastizitdt auf als zu Beginn der Assays. Die Zonahértung
soll laut Barros und Yanagimachi [11] durch de Re&tion der cortikaen Granula
indwziert werden. Da &er ale Eizdlbestandtelle entfernt sind, misen andere Medha-
nismen zu deser Verdnderung der Konsistenz fuhren. Einerseits ist denkbar, dal3 es

durch unplysiologische chemische Prozess (z.B. auf Grund eines nicht optimalen
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Mediums) zu deser Verdnderung kanmt. Andererseits ist es auch mdglich, dal3
Bestandtelle der akrosomalen Matrix oder andere Proteine aus der Spermatozoen-
kopfregion moglicherweise enzymatisch zu einem Umbau und dmit zu einer Verhéar-
tung des Zona pellucida-Netzes flhren. Weiterhin konrten Antigen-Antikorper-1nter-
aktionen de Rigiditat des Zona pell ucida-Netzwerkes verandern. Die Ursacdhe fur diese
Beobadhtung ist unbekannt und erfordert zur Klarung deses Sadhverhates weitere
Untersuchungen.

Um die Inhibition der Spermatozoenbindungim Kompetitions-Hemizona-Assay auf
die Inkubation mit AS ZP2-20 zurtckfuhren zu kénren, mufte nachgewiesen werden,
dal? de Anti-ZP2-Antikorper auch tatsadilich an das native ZP2-Protein der Hemi-
zonae binden. Die an de Hemizona gebundenen Antikorper werden im Hemizona-
Antikorper-Bindungstest nadhgewiesen. Mit Hilfe dieser Experimente ist es moglich,
ein moglicherweise unterschiedliches Bindungverhalten oder -muster von Anti-ZP2-
Antikdrpern an nativen, chemisch nicht modifizierten Zonae pellucidaeder Eizdlen zu
untersuchen. Nadh der Inkubetion mit Anti-ZP2-Antiseren farben sich de Hemizonae
nach Immunperoxidase-Re&tion ceutlich stérker an als die entsprechenden unkehan-
delten Negativkontrollen. Allerdings snd, &hnlich wie bel den immunh stochemischen
Untersuchungen an Gewebsschnitten aus Ovarien, urterschiedliche Farbeverhalten
sowohl zwischen den Antiseren as auch spezesgeafische Unterschiede in der
Intensitdt und cem Muster der Markierung festzustellen. Beispielsweise ist nach
Immunperoxidase-Re&tion de Intensitét der Anfarbung cr bovinen Hemizonae mit
AS ZP2-26 wesentlich starker als die mit AS ZP2-20. Somit ist festzustellen, dal3, trotz
funktioneller Beantraditigung as Spermatozoen-Zona pell ucida-Bindungverhaltens
durch AS ZP2-20-Antikorper, die Affinitdt dieser Immungdobuine fUr ihr Antigen
wesentlich geringer ist als die der funktionell inaktiven, aber offensichtlich hach-
affinen AS ZP2-26-Antikorper.

In desen Experimenten zegt sich auch wiederhdt, dal3 de Hemizonae besonders im
Randbereich intensiv angeférbt sind, wogegen sich das Zentrum schwadher angeféarbt
darstellt. Dieses diff erenzierte Bindungverhalten kdnrte dadurch entstehen, dal3 anti-
gene Epitope im Schnittbereich der Zonae pellucidae besonders gark erkannt werden

konren. Bedingt durch de medanische Manipulation kénrie es zu einer Desinte-
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gration des Zona pellucida-Netzwerkes und zur Demaskierung antigener Epitope
kommen. Allerdings wére in desem Zusammenhang auch ein rein optisches Phdnomen
zu dskutieren, das durch Projektionen der halbkugelig auf Objekttragern ange-
trockneten Hemizonae atsteht. Uberlagerungseffekte oder Summationsphanomene
kénnten ursachlich fur diese Beobachtung verantwortlich sein.

Zudem fallt bei der Auswertung der Hemizona-Antikorper-Bindunggtests auf, dal3 va
allem bel den Versuchsrethen mit bovinem Material nur ca 8 der Zonae pell ucidae
durch Anti-ZP2-Peptid-Antikorper anféarbbar sind. Diese Beobadhtung kdnie auf den
Einsatz von Oozyten mit unterschiedlichen Maturationsgadien zurtickzufihren sein.
Diese Eizdlen konrien pcsttranslational modifizierte Epitope aifweisen, de nicht
exponiert oder demaskiert sind undsomit von den Anti-ZP2-Antiseren nicht erkannt
werden konren. Aber auch nach Maturation der Oozyten, de gemal3 eines pulizierten
bovinen In witro-Fertili sationsprotokalls [15 durchgefthrt wurde und zu einem ein-
heitli chen Reifegrad (Metaphase Il) gefuhrt hat, ist die Intensitdt der Antikorperbin-
dungan das ZP2-Protein der Hemizonae sehr unterschiedlich. Dieses Phdnomen spie-
gelt sich auch in den z.T. relativ hohen Standardabweichungen der Mittelwerte der
Farbungsintensitdten (Scores) wider. Bel einem Tell der in vitro maturierten Eizdlen
ist keine Bindung vonAntikorpern an die Zonae pell ucidae festzustellen. Daraus 1403t
sich schlief3en, dal? maturierte Eizdlen individuell unterschiedliche Zonae pellucidae
besitzen kdnren. Dieses Phdnomen konrte evtl. durch de Auswahl des Schladittieres
bedingt sein, dem das Ovar entnommen wurde. Die Reproduktion undBildung funk-
tionell intakter Eizdlen bel Rindern wird stark vom Alter und Umweltfaktoren, wie
z.B. Klima, Bestallung undErndhrung, keanflufd [109, 139. Es kann daher vermutet
werden, dal3 manche Rinder aus diesen Griinden (evtl. endokiinologisch bedingt) nicht
in der Lage sind, intakte Zonae pellucidae aiszubilden. Die Zuordnung @r Ovarien
sowie die Herkunft der einzelnen Rinder und damit die Einfluf¥aktoren konrten jedoch
rickwirkend van Schladithof aus nicht ermittelt werden. AntikOrper gegen ZP3-
Peptide konren als Marker fir die funktionelle Integritdt der Zonae pellucidae
zumindest im humanen Modell eingesetzt werden [93]. Analog zu den hergestellten
Anti-ZP3-Antikorpern kdnrten moglicherweise aich gegen ZP2 gerichtete Antiseren
Informationen Uker die Zona pell ucida-Integritét [144] liefern und Kéren, ob dis ZP2-
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Molekil funktionell i ntakt vorhanden ist. Ducibella & a. [48] pubizierten, dal3 es bei
humanen Oozyten, dein der In vitro-Fertili zation ncht befruchtbar sind, zum Tell eine
sportane Redtion der cortikalen Granula angetreten ist und de Zona pellucida
biochemisch verandert ist. Somit konrten die im Rahmen deser Arbelt gemaditen
Beobadhtungen so zu erklaren sein, dal3 de Zonae pellucidae bestimmter Tiere post-
trandational modifiziertes ZP2 beinhalten und deses Protein auf Grund proteolytischer
Modifikationen von cn Anti-ZP2-Antiseren nicht mehr als Antigen erkannt werden
kann.

Windt et al. [202 haben in der Spezes Maus gezegt, dal3 der HZA als experimentelles
Modell eingesetzt werden kann, um die Inhibition der Spermatozoenbindungan Zonae
pellucidae 21 urtersuchen. Folglich konrte der im Rahmen deser Dissertation ent-
wickelte bovine Kompetitions-Hemizona-Assay als Testmodell dienen, das kontra
zeptive Potential gewonnener Antiseren und Substanzen zu untersuchen [91].
Die gute Verfugbarkeit boviner Gameten bei Schladhttieren bzw. bei Besamungs-
stationen konrte den Einsatz und de T6tung von Labortieren zum Studium der
Spermatozoen- und Eizdlfunktionen oder -Interaktionen wesentlich verringern. Auch
ethischen Bedenken bei der Verwertung humaner Gameten konrte durch den Einsatz

des bovinen Kompetitions-Hemizona-Assays entgegengetreten werden.

Die Ergebnise der vorliegenden Untersuchungen sollten dazu geagnet sein, zum
Verstandnis der komplexen Vorgénge der Spermatozoen-Zona pell ucida-Interaktion
beizutragen. Neue Erkenntnisse tber molekulare Medanismen der Fertili sierung sind
die Grundage fir das Verstandnis der Physiologie und eine daraus abgeleitete,
rationale pharmakologische Intervention im Reprodultionsgeschehen. Beispielsweise
konrten mit synthetisch hergestellten ZP2-Peptiden immunkortrazeptive Studien
durchgefiihrt werden, um eine weitere Moglichkeit der individuellen Famili enplanung

zur Verfligung stellen zu kénnen.
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Das bovine Moddl ist ein nitzliches und paktikables System, dessen Ergebnisse
moglicherweise auch auf den Menschen zu Ukertragen sind [91]. Die Anwendung @&s
Rindermodell s wére somit sowohl in der Ursachenerforschung lei unerfilltem Kinder-
wunsch als auch bei der Uberprifung reproduktionstoxikologischer Fragestellungen
denkbar [81]. Anti-ZP2-Peptid-Antiseren konrten in Analogie a1 Anti-ZP3-Antiseren
[90, 144 in weiterfihrenden Studien eingesetzt werden, um die Integritét und
Funktionsfahigkeit der Zonae pellucidae von Patientinnen mit unerfilltem Kinder-
wunsch zu Ukerprifen. Ziel wére es, mit einem auf Anti-ZP2-Antikorpern basierenden
Testsystem die Entscheidungfir eine rationale Therapie (z.B. [UI, IVF oder ICSl) bel

unerfulltem Kinderwunsch zu erleichtern.
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5 Zusammenfassung

Im Rahmen deser Arbeit wurden Antiseren gegen synthetische ZP2-Peptide her-
gestellt. Die Anti-ZP2-Peptid-Antiseren wurden eingesetzt, um ZP2-Protein immun-
biochemisch und immunhstologisch zu identifizieren. Desweiteren wurden de
Antikorper zum Nadweis funktionell relevanter Doménen des ZP2-Proteins verwen-
det. Synthetische ZP2-Peptide wurden anhand bekannter molekularbiologisch isoli erter
cDNA-Strange und den daraus abgeleiteten Aminosauresequenzen hergestellt.
Nadh Auswahl und Synthese von ZP2-Aminosiuresequenzen, de entweder human-
speafisch oder spezesiibergreifend (homolog) sind, konrien in Kaninchen hachtitrige
Antiseren generiert werden. Die Anti-ZP2-Peptid-Antiseren AS ZP2-20 undAS ZP2-
21 (Antigen: homologes ZP2-Peptid) sowie AS ZP2-26 und AS ZP2-27 (Antigen:
humanes ZP2-Peptid) erkennen im ELISA das jeweili ge ZP2-Peptid, das als Antigen
eingesetzt wurde. Bei der Bestimmung der ZP2-Antikorpertiter gegen ihr synthetisches
Peptid zeigt sich titrationsabhéngig der Gehalt an spezfischen Anti-ZP2-Antikdrpern
gegentiber den Praimmunseren, wobei keine Kreuzregtionen der Anti-ZP2-Peptid-
Antiseren mit anderen Peptiden festzustellen waren.

Mit Hilfe der Anti-ZP2-Antikorper wurde das Zona pellucida-Protein 2 (ZP2) auf
Paraffinschnitten aus den Ovarien von Rind, Mensch, Schwein, Maus, Measchwein-
chen undRatte identifiziert. Die immunhistochemischen Untersuchungen zeigen, dal3
AS ZP2-20 Zona pellucida-Protein in Ovarien aler untersuchten Spezes detektiert.
Nad Einsatz von AS ZP2-21 kanmt es zu einer Immunreaktion mit Zona pell ucida-
Proteinen vonRind, Mensch undMaus. Obwohl AS ZP2-26 gegen ein humanes ZP2-
Peptid gerichtet ist, reagieren de Antikorper mit Zona pellucida-Proteinen im
humanen, bovnen und pacinen Ovar. Zona pellucida-Proteine von Nagetierovarien
werden nicht erkannt. AS ZP2-27 markiert auschliefdlich Zona pellucida-Protein im
humanen Ovar. Die entsprechenden Praéimmunseren fihren zu keiner Anférbungin den
getesteten Ovarien. Diese Ergebnise zegen, dald Antiseren gegen synthetische ZP2-

Peptide auch mit Zona pellucida-Protein reagieren.
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Durch Immuno-Blots mit Anti-ZP2-Peptid-Antiseren und extrahierten bovinen Eizdl-
proteinen konrte demonstriert werden, dal3 de Antiseren AS ZP2-20 undAS ZP2-26
mit breiten, immunresktiven Proteinbanden mit identischen apparenten Molekular-
massen (70-80kDa) reagieren. Diese Ergebnise bestdtigen de Literaturangaben, in
denen das bovine ZP2-Protein as ein Glykoprotein mit einer Mass von 7380kDa
beschrieben wird.

Mit Hilfe des Hemizona-Antikorper-Bindungstests konnte nachgewiesen werden, dal3
AS ZP2-20- und AS ZP2-26-Antikorper an natives, biochemisch nicht modifiziertes
Zona pellucida-Protein von Rind, Mensch und Schwein binden. Im Vergleich zu den
mit PrAimmunseren behandelten, karesponderenden Hemizonae kommt es zu einer
deutli chen Immun-Peroxidase-Redaktion der mit Anti-ZP2-Peptid-Antikdrper behandel-
ten Test-Hemizonae.

Der bovine Kompetitions-Hemizona-Assay wurde ds In vitro-Testsystem zur Identifi-
zierung funktionell relevanter Doméanen eingesetzt. Nach Einsatz von Antiserum AS
ZP2-20 konrte an ZP2-Protein-Epitop identifiziert werden, das shr wahrscheinlich
fur die Spermatozoen-Zona pellucida-Bindung vonBedeutung ist. Im Vergleich zu
Kontrollseren (AS ZP2-26 und Prammunseren) ist nach Vorbehandlung der Hemi-
zonaemit AS ZP2-20-Antikorpern de Anzahl der gebundenen Spermatozoen um etwa
die Halfte herabgesetzt.

Die hier vorgestellten Untersuchungen zegen, dal3 Antikorper gegen synthetische ZP2-
Peptide ds gezfische Marker fur ZP2-Protein eingesetzt werden konren. Aulerdem
sind Antikorper gegen definierte ZP2-Protein-Domanen als Hilfsmittel fur Unter-

suchungen physiologischer Ablaufe der Spermatozoen-Eizell-Interaktion geeignet.
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