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Zusammenfassung

Die Zona pellucida umgibt die Eizellen von Sdugetieren und ist in der Maus aus den
Zona pellucida Proteinen 1-3 aufgebaut. Diese Proteine vermitteln vor der Befruchtung
den ersten Kontakt von Spermium und Eizelle. Nach der Befruchtung verhindert die
Zona pellucida die Passage weiterer Spermien und schiitzt die Entwicklung des friithen
Embryos.

Ovastacin ist eine zinkabhadngige Metalloproteinase der Astacinfamilie. Es wird direkt
nach der Befruchtung aus den Kortikalgranula der Sdugereizelle freigesetzt und spaltet
spezifisch das Zona pellucida Protein 2 (ZP2), wodurch der Spermienrezeptor zerstort
wird. Gleichzeitig verhartet diese extrazelluldare Matrix und schiitzt somit den Embryo
auf seinem Weg in den Uterus. Ovastacin wird als inaktives Zymogen exprimiert und
liegt in den kortikalen Granula als Gemisch von inaktivem Zymogen und aktiviertem,
reifem Ovastacin vor. Als Aktivatoren wurden Serinproteasen mit tryptischer Spezifi-
tat, wie z.B. Plasmin identifiziert.

Die Regulation der Ovastacinaktivitit ist essenziell fiir die Fruchtbarkeit. Einerseits
verursacht der Verlust des endogenen Ovastacin-Inhibitors Fetuin-B eine verfriihte
Hartung der Zona pellucida und fiihrt so zu weiblicher Infertilitdt. Andererseits weisen
Ovastacin-defiziente Mdause um 50% verkleinerte Wurfgrofden auf.

Akrosin ist eine Trypsin-dhnliche Serinproteinase aus dem Akrosom von Spermien. Es
wird im Zuge der Akrosomreaktion, die in der Nahe der Eizelle stattfindet, freigesetzt.
Die Funktion des Akrosins konnte auch vier Jahrzehnte nach seiner Entdeckung nicht
abschliefdend aufgeklart werden. Die Ablation des Enzyms vermindert die Befruch-
tungsfahigkeit von Mdusespermien, fithrt aber nicht zur Unfruchtbarkeit. Akrosin wird
mit der Lyse der Zona pellucida assoziiert sowie mit der Bindung der Spermien an die
Zona pellucida tiber Zuckerreste.

Hier sollte untersucht werden, ob sich die drei Proteine Ovastacin, Akrosin und
Fetuin-B untereinander beeinflussen und welche Veranderungen sie in der Zona pellu-
cida verursachen.

Ich konnte zeigen, dass Akrosin rekombinantes Ovastacin aktivieren kann, sodass es in
die Lage versetzt wird, sein natives Substrat ZP2 zu prozessieren. Akrosin selbst spal-
tet alle drei Zona pellucida Proteine, bevorzugt jedoch ZP2 und zwar an einer dhnlichen
Position wie Ovastacin. Die Spermienbindung wird durch den Akrosinschnitt nicht ver-
hindert. Aktives rekombinantes Ovastacin und Akrosin erhohen beide die Resistenz
der Zona pellucida gegen Abbau durch a-Chymotrypsin. Akrosin ist aufderdem in der
Lage, rekombinantes Fetuin-B zu spalten. Das proteolytisch prozessierte Protein inhi-
biert Ovastacin mindestens 10-mal schlechter als die ungespaltene Kontrolle.

In der Summe geben die Ergebnisse neuen Einblick in die Regulation der Verdnderun-
gen der Zona pellucida nach der Befruchtung. Es werden neue physiologisch relevante
Moglichkeiten zur Regulation der Ovastacinaktivitit aufgezeigt, die sich aus dem Zu-
sammenspiel von Akrosin und Fetuin-B und der Aktivierung von Ovastacin durch Ak-
rosin ergeben.






Abstract

The zona pellucida surrounds the mammalian egg and consists in mice of the zona pel-
lucida proteins 1-3. These proteins confer the first contact of sperm and egg before fer-
tilization. After fertilization the zona pellucida blocks sperm passage and protects de-
velopment of the early embryo.

Ovastacin is a zinc dependent metalloproteinase of the astacin family. It is released in-
stantaneously after fertilization from the cortical granules of the mammalian egg and
specifically cleaves zona pellucida protein 2 (ZP2), which destroys the sperm receptor.
At the same time this extracellular matrix “hardens” and by this protects the embryo
on its way to the uterus. Ovastacin is expressed as a zymogen and stored in cortical
granules as a mixture of inactive zymogen and active, mature ovastacin. Serinprotein-
ases with trypsin-like specificity like e.g. plasmin have been identified as activators.

Regulation of ovastacin activity is essential for fertility. On one hand, loss of its endog-
enous inhibitor fetuin-B and the resulting premature “hardening” of the zona pellucida
causes female infertility. On the other hand, ovastacin-deficient mice show litter size
reduction by 50 %.

Acrosin is a trypsin-like serine proteinase found in the acrosome of sperm. It is released
during the acrosome reaction, which takes place in the vicinity of the oocyte. Even four
decades after discovery the function of acrosin is not conclusively elucidated. Ablation
of the enzyme reduces fertilization capability of mouse sperm, but does not cause in-
fertility. It is associated with lysis of the zona pellucida and sperm-binding to the zona
pellucida using sugar residues.

In this work interplay between the three proteins ovastacin, acrosin and fetuin-B and
their effect on the zona pellucida is to be examined.

[ have shown here that acrosin can activate recombinant ovastacin, which then is ca-
pable of cleaving its native substrate ZP2. Acrosin itself cleaves all three zona pellucida
proteins. ZP2 is cleaved preferably and in its N-terminal region. The cleavage occurs
therefore at a similar position as the cleavage caused by ovastacin. Cleavage by acrosin
does not interfere with sperm binding. Both active recombinant ovastacin and acrosin
increase the resistance of the zona pellucida against degradation by a-chymotrypsin.
Acrosin is furthermore able to cleave recombinant fetuin-B. The proteolytically pro-
cessed protein inhibits ovastacin at least ten times less than the untreated control.
Together these findings provide insight in the regulation of the changes in the zona
pellucida after fertilization. New physiologically relevant possibilities for regulation of
ovastacin activity through the interplay of acrosin and fetuin-B and through activation
of ovastacin by acrosin have been shown.
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Einleitung

1. Einleitung

Die geschlechtliche Fortpflanzung bei Sdugetieren und die damit einhergehende gene-
tische Rekombination erhoht die Anpassungsfahigkeit an veranderliche Lebensbedin-
gungen. Die Neukombination von Allelen erhoht die Chance fiir das Auftreten neuer
Merkmalskombinationen, unabhangig vom Auftreten zufalliger Mutationen. Die innere
Befruchtung und das Austragen des Embryos innerhalb des Korpers ist ein weiterer
Vorteil, der den Sdugetieren weitgehende Unabhangigkeit von speziellen Umweltbe-
dingungen, etwa aquatischer Habitate verschafft. Jedoch erfordert diese Art der Anpas-
sungen spezifische Merkmale bei den Saugern. Die weiblichen Geschlechtsgange miis-
sen mit Fliissigkeit gefiillt sein, damit die Spermien Eizelle schwimmen kdnnen. Auch
miissen die Spermien fahig sein die Eizellen im weiblichen Genitaltrakt zu finden und
zu erkennen. Diese Vorteile und die Anpassungen die notig sind, um sie zu erhalten,
haben die Entwicklung der Saugetiere zu den heute zu beobachtenden Organen, Zell-
aufbauten und Mechanismen gefiihrt. Eine wichtige Barriere fiir Spermien auf dem
Weg zu einer befruchteten Eizelle ist die Zona pellucida genannte Eihtille. Spermien
miissen an diese Hiille andocken und sie anschlief3end durchdringen, damit in vivo Be-
fruchtung stattfinden kann. Danach verhindert diese Barriere das Eindringen weiterer
Spermien. Auch der Schutz des sich entwickelnden Embryos auf dem Weg zum Uterus
ist eine Funktion dieser Glykoproteinhiille. Dieser Funktionswechsel der Zona pellu-
cida von der Bindung der Spermien und Passierbarkeit hin zu einer Spermienbarriere
und zur Zunahme der Widerstandsfahigkeit gegen dufdere Einfliisse wird durch Prote-
olyse verursacht. In dieser Arbeit werden biochemische und zellphysiologische Zusam-
menhédnge analysiert, welche die Eigenschaften der Eihiille verdandern. Im Fokus stehen

die Proteasen Ovastacin aus der Eizelle und Akrosin aus dem Spermium.

1.1. Gametogenese

Die Gametogenese der Sduger beginnt sehr frith in der Embryonalentwicklung. Zellen
wandern aus der inneren Zellmasse der Blastula in die Genitalleiste und werden zu Ur-
keimzellen. Aus diesen bildet sich spater die Gonadenanlage. Die Urgonade ist unter-
teilt in Medulla und Kortex (Sitz der Urkeimzellen) und entwickelt sich abhdangig vom

Geschlecht des jeweiligen Tieres.

1.1.1. Spermiogenese

Im Rahmen der Hodenbildung (vgl. BLUM, 1985) wandern unter dem Einfluss des Tes-
tis-determinierenden Faktors (TDF) die Urkeimzellen in die Medulla ein und der Kor-
tex wird grofdtenteils zuriickgebildet. Aus der Medulla bilden sich Gewebenischen, in
denen sich die Spermatogonien (mannliche Ursamenzellen) ansiedeln und die Tubuli

1
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seminiferi, in denen die Spermien transportiert und modifiziert werden. Die diploiden
Spermatogonien durchlaufen mehrere mitotische Teilungen, aus denen im letzten
Schritt die Spermatozyten erster Ordnung hervorgehen. In diesem diploiden Zustand
findet bereits ein Teil der Proteinexpression fiir die fertigen Spermien statt. Dies hat
zur Folge, dass auch Proteine, die nur auf einem Allel kodiert sind, in allen Spermien zu
finden sind. Die Spermatozyten erster Ordnung durchlaufen die erste Reifeteilung und
bilden so die Spermatozyten zweiter Ordnung, auf diese folgt die zweite Reifeteilung
und die haploiden Spermatiden entstehen. Zu diesem Zeitpunkt sind die Spermien je-
doch noch nicht befruchtungsfahig. Sie werden in das Lumen der Tubuli seminiferi ab-
gegeben und dort noch weiter modifiziert. Vor allem wird die Protein- und Fettzusam-
mensetzung der dufleren Membran verandert. Bis zur Ejakulation werden sie dann in
den Nebenhoden gelagert. Erst im weiblichen Genitaltrakt erlangen die Spermien Be-
fruchtungskompetenz. Dies geschieht durch die Kapazitation der Spermien, die auf
dem Weg zur Eizelle stattfindet (AUSTIN, 1952). Dabei verandert sich die Lipidzusam-
mensetzung und damit die Oberflachenstruktur der dufieren Spermienmembran, was
fiir eine erfolgreiche Akrosomreaktion notwendig ist. Hauptsachlich Cholesterin wird
aus der Spermienmembran entfernt, was die Membran versteift (siehe CRoss, 1998).

Abbildung 1 zeigt die schematische Darstellung eines Spermiums.

AufRere
Akrosommembran

Innere

Akrosommembran Terminale ) i
Scheibe Mltte}stuck
——/ EOOeEE ——
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// 2 —
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Abbildung 1: Schematische Darstellung eines murinen Spermiums.
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Akrosom und Akrosomreaktion

Das Akrosom ist ein aus dem Golgiapparat ab-
geleitetes Vesikel, das in der Spitze des reifen
Spermiums liegt. Es enthalt Proteasen, die fiir
die Auflésung der extrazelluldren Matrix der
Eizellen verantwortlich sind. Die sogenannte
Akrosomreaktion umfasst das Verschmelzen
der Akrosommembran mit der Plasmamemb-
ran des Spermienkopfes und das Freisetzen
des Akrosominhalts. Die Akrosomreaktion
kann scheinbar zu unterschiedlichen Zeiten
und an unterschiedlichen Orten im weiblichen
Genitaltrakt stattfinden. Als ein moglicher
Ausloser fiir die Akrosomreaktion wurde
Zona pellucida Protein 3 (O’'TOOLEET AL., 2000)
aber auch der die Eizellen umgebende Cumu-
lus oophorus (JINET AL., 2011) identifiziert. All-
gemein gilltig ist, dass die Akrosomreaktion
stattgefunden haben muss, bevor die Sper-
mien mit der Eizelle verschmelzen konnen um
diese zu befruchten (BEDFORD, 2011).

1.1.2. Oogenese
Bilden sich Ovarien (vgl. BLUM, 1985), degene-

riert die Medulla und die Urkeimzeilen ver-
bleiben im Kortex. Alle aus den weiblichen Ur-
keimzellen hervorgegangenen Oogonien be-
finden sich bei der Geburt im Diplotdn der
Prophase der ersten Reifeteilung. Dies hat zur
Folge, dass die Anzahl der weiblichen Eizellen
bereits bei der Geburt begrenzt wird. Die Ei-
zellen ruhen bis zum Eintritt in die Ge-
schlechtsreife, in deren Rahmen das Gona-
dotropin-releasing-Hormon aus dem Hypo-
thalamus die Ausschiittung von Hypophysen-
hormonen ausldst. Dies fiihrt in der Adenohy-
pophyse zur Freisetzung von follikelstimulie-

rendem Hormon (FH) und luteinisierendem

Primordialfollikel

Follikel-
Q / epithel

Eizelle

Primarfollikel

Kortikalgranula

Zona
pellucida

Basalmembran

Theca
interna

Cumulus
oophorus

Perivitellinraum

Abbildung 2: Schematischer Ablauf der Ei-
zellreifung. Graaf scher Follikel nicht gezeigt
(entspricht stark vergrofdertem Tertidrfolli-
kel).




Einleitung

Hormon (LH), die Follikelreifung und Eisprung verursachen. Der Follikel in dem die
Oozyte liegt, durchlauft bei der Reifung mehrere Stadien (siehe Abbildung 2). Im
Primordialfollikel ist die Eizelle von einem einschichtigen, flachen Follikelephithel um-
geben, dessen Zellen im Primaérfollikel kubisch werden. In diesem Stadium tauchen
erstmals die Kortikalgranula auf (siehe 1.1.2.1). Im Sekundarfollikel ist das Follikele-
pithel zwei oder mehrschichtig. In diesem Stadium bildet sich die Zona pellucida (siehe
1.1.2.2). Wahrend der weiteren Reifung zum Tertidrfollikels bildet sich eine Hohlung
im Follikel, das Antrum folliculi. Dieses fiillt sich mit dem Liquor folliculi, der vom Stra-
tum granulosum abgegeben wird, das den Follikel auskleidet. Die Eizelle sitzt nun in
einem ins Follikelinnere vorspringenden Zellhaufen von Granulosazellen, die in diesem
Zustand Cumulus oophorus genannt werden. Beim Eisprung aus dem reifen Graaf’schen
Follikel verlasst die Oozyte im Cumulus oophorus das Ovar und gelangt am Infun-
dibulum in den Ovidukt. Nach der Ovulation beginnt die zweite Reifeteilung der Oozyte,
die bis zur Befruchtung in der Metaphase II arretiert ist und erst nach der Plasmoga-
mie, dem Verschmelzen der beiden Gameten zur Zygote, fortgesetzt wird. Ab diesem
Zeitpunkt beginnt die Embryonalentwicklung.

1.1.2.1. Entstehung der Kortikalgranula

Die Kortikalgranula entstammen dem Golgiapparat der entstehenden Eizelle und wer-
den exklusiv in Eizellen hergestellt. Sie tauchen ab dem spaten Primarfollikelstadium
erstmals auf und werden bis zum Eisprung gebildet (PIRES ET AL., 2013). Die Granula
akkumulieren in der Peripherie der Eizelle und werden dort von einem Netz aus Actin-
molekiilen an Ort und Stelle gehalten (DENGET AL., 2003). Die Kortikalgranula der Maus
sind ca. 0,2-0,6 pM im Durchmesser und liegen bis ca. 2 pM unterhalb des Oolemmas
(NICOSIAET AL., 1977). Ovulierte Eizellen enthalten ca. 4500 Kortikalgranula. Diese sind
gleichmafdig unter dem Oolemma verteilt, sparen aber den Bereich um die maternale
DNS aus (NicosIA ET AL., 1977). Diese kortikalgranulafreie Domane wird verursacht
durch die maternale DNS. Die Granula in diesem Bereich werden teils verschoben oder
exocytiert (DENGET AL., 2003).
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1.1.2.2.  Zona pellucida

Die Zona pellucida ist die extrazellulare Matrix, wel- S-S S'S@
che die Eizellen von Sdugetieren umgibt. Sie besteht
bei Sdugetieren aus bis zu vier hoch glykosylierten
Proteinen (Zona pellucida Protein 1-4) (siehe @S_S
FAHRENKAMP ET AL., 2020). Diese bilden zusammen
die extrazellulare Matrix der Eizelle. Die Zona ist
wichtig fiir die Interaktion von Spermien und Eizel-
len und muss in vivo fiir eine erfolgreiche Befruch- >
tung vom Spermium durchdrungen werden. Der
S-S
S-S
&

filamentose Aufbau (Abbildung 3) gibt der Zona
Struktur und Festigkeit (GREVE & WASSARMAN,
1985). Bei Mausen, mit denen in dieser Arbeit die
Daten gewonnen wurden, gibt es die ZP 1-3. Protein
4 ist ein Pseudogen, das nur transkribiert wird
(LEFIEVRE ET AL., 2004). Die Filamente bestehen ver-
mutlich aus Heterodimeren der Proteine ZP2 und 3 | Abbildung 3: Schema der Zona pellu-

. . cida Fibrillen. Die disulfidverbriickten
die von ZP1 Homodimeren quervernetzt werden | zpi-Homodimere sind blau dargestellt,

. X . ZP2 ist in rot gezeigt und ZP3 in griin.
(WASSARMAN ET AL., 2004). Die Zona pellucida wird 7P2/3 liegen in der Annahme als Hete-

wahrend der Eizellenreifung hergestellt. Die Prote- | rodimere vor. Abbildung nach (GreEN,
1997; WASSARMAN ET AL., 2004)

ine werden exprimiert und posttranslational glyko-
syliert (BojA ET AL., 2003). Ein Schema des Doménenaufbaus ist in Abbildung 4 darge-
stellt. Die Proteine werden C-Terminal an ihrer Furinschnittstelle beschnitten, dies ge-
schieht entweder im trans-Golgi Netzwerk oder am Oolemma (siehe FAHRENKAMP ET AL.,

2020). Daraufhin setzen sie sich extrazellular tiber die ZP-Domanen zur Zona pellucida

mZP1 (623 AS)

mZP3 (424 AS)

Abbildung 4: Schematische Darstellung des Domanenaufbaus der murinen Zona pellucida Proteine. Verandert
nach (FAHRENKAMP ET AL, 2020). hellgrau = Signalpeptid; ocker = Zona pellucida Domanen; rot = Furinschnittstelle;
braun = Transmembrandomane. AS = Aminosiduren; m = murin;
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zusammen (JOVINE ET AL., 2004). Die Zona pellucida ist wichtig, sowohl fiir die Befruch-
tung als auch fiir die ersten Schritte der Embryonalentwicklung. Vor der Befruchtung
ermoglicht sie die Spermienbindung (BLEIL & WASSARMAN, 1980). Nach der Befruchtung
verhindert sie das Eindringen weiterer Spermien (BRADEN ET AL., 1954) und schiitzt
auch den sich entwickelnden Embryo vor Resorption (RANKIN ET AL., 1999). Sie ist also
essenziell fiir die Fruchtbarkeit von Saugetieren.
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1.2. Befruchtung
Bei Mausen findet die Befruchtung im Bereich der Ampulla der Eileiter statt (Abbildung

5). Im ersten Schritt durchdringt das Spermium den sogenannten Cumulus oophorus.
Darunter versteht man ein Netzwerk aus Hyaluronsaure und darin eingebetteten Zel-
len, dass die Oozyte sowohl im ovarialen Follikel als auch noch nach der Ovulation
umgibt. Diese Matrix wird in der Maus mit der Hilfe von Hyaluronidasen wie HYALS
und SPAM1 durchdrungen (KIMURAET AL., 2009). Dann tritt das Spermium mit der Zona
pellucida in Kontakt (siehe 1.2.1). Das Spermium bindet an die Zona pellucida und
durchdringt diese. Wenn das Spermium den Perivitellinraum erreicht, bindet es an das
Oolemma und verschmilzt mit der Eizelle. Das Eindringen des Spermiums lost die Kor-
tikalreaktion (siehe 1.2.2) der Eizelle aus. Die Kortikalreaktion setzt Agenzien in den
Perivitellinraum frei, die eine Hartung der Zona pellucida verursachen. Die so veran-

derte Zona unterstiitzt keine weitere Spermienbindung mehr.

Spermium —

1. Polkérper

Perivitellinraum

Kortikalgranula

Oolemma

Zona pellucida

maternale DNS und
Spindelapparat

Zona pellucida
(gehartet)

Abbildung 5: Schematischer Ablauf der Befruchtung. 1. Ankunft an der Eizelle. 2. Akrosomre-
aktion und Penetration der Zona pellucida. 3. Plasmogamie der Gameten und Kortikalreaktion. 4.
Hartung der Zona pellucida und Block der Spermienbindung.
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1.2.1. Spermien-Ei-Interaktion

Voraussetzung fiir eine erfolgreiche, natiirliche Befruchtung ist die raumliche Nahe von
Spermium und Ei. Diese Ndhe ist jedoch nicht ausreichend. Die beiden Zellen miissen
auch in physischen Kontakt treten, um die Plasmogamie zu erméglichen. Die erste In-
teraktion der Spermien mit dem Ei ist der Kontakt mit der Zona pellucida. Hier finden
mehrere Bindungen statt. Eine ist die beschriebene Bindung von Spermien an Zona pel-
lucida Protein 2 (AVELLA ET AL., 2014). Auch verschiedene Zucker auf den einzelnen
Zona pellucida Proteinen werden als Liganden fiir Spermien vermutet (z.B. BLEIL &
WASSARMAN, 1988; MILLER ET AL., 1992). Auf der Seite der Spermien sind als zuckerbin-
dende Lectine die 3-1,4-Galactosyltransferase (MILLER ET AL., 1992) und Akrosin (ndhe-
res 1.3.2) bekannt. Allerdings wird eine erfolgreiche Befruchtung weder durch den
Verlust der Zucker, noch durch den Verlust der zuckerbindenden Proteine verhindert
(ASANO ET AL., 1997; BABAET AL., 1994; GAHLAY ET AL., 2010; THALLET AL., 1995). Der sper-
mienstdndige Bindungspartner fiir ZP2 ist noch immer unbekannt. Hier wird deutlich,
dass vermutlich nur wenige der vorhandenen Interaktionen absolut essenziell sind
und sich die vorhandenen Systeme redundant unterstiitzen kénnen. Eine der wenigen
essenziellen Interaktionen besteht bei der Bindung an das Oolemma. Die Interaktion
des Eizellproteins ,Juno“ und seines spermienstandigen Partners ,Izumo“. Juno ist ein
GPI-verankertes Membranprotein, das im Oolemma sitzt (BIANCHI ET AL., 2014). Weib-
liche Juno knockout Tiere sind infertil. Das Protein ist kurz nach der Befruchtung nicht
mehr am Oolemma nachweisbar. Es ist aber nicht bekannt welcher Faktor fiir den als
,Shedding“ bezeichneten Vorgang verantwortlich ist. [zumo ist ein Protein aus der Im-
munoglobulin-Superfamilie, das auf der Innenseite der Akrosommembran sitzt (INOUE
ET AL, 2005). Hier sind ausschliefdlich die mannlichen Tiere im knockout infertil.
Kommt die Interaktion von Juno und Izumo normal zustande, konnen die Gameten fu-

sionieren und losen so die Kortikalreaktion aus.

1.2.2. Kortikalreaktion

Die Kortikalreaktion findet direkt nach der Plasmogamie statt. Verursacht wird die
Ausschiittung der Kortikalgranula durch Ca?*-Oszillationen. Diese Oszillationen wer-
den wiederum durch Phospholipase C{ (PLC(), ein Spermienenzym, ausgelost (NozAwA
ET AL., 2018). PLCC katalysiert in der Oozyte die Umsetzung von Phosphatidylinositol-
bisphosphat zu Diacylglycerin und Inositoltriphosphat (IP3). IP3 bindet an Ca%+-Kanéle
des endoplasmatischen Retikulums (ER), die sich dadurch 6ffnen und Ca2*-Ionen in das
Cytoplasma entlassen (siehe PUTNEY & ToMiITA, 2012). Der Anstieg der Ca?*-Konzentra-
tion im Cytoplasma veranlasst das Verschmelzen der Kortikalgranula mit dem Oo-

lemma. Dabei nutzen die Kortikalgranula auf fiir sekretorische Vesikel typische Weise
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SNARE:s (soluble NSF-attachment protein receptors, siehe Liu, 2011) und entlassen ih-
ren Inhalt in den Perivitellinraum. Der exakte Inhalt der Granula ist noch nicht be-
schrieben (siehe Liu, 2011). Im Zusammenhang mit der Kortikalreaktion findet die Ent-
fernung des Rezeptors Juno statt. Dieser Rezeptor ist, wie oben erwahnt, essenziell fiir
die Verschmelzung der Keimzellen. Dieser Vorgang ist somit eine definitiver Polysper-
mieblock. Ob eine Protease aus den Granula oder eine andere Protease fiir das ,shed-
ding“ von Juno verantwortlich ist, ist nicht geklart. Die Exozytose der Kortikalgranula
16st eine als ,Zona hardening“ beschriebene Verdnderung der Zona pellucida aus (DE
FELICI ET AL., 1985; GULYAS & SCHMELL, 1980). Diese ,Hartung“ beschreibt die Verande-
rung der Zona in Hinblick auf die gesteigerte mechanische Widerstandskraft und auf
die gesteigerte Resistenz gegen proteolytischen Abbau, sowie gegen die Auflosung
durch erniedrigten pH-Wert (GWATKIN, 1964; PAPIET AL., 2010).



Einleitung

1.3. Fur die Fortpflanzung relevante Proteasen

Proteasen konnen nach dem Aufbau ihrer aktiven Zentren in unterschiedliche Klassen
eingeordnet werden. AufRerdem kénnen Proteasen durch die Position der proteolyti-
schen Spaltung beschrieben werden. Gemeinsam ist allen Proteasen, dass sie das Oxya-
nion im tetraedrisch koordinierten Kohlenstoffatom des Ubergangszustandes bei der
Peptidhydrolyse stabilisieren. Durch die Stabilisierung dieses energetisch sehr un-
giinstigen Zustandes wird die statistische Wahrscheinlichkeit eines Peptidketten-
bruchs an genau dieser Stelle stark erh6ht. Proteasen nehmen teil an sehr vielen Pro-
zessen in biologischen Systemen, bekannterweise Verdauung und Blutgerinnung aber
auch an vielen anderen Stellen wie der Freisetzung von Signalstoffen, dem Knochen-
aufbau und der in dieser Arbeit im Mittelpunkt stehenden Befruchtung. Eine Fehlregu-
lation von Proteasen dufdert sich in verschiedenen Krankheitsbildern (LOPEZ-OTIN &
BonD, 2008), wie z.B. Hamophilie B (Faktor IX-Mangel).

1.3.1. Ovastacin

Einordnung

Die zur Familie der Astacine gehérende Protease Ovastacin wurde 2004 entdeckt
(QUESADA ET AL., 2004). Die Astacine gehoren innerhalb der Metallopeptidasen zu den
Metzinkinen (BODEET AL., 1993; Gomis-RUTH, 2003; STOCKER & BODE, 1995). Sie enthalten
alle ein katalytisch essenzielles Zink-lon, dessen Liganden in einen hochkonservierten
Sequenzabschnitt eingebettet sind. Charakteristisch ist zudem der sogenannte Methio-
nin-Turn, welcher als flinften Zinkliganden einen Tyrosinrest positioniert. In Abbil-

dung 6 ist die Einordnung von Ovastacin in die Proteasensystematik gezeigt.

Klan Superfamilie Familie Protein

Adamlysine

Astacin

Cysteinproteasen
Serralysine

Gluzinkine Meprin

(HEXXH + E)

Serinproteasen

Metalloproteasen

Pappalysine

Astacine )&

Snapalysine

Nephrosin

Ovastacin

BMP1

Metzinkine
(HEXXHXXGxxH /D
+ SXMHY)

Proteasen )

Zinkine
(HEXXH)

Aspartatproteasen

Inverzinkine
(HxxeH)

Aspzinkine
(HEXxXH + D)

) uvm.
Threoninproteasen Leishmanolysine

Glutamatproteasen Matrixmetalloproteasen

Abbildung 6: Einordnung von Ovastacin in die Proteasensystematik. Nach Daten aus RAWLINGS ET AL. (2018) und
GoMmis-RUTH (2003); GoMis-RUTH ET AL. (2012); Im Bild eingeklammert sind die Konsensussequenzen der jeweiligen
Gruppe, (Aminosauren im Einbuchstabencode mit X fiir beliebige Aminosaure).
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Aufbau

Ovastacin (UniProt#: Q6HAQ9) ist ein Multidomanenprotein (Schema siehe Abbildung
7). Es wird mit einem aminoterminalen Signalpeptid (Aminosduren 1-23) translatiert,
welches die Translokation in das Golgi System und in den sekretorischen Pfad der Ei-
zelle verursacht. Darauf folgt das Propeptid (Aminosduren 24-89), welches Ovastacin
in einem inaktiven Latenzzustand halt, bis es proteolytisch abgespalten wird. Aufier-
dem enthalt es das Sequenz-Motiv 52DKDIPAINQGLIS®4, welches die Einlagerung von
Ovastacin in die kortikalen Granula vermittelt (XIONG ET AL., 2017). Es folgt die kataly-
tische Domane (Aminosdurereste 90- 283) mit der in Abbildung 6 gezeigten Zink-bin-
denden Konsensussequenz und dem Methionin-turn. Die dreidimensionale Struktur
der Proteasedoméne wurde an der bekannten Rontgenkristallstruktur eines , hatching-
Enzyms“ (,Schliipfenzym®) aus dem Zebrabarbling Danio rerio modelliert (Abbildung
8).,Hatching-Enzyme“ sind eine Subfamilie der Astacin-Proteasen in welche Ovastacin
phylogenetisch eingeordnet wurde (QUESADA ET AL., 2004). Die 3D-Struktur zeigt den
tiefen Spalt mit dem katalytisch aktiven Zentrum, an dessen Grund das essentielle Zink-
[on verankert ist. Der C-Terminus von Ovastacin (Aminosaurereste 284- 435) ist zwi-
schen verschiedenen Sdugerspezies hochvariabel. Bis heute konnte dieser Domane
noch keine spezifische Funktion zugewiesen werden (WESTPHAL 2013; QUESADA ET AL.,
2004). Allerdings verbleibt diese Domane nach der Kortikalreaktion am Oolemma. Da-
raus wurde geschlossen, dass Ovastacin vor der Kortikalreaktion eventuell membran-
assoziiert sein konnte (KORSCHGEN ET AL., 2017; PIRESET AL., 2013).

Domane

Abbildung 7: Schematische Darstellung des Multidomédnenaufbaus von Ovastacin. S = Signalpeptid
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Abbildung 8: 3D-Homologiemodell der katalytischen Doméne von murinem Ovastacin. Als Geriist wurde
das Schliipfenzym ZHE1 aus Danio rerio verwendet (PDB ID 3LQB). Die Seitenketten der drei zinkbindenden His-
tidine sind hervorgehoben und das katalytische Zinkion ist schwarz dargestellt und die Oberflachenstruktur als
graues, transparentes Gitter. Das linke Model ist in Standartorientierung gezeigt, das rechte Model wurde 90 °
um die vertikale Achse nach links gedreht. (Model von Hagen Kérschgen)

Funktion

Ovastacin wird im Verlauf der Eizellreifung als Zymogen (Proovastacin) exprimiert
und in den kortikalen Granula der Eizellen gelagert. Es ist erstmals ab dem Ubergang
zum Sekundarfollikel in Eizellen nachweisbar (PIRES ET AL., 2013). Die Aktivierung er-
folgt mindestens teilweise innerhalb der Eizelle (KORSCHGEN ET AL., 2017), die verant-
wortliche Protease und der genaue Ort der Aktivierung sind jedoch unbekannt. Aufder-
halb der Eizelle sind Serinproteasen Kandidaten fiir die Aktivierung von Proovastacin.
In vitro wurde bereits gezeigt, dass rekombinantes Proovastacin sich mit Plasmin akti-
vieren lasst, welches auch in vivo in der Oviduktfliissigkeit vorkommt (KARMILIN ET AL.,
2019). Auflerdem werden auch der ,tissue type plasminogenactivator” (tPA) und der
Lurokinase type plasminogenactivator” (uPA) als potenzielle aktivierende Enzyme dis-
kutiert. Beide kommen in Eizellen vor (COYET AL., 2012; HUARTE ET AL., 1985). Auch Ak-
rosin, auf das an nachfolgender Stelle genauer eingegangen wird (1.3.1), ist als Trypsin-
ahnliche Serinprotease ein Kandidat fiir die Aktivierung.

Die einzige bisher gezeigte Funktion von Ovastacin ist die Konversion des Zona pellu-
cida Proteins 2 (ZP2) in seine prozessierte Form ZP2¢ (BURKART ET AL., 2012) (siehe Ab-

bildung 9). Die Proteolyse verandert die Eigenschaften der Zona pellucida. So wird die

12



Einleitung

Bindung von Spermien an die Zona durch die Erzeugung von ZP2f ausgeschaltet (BUR-
KART ET AL., 2012). Aufderdem nimmt die Widerstandsfahigkeit der Zona gegen proteo-
lytische Degradation zu (KORSCHGEN ET AL., 2017). Zu Beginn wurde dieser Vorgang als
,<Jangsamer” Polyspermieblock verstanden (BURKART ET AL., 2012). Neuere Ergebnisse
legen aber nahe, dass die Konversion von ZP2 zu ZP2¢keine Rolle fiir das Auftreten von
Polyspermie spielt, denn die Zahl reguldrer Zweizellembryonen in Ovastacin/--Mausen
bleibt unverandert. Allerdings verursacht der Verlust der Ovastacinaktivitit eine Ver-
ringerung der durchschnittlichen Wurfgréfie um 50 % (KORSCHGEN ET AL., 2017). Der
Effekt der fehlenden Aktivitdt von Ovastacin tritt hier jedoch erst nach dem Blastulasta-
dium der Embryonen auf. Vermutlich ist der Verlust der Robustheit bedingt durch die
weichere, empfindlichere Zona verantwortlich. Schlieflich muss der reifende Embryo
vor der Implantation in den Uterus die Passage durch den Eileiter iiberstehen.

Bindung an Zona Kortikalreaktion Zygote
Ovastacin
S S-S Ifj S-S Mac2
5 o 71 s
166 169
— ZP2 ] [ Lo L ZP2 ] [ ZP 2,

Abbildung 9: Schema der ZP2-medierten Zona pellucida Bindung. Abbildung nach Daten aus GAHLAY ET AL. (2010)
und AVELLA ET AL. (2014). Die ungefdhren Bindungsstellen der in der Arbeit verwendeten ZP2-Antikdrper sind rechts
gezeigt.

Obwohl Ovastacin in den Kortikalgranula gelagert wird, konnen kleine Mengen schon
vor der Befruchtung die Eizelle verlassen. Dies geschieht beispielsweise bei der Entste-
hung der oben beschriebenen kortikalgranulafreie Doméane. Dadurch wird ein kleiner
Teil von ZP2 schon vor der Befruchtung prozessiert (KORSCHGEN ET AL., 2017), was zwar
zu einer teilweisen Verhartung der Zona fiihrt, aber keinen negativen Effekt auf die
Fruchtbarkeit der Eizellen hat, da eine vorzeitige komplette Zona-Hartung durch den
in der Follikelfliissigkeit vorhandenen Ovastacin-Inhibitor Fetuin-B (siehe nachster
Abschnitt) verhindert wird. Wird diese kleine Menge Ovastacin nicht inhibiert, wie in
Fetuin-B-defizienten Mausen, so tritt komplette weibliche Infertilitdt ein (DIETZELET AL.,
2013). Hier kommt es vorzeitig zu einer kompletten Konversion von ZP2 zu ZP2f und

das Eindringen des ersten Spermiums wird unterbunden.

Ovastacin wird auch mit dem sprunghaften Anstieg der extrazellularen Zinkkonzent-
ration bei der Kortikalreaktion in Verbindung gebracht. Diese sogenannten ,zinc-

sparks“ treten nicht auf, wenn Ovastacin nicht vorhanden oder katalytisch inaktiv ist
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(QUEET AL., 2017). Die Funktion der ,zinc-sparks”ist im Detail noch unbekannt. Aller-
dings fiihrt die Zugabe von exogenem Zink zu Eizellen zu einer Veranderung der Struk-
tur der Zona pellucida (QUEET AL., 2017). Eine weitere vermutete, aber nicht bewiesene
Funktion von Ovastacin ist seine Eigenschaft als oolemmaler Spermienrezeptor (PIRES
ET AL., 2013). Hier wurde angenommen, dass ein Teil der katalytischen Domane als
Transmembrandoméane fungiert und dass der extrazellulire Anteil von Ovastacin
(C-Terminus) liber sperm lysozyme like protein 1 (SLLP1) an Spermien bindet. In der
Arbeit von KORSCHGEN ET AL. (2017) wurde gezeigt, dass der C-Terminale Teil von
Ovastacin tatsachlich nach der Befruchtung am Oolemma verbleibt. Moglicherweise

hat dieser Teil des Proteins eine Funktion fiir die Spermienbindung.

Inhibition von Ovastacin durch Fetuin-B

Die Inhibition von Ovastacin durch Fetuin-B ist inzwischen mechanistisch aufgeklart.
Fetuin-B ist ein in der Leber hergestelltes Plasmaprotein, das zur Superfamilie der
Cystatine gehort. Es besteht aus drei Domdnen, diese sind die Cystatindomdnen 1 und
2 sowie die C-Terminalen Domane die irregular gefaltet ist (CUPPARI ET AL., 2019; siehe
LEE ET AL., 2009). Im Komplex mit dem prototypischen Astacin, der namensgebenden
Protease dieser Proteinfamilie (siehe Abbildung 10), zeigt sich, dass die Aminosaurese-
quenz >4CPDC57 im Verbindungsstiick zwischen Domane 1 und 2 von Fetuin-B mit
seinem Aspartatrest das Zinkion im aktiven Zentrum von Astacin bindet und so die Ak-
tivitat unterbindet (CUPPARI ET AL., 2019). Weiterhin interagieren Aminosaurereste an
der Spitze einer haarnadelférmigen Schlaufe der Domane 2 mit der substratbindenden

Region der Protease und festigen so den Enzym/Inhibitor-Komplex.

B FETUIN-B

(A
-

N

2,

4110y
%

-
= -
- -

> - | 2.
S:5:5 &/ S g
Sf Sz S:' 84

ASTACIN

Abbildung 10: Komplex aus Fetuin-B und Astacin. A: 3-D Struktur von Fetuin-B im Komplex mit Asta-
cin. orange = Cystatindomane 1; rot = Domédnenverbindung; tiirkis = Cystatindomaéne 2; lila = C-Termi-
nale Domadne; braun = Astacin; Zn2* = Zinkion. B: Schematische Darstellung der Interaktion von Fetuin-
B und dem aktiven Zentrum von Astacin. Farben wie in A. Abbildungen aus CUPPARI ET AL., 2019, lizen-
siert unter CreativeCommons4.0.
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Die Aminosauren von Fetuin-B sparen bei der Bindung an Astacin die S1” Substratbin-
dungstelle aus (hier wiirde der Aminosaurerest, der den Neo-N-Terminus des gespal-
tenen Proteins bilden wiirde, binden). Daher kann als Inhibitor gebundenes Fetuin-B
nicht wie ein Substrat geschnitten werden (CUPPARI ET AL., 2019). Da die aktiven Zen-
tren von Ovastacin und Astacin im Aufbau sehr dhnlich sind und Fetuin-B in vitro beide
Enzyme sehr stark hemmt (Kiastacin® 100 pM; Kiovastacin® 50 pM), kann man davon aus-
gehen, dass der Hemmmechanismus bei beiden Proteasen dhnlich oder gleich funktio-
niert (CUPPARI ET AL., 2019). Fetuin-B verhindert auf diese Weise, dass z.B. bei der Neu-
verteilung der Kortikalgranula im Verlauf der Eizellreifung (siehe Liu, 2011) freigesetz-
tes Ovastacin vor der Befruchtung ZP2 in grofem Ausmaf} modifiziert (siehe STOCKER
ETAL., 2014).
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1.3.2. Akrosin

Einordnung und Aufbau

Akrosin ist eine Serinpro-
teinase mit Trypsin-dhnlicher
Spezifitait (MEROPS: S01.223).
Erstmals wurde es als Trypsin-
ahnliches Enzym aus den Sper-
mien von Kaninchen beschrie-
ben (ZANEVELD ET AL, 1969).
Hier wurde auch schon die Fa-
higkeit zu Proteolyse der Zona
pellucida gezeigt. Es spaltet en-
doproteolytisch ausschlief3lich
C-Terminal von Arginin und
Lysin (SCHIESSLER ET AL., 1975).
Die Struktur des Akrosins (Sus
scrofa)wurde durch Kristall- | “¥an

Abbildung 11: Struktur von Eber B-Akrosin. PDB ID 1FIZ
(TRANTERET AL., 2000); schwere Kette in hellblau, leichte Kette in

strukturanalyse aufgeklart (TRANTER ET AL. (2000), siehe Abbildung 11). Es zeigt sich

die fiir Serinproteasen typische Anordnung der katalytischen Triade aus Serin, Histidin

und Aspartat. Akrosin kommt im Akrosom von Spermien vor und ist ein Marker der

zur Bestimmung der Spermienqualitat herangezogen werden kann (CHAUDHURY ET AL.,

2005). Wie Ovastacin wird Akrosin als Zymogen exprimiert und erst spater in seine

aktive Form tiberfiihrt. Im Gegensatz zu Ovastacin aktiviert sich Akrosin selbst, wenn
der umgebende pH-Wert ca. pH 5,5 tiberschreitet (BABAET AL., 1989; BROWN, 1983). Bei

der Aktivierung wird zuerst das N-Terminale Propeptid und auch die ,leichte” Kette,
die tiber zwei Disulfidbriicken verbunden bleibt (TRANTER ET AL., 2000), durch intramo-

lekulare Spaltung abgetrennt. Die strukturellen Anderungen bei der Aktivierung glei-

chen denen des Trypsins. Bei beiden Enzymen dringt der N-Terminus des aktiven En-

zyms (immer Ile-Ile; [le-Val oder Val-Val) in den aktiven Spalt ein und bildet dort eine

Salzbriicke mit einem konserviertem Aspartat (nicht mit dem der katalytischen Tri-

ade)(TRANTER ET AL., 2000). Dieser bei den Serinproteasen konservierter Vorgang

wurde passend zum Kontext der Arbeit ,molecular sexuality” getauft (BODE & HUBER,

leichte
S Kette schwere Kette

Abbildung 12: Domadnenaufbau von Akrosin. Das aktive Zentrum liegt innerhalb der
schweren Kette. S = Signalpeptid
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Funktion

Die Funktion von Akrosin ist bislang noch nicht grundlegend aufgeklart worden. Ur-
spriinglich wurde als Hauptfunktion die Lyse der Ei-umgebenden extrazelluldaren Mat-
rices angesehen. Dies schliefdt den Cumulus, die Corona radiata und die Zona pellucida
ein (BROwN, 1982). Daher wurde vermutet, dass Akrosin proteolytisch den Weg fiir das
Spermium durch die Eihiille freimacht. Spatere Studien zeigten, dass die Proteolyse der
Zona ein limitierter Prozess ist und nicht die vollstandige Lyse der Zona pellucida zur
Folge hat (DUNBAR ET AL., 1985; URCH ET AL., 1985a). Jedoch fiihrte die Entwicklung von
Methoden zum spezifischen Gen knockout zur Erkenntnis, dass Mannchen ohne das Ak-
rosingen (ACR/-) ihre Fertilitat behalten. Allerdings haben Akrosin-/- Spermien gegen-
liber wild-typ Spermien bei der in vitro-Fertilisation einen gravierenden Nachteil und
schaffen es nicht in der Konkurrenzsituation Eizellen zu befruchten (ADHAM ET AL.,
1997; BABAET AL., 1994). Auch scheint eine Kooperativitat mit anderen Serinproteasen
und Hyaluronidasen zu bestehen. Werden namlich gleichzeitig mehrere seminale Ser-
inproteasen genetisch entfernt, so sind die entsprechenden mannlichen Tiere in vitro
unfruchtbar und in vivo eingeschrankt befruchtungsfahig (,subfertil“). Der knockout
einzelner Proteasen verursacht dagegen allenfalls Subfertilitdt (KAWANO ET AL., 2010;
ZHOUET AL., 2012). Eine weitere fiir Akrosin postulierte Funktion ist die sekundare Bin-
dung von Spermien an die Zona pellucida, wobei Akrosin an spezifische Zuckerseiten-
ketten der Zona pellucida binden soll (FURLONG ET AL., 2005; HOWES ET AL., 2001; TOPFER-
PETERSEN ET AL., 1990). Diese Lectin-Eigenschaft ist funktional unabhéngig von der Pro-
teaseaktivitat (TOPFER-PETERSEN & HENSCHEN, 1988). Auch die Verteilung des bei der Ak-
rosomreaktion freigesetzten Akrosominhalts ist eine fiir Akrosin beschriebene Funk-
tion (YAMAGATAET AL., 1998). Es fehlen jedoch bislang die prazise Lokalisierung fiir kon-
krete, Akrosin-spezifische Schnittstellen in Proteinen der Zona pellucida. Auch der Ef-
fekt auf die Eigenschaften von Proteolyse durch Akrosin auf die Zona pellucida ist nicht
erforscht. Somit ist die prazise Wirkungsweise der Protease Akrosin im Zusammen-

spiel mit anderen Partnern im Befruchtungskontext noch véllig im Dunklen.
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1.4.Fragestellung

Offenbar bestehen hinsichtlich der Interaktionen einzelner Proteasen und ihrer Sub-
strate, Agonisten, Inhibitoren und sonstiger Bindungspartner im Kontext der Befruch-
tung noch viele unbeantwortete Fragen. In dieser Arbeit sollen insbesondere die Wech-
selwirkungen der Proteine Ovastacin, Akrosin und Fetuin-B untereinander und mit der
Zona pellucida aufgeklart werden. Eine schematische Darstellung des Szenarios ist in
Abbildung 13 gezeigt. Es soll z.B. getestet werden, ob Akrosin als Aktivator von Ovasta-
cin fungieren kann und ob das in der Arbeitsgruppe hergestellte rekombinante Ovasta-
cin tatsachlich in der Lage ist ZP2 zu prozessieren. Aufierdem soll tiberpriift werden,
ob Akrosin die Eigenschaft von Fetuin-B als Inhibitor des Ovastacins beeinflussen
kann. Da bereits bekannt ist, dass Akrosin in der Zona pellucida schneidet, sollte die
prazise Schnittstelle der Proteolyse weiter eingegrenzt werden und die Auswirkungen
auf die Zona analysiert werden. Hierzu sollten anders als in fritheren Studien geringere
Konzentrationen gewahlt und die Inkubationszeiten verkiirzt werden, um die physio-

logischen Verhaltnisse besser abzubilden.

AKrosin

Eizelle

Ovastacin

Abbildung 13: Schematische Darstellung der in dieser Arbeit untersuchten Beziehungen der einzel-
nen Proteine und der Zona pellucida. Farben wie in den vorhergegangenen Abbildungen PDB ID Fetuin-B:
6HPV.
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2. Material und Methoden

2.1. Gerdte und Materialien

Die fiir die Arbeit verwendeten Gerate sind in Tabelle 1 aufgefiihrt. Eine Liste der hau-
fig benutzten Verbrauchsmaterialien findet sich in Tabelle 2. Weitere Materialien sind

jeweils in den zugehorigen Methoden beschrieben.

Tabelle 1:Verwendete Gerite mit Modellbezeichnung und Hersteller

Geradt Modellbezeichnung Hersteller
Autoklav Varioclav H+P Thermo Fisher Scientific Inc., USA-Waltham
Brutschrank HERACcell 150i Thermo Fisher Scientific Inc., USA-Waltham
lelek h -
Gelelektrophorese- |\ . pROTEAN Tetra Cell BioRad Laboratories GmbH, D-Miinchen
apperaratur

Horizontale Blotap-
paratur

Unbekannt

Biotec Fischer, D-Reiskirchen

Netzgerat PowerPac™ HC BioRad Laboratories GmbH, D-Miinchen

Osmometer 3MO Advanced Instruments Inc., USA-Norwood

pH-Meter 765 Knic.k Elektronische Messgerate GmbH, D-
Berlin

Reinstwasseranlage Milli-Q Merck Millipore, D-Darmstadt

Sterilbank Holten Lamin Air Jouan Nordic A/S, DK-Allergd

Geldoku automatisch

FUSION-FX7 SPECTRA

Vilber Lourmat GmbH, D-Eberhardzell

Tabelle 2: Verbrauchsmate

rial mit Hersteller

Material

Hersteller

0,5ml/1,0 ml/2 ml Reaktionsgefdfie

Sarstedt AG, D-Sarstedt

15 ml/50 ml Falcons

Sarstedt AG, D-Sarstedt

Pipettenspitzen

Sarstedt AG, D-Sarstedt

Objekttrager

tham

Thermo Fisher Scientific Inc., USA-Wal-

Retransferpipetten

(Innendurchmesser 115-124 pm)
Praparationspipetten
(Innendurchmesser 58-62 pM)
Dulbecco’s Phosphate buffered saline
Petrischalen (TC-60)

BioMedical Instruments, D-Zo6llnitz

Sigma-Aldrich, D-Taufkirchen
Sarstedt AG, D-Sarstedt

2.2.Chemikalien

Die in dieser Arbeit verwendeten Chemikalien wurden von den in Tabelle 3 aufgefiihr-

ten Firmen bezogen. Die fiir die Kulturmedien der Oozyten und Spermien verwendeten
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Chemikalien und das Mineral6l wurden von Sigma-Aldrich bezogen und waren zell-
bzw. embryokulturgetestet.

Tabelle 3: Bezugsquellen der verwendeten Chemikalien

Bezugsfirma

AppliChem GmbH, D-Darmstadt
Carl Roth GmbH, D-Karlsruhe

Serva Elektrophorersis GmbH, D-Heidelberg
Sigma Aldrich, D-Taufkirchen

2.3.Verwendete Proteine

2.3.1. Antikoérper
Die in der Arbeit verwendeten Antikorper sind in Tabelle 4 aufgefiihrt. Die beiden ge-
gen Proovastacin und Ovastacin-Propeptid gerichteten Antikérper wurden durch den
Pineda Antikorperservice (D-Berlin) hergestellt. Der polyklonale Kaninchen
anti-Proovastacin Antikoper wurde durch Immunisierung mit rekombinantem Ovasta-
cin erstellt (HILDEBRAND 2008) und mittels einer HiTrap Protein G Saule (Ge Healthcare,

Tabelle 4: Verwendete Antikorper.Verdiinnungen soweit nicht anders spezifiziert fiir Verwendung nach Western blot
angegeben. AK = Antikérper; ZP1-3 = Zona pellucida Protein 1-3; MMP = Magermilchpulver; EM = Elektronenmikroskop

Antikorper

mit Eigenschaften Antigen Verdiinnung und Puffer

1:10000 in TBS-T mit 7,5% MMP

anti-Proovastacin-AK, polyklonal Gesamte Sequenz von Proovastacin (1:100 fiir EM)

i- in-P id-AK 1:2 in TBS-T it 7,5% MMP
anti-Ovastacin-Propetid-AK, CSTSVPEGFTPEGSPVFQDK 000 “1n S mit 7,5%
polyklonal (1:100 fiir EM)
anti-Ovastacin-Pro-Kat-AK, Propeptid ur'ld katalytische Doméne 1:100 in TBS-T mit 7,5% MMP
polyklonal von Ovastacin
anti-Akrosin-AK, monoklonal Akrosin (Sus scrofa) 1:3000 in PBS-T mit 1 % BSA

anti-ZP1-AK (M1.4, RANKIN ET AL.,

1998), monoklonal murines ZP 1 1:10 in PBS-T
anti-ZP2-AK (IE3, EAsT & DEAN, . . an
1984), monoklonal murines ZP 2 (N-Terminal) 1:10 in PBS-T
anti-ZP2-AK (M2c.2, RANKIN ET AL., . . .
ZP 2 (C-T 1 1:1 PBS-T
2003), monoklonal murines (C-Terminal) 000 in PBS
anti-ZP3-AK (IE-10, EASTET AL, . .
Zp 1:1 PBS-T
1985), monoklonal murines ZP 3 0in PBS
i- -a- it-AK, polyklonal

antl goata rabbie AK polyldonal St 1 oo 126 1:7500 in TBS-T mit 7,5% MMP
an Peroxidase gekoppelt

ti-goat-a- -AK, polyklonal, . . .
antrgoat-ammouse-At, POYIIONAL | 14 1gG 1:7500 in TBS-T mit 7,5% MMP
an Peroxidase gekoppelt

ti-goat-a-rat-AK, polyklonal
antrgoat-azrat-nlt, POyRionak a1 patten IgG 1:7500 in TBS-T mit 7,5% MMP
Peroxidase gekoppelt

ti-goat-a-rabbit-goldgek It,
AngoaL-aTanoi-go CEeRoppe Kaninchen IgG 1:200 fiir EM in 1G-Puffer

polyklonal, 1,4 nm Goldpartikel
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D-Miinchen) nach Herstellerangaben nachgereinigt (WESTPHAL 2016), um die IgG Frak-
tion zu erhalten. Der anti-Ovastacin-Propeptid Antikorper ist ein Peptidantikérper aus
Kaninchen gegen die synthetische Aminosdurenfolge 34-53 (CSTSVPEGFT-
PEGSPVFQDK) von murinem Ovastacin (Uniprot: Q6HAQ09, HILDEBRAND 2013). Der
anti-Ovastacin-Propeptid-katalytische Domédne Antikérper (anti-Ovastacin-Pro-Kat-
Antikorper) wurde durch Praabsorption des anti-Proovastacin Antikorpers mit re-
kombinantem Ovastacin-C-Terminus erhalten (WESTPHAL 2016). Der anti-Akrosin An-
tikorper ist kommerziell erhaltlich (SAB4700774, Sigma-Aldrich, D-Taufkirchen). Die
Antikorper gegen die einzelnen murinen Zona pellucida Proteine (ZP) entstammen
Hybrydomazell-Uberstinden aus Ratten (Methode in KAVINSKY ET AL., 1982 beschrie-
ben) und wurden von Dagmar Wachten (Uni-Klinik Bonn) und Jurrien Dean (NIH-Be-
thesda) zur Verfiigung gestellt. Die sekundaren peroxidasegekoppelten Antikorper, die
gegen die IgGs der unterschiedlichen Arten gerichteten sind, stammen von Dianova (D-
Hamburg). Der goldgekoppelte Antikorper (Kat# 2004 Nanoprobes, USA-Yaphank) ist
gegen Kaninchen IgGs gerichtet und tragt einen 1,4 nm Goldpartikel.

2.3.2. Akrosin

Gereinigtes Akrosin aus dem Hausschwein (Sus scrofa domesticus) wurde uns freund-
licherweise von Willi Jahnen-Dechent (RWTH-Aachen) zur Verfiigung gestellt. Es
wurde nach der Methode von MULLER-ESTERL & FRITZ, 1981 gereinigt und lyophilisiert.
Verkiirzt dargestellt wird ein saurer Extrakt aus Spermien gewonnen, der dann tber
verschiedene chromatographische Methoden aufbereitet wird. Das Endergebnis ist

reines aktives [3-Akrosin.

2.3.3. Rekombinante Proteine

Die verwendeten Proteine wurden nach einem Standartprotokoll von mehreren Per-
sonen unserer Arbeitsgruppe gereinigt. Da die Herstellung der rekombinanten Prote-
ine nicht kernbestandteil der Arbeit ist wird die Methode hier nur verkiirzt dargestellt.
Murines Fetuin-B und Proovastacin wurden beide in High Five™ Insektenzellen (Ovar-
zellen aus Trichoplusia ni; BTI-TN-5B1-/HighFive 4 CCLV-RIE 305; Friedrich-Loffler-
Institut, D-Greifswald) exprimiert und aus dem Zelliiberstand gewonnen. Die High
Five™ Zellen wurden liber das Bac-toBac® Baculovirus-Expressionsystem (Life Tech-
nologies, Invitrogen) infiziert. Ausfiihrlichere Informationen zur folgenden Kurzanlei-
tung sind dem ,Bac-to-Bac Expression System“ Handbuch von Invitrogen zu entneh-
men. Zuerst wurde die DNS-Sequenz des jeweiligen Proteins (Plasmidkarten siehe 6.2)
in den pFastBac Vektor integriert. Dann wurden DH10Bac (Escherichia coli die das
Bacmid tragen) per Hitzeschock mit dem Vektor transformiert. Hier erfolgte auch die

Transposition des Vektors in die Viren-DNS. Das resultierende Bacmid wurde aus den
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Bakterien gereinigt. Mit dem Bacmid wurden SF9-Insektenzellen (Ovarzellen aus Spo-
doptera frugiperda; Sf9 CCLV RIE 203; Friedrich-Loffler-Institut, D-Greifswald) unter
Verwendung des X-treme GENE HP DNA Transfection Reagent (Roche, D-Mannheim)
transfiziert. Die Viren wurden tiber maximal fiinf Zellpassagen in SF9-Zellen amplifi-
ziert und die High Five™ Zellen bei einer Dichte von ca. 1,6 * 10¢ Zellen/ml mit einer

Multiplicity of infection von ca. 3 infiziert. Die Expression erfolgte fiir 72 h bei 27 °C.

2.3.4. Reinigung der rekombinanten Proteine

Zentrifugation, Fillung und Dialyse  Tapelle 5: Dialysepuffer der Proteinreinigung

Nach der Expression wird im ersten

) Dialysepuffer Zusammensetzung
Schritt der Uberstand durch Zentrifuga- Fetuin-B 100 mM Tris-HCI, 200 mM
tion fiir 10 min bei 600 xg. von den Insek- NaCl, pH 7,8 (@ 4°C)

Proovastacin 50 mM Tris-HCI, 150 mM NaCl,

tenzellen befreit. Die Proteine wurden DH 7.4 (@ 4°C)

aus dem zellfreien Uberstand durch die

schrittweise Zugabe von Ammoniumsulfat ((NH4)S04) bis zu einer Sattigung von 60%
(£ 390 g/1), gefallt. Dieser Schritt erfolgte unter langsamem Riihren bei 4 °C und der
Ansatz wurde nach Zugabe des gesamten Ammoniumsulfates iiber Nacht weiterge-
rithrt. Der entstandene Niederschlag wurde durch Zentrifugation in zwei Schritten fiir
1,5und 0,5 Stunden bei ca. 13000 xg und 4 °C in einem SLA-300 Rotor abgetrennt. Nach
jedem Schritt wurde das entstandene Pellet im jeweiligen Dialysepuffer (siehe Tabelle
5) aufgenommen. Die Menge des Puffers entspricht insgesamt 10% des Zellkulturiiber-
standvolumens.

Am Ende wurden die Proteine in einen Dialyseschlauch mit 14 kDa Ausschlussgrofde
gegeben und solange bei 4 °C gegen das ca. 10fache Volumen des jeweiligen Dialyse-
puffers dialysiert bis sich die Osmolaritat im Vergleich zum frischen Puffer angeglichen
hatte (typischerweise nach 4-5maligen Pufferwechsel). Das Dialysat wurde am Ende

sterilfiltriert (0,45 pm), um die Bearbeitung auf der Sdule zu erleichtern

Affinitatschromatographie

Proovastacin wurde tiber den angefiigten Strep-tag lber eine Sdule mit dem Strep-Ta-
ctin®-Material (IBA Lifesciences, D-Gottingen) gereinigt. Hierzu wurde das Dialysat
tiber die mit Dialysepuffer equilibrierte Sdaule gegeben. Im nachsten Schritt wurde die
Saule so lange mit Puffer (entspricht HTF-Medium ohne BSA, Phenolrot und Antibio-
tika, siehe Tabelle 14) gewaschen, bis die OD2gonm konstant nahe Null war. Die Elution
erfolgt mit dem gleichen Puffer, dem 2,5 mM D-Desthiobiotin zugesetzt wurde. Die Elu-
tionsfraktionen wurden gesammelt, in fliissigem N2 schockgefroren und bei -20 °C ge-
lagert. Die Sdule wurde nach Herstellerangaben regeneriert und in 30% Ethanol bei

4 °C bis zur nachsten Verwendung gelagert.
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Fetuin-B wurde tiber die Interaktion des His-tag mit Nickel gereinigt, welches an Nit-
riltriessigsdure (Ni-NTA) gebunden ist. Das Dialysat wurde auf 25 mM Imidazol einge-
stellt und tiber die mit dem Ni-NTA-Agarose (Quiagen, D-Hilden) beladene Saule gege-
ben. Diese war ebenso mit Fetuin-B-Dialysepuffer der 25 mM Imidazol enthielt vorein-
gestellt. Die Sdule wurde dann mit Dialysepuffer der 50 mM Imidazol enthielt gewa-
schen bis die OD2sonm konstant nahe Null ist. Die Proteine wurden dann mit Dialysepuf-
fer der 200 mM Imidazol enthielt eluiert. Die ersten fiinf Elutionsfraktionen wurden
vereinigt und mit einem Amicon Ultra 15 ml (Merck, D-Darmstadt) mit 30 kDa Aus-
schlussgrofie nach Herstellerangaben gegen Fetuin-B-Dialysepuffer umgepuffert (min-
destens 1000facher Verdiinnungsfaktor der Immidazolkonzentration wurde erreicht).
Die Ni-NTA-Saule wurde gewaschen und in 30% Ethanol bis zur nachstens Verwen-
dung gelagert.

2.4. Proteinbiochemie
2.4.1. Konzentrationsbestimmung von Proteinlésungen durch UV /Vis Spektro-
skopie

Fur die gelosten Proteine wurde ein Spektrum  pormel 1: Lambert-Beer sches Gesetz.

im Wellenldngenbereich des Lichts von 240 nm I
0

bis 350 nm erstellt. Die Extinktion bei der Wel-  E; = logy, (I—) =g XcXd
1

lenldnge 320 nm wurde vom Wert bei 280 nm 1 Intensitit des einfallenden Lichtes

I1: Intensitdt des transmittierten Lichtes

c: Stoffmengenkonzentration

bert_Beerxschen Gesetzes (Slehe Formel 1) ln ex: dekadischer Extinktionskoeffizient bei
der Wellenldnge A

die Konzentration umgerechnet. Die verwende-  d: Schichtdicke der Kiivette in cm

subtrahiert und das Ergebnis mit Hilfe des Lam-

ten Extinktionskoeffizienten wurden theore-

tisch mit Hilfe des Onlinetools ProtPAram (https://web.expasy.org/protparam/) und

der jeweiligen Proteinsequenz bestimmt (siehe Tabelle 19).

2.4.2. Konzentrationsbestimmung von Proteinlésungen mit BCA und Kupfer

Dieser Art der Bestimmung liegen die Ar-  Tapelle 6: Puffer der Proteinbestimmung mit BCA.
beiten von SMITH ET AL, 1985 und

Losung Zusammensetzung
REDINBAUGH & TURLEY, 1986 zugrunde. Bichinchon- 2 % (w/v) NazCos
Die Messung des Proteingehalts mit | sdurepuffer 0,16 % (w/v) Na-Tartrat

0,4 % (w/v) NaOH
0,95 % (w/v) NaHCOs3
wenn die photometrische Messung z.B. 1% (w/v) Bichinchonsaure

aufgrund einer heterogenen Proteinlo- (di-Kaliumsalz-trihydrat)
Kupferlosung | 4 % (w/v) CuSO4 x 5H20

Bichinchonsdure (BCA) ist niitzlich,

sung ohne einheitlichen Extinktionskoef-
fizienten zu fehleranfallig wird. Fiir die Messung wurde eine Eichgerade mit einer Lo-

sung von bovinem Serumalbumin (BSA) erstellt. BSA wurde im gleichen Puffer, in dem
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die zu messenden Probe vorlag, gelost und verdiinnt. Je 10 pl der jeweiligen BSA-Ver-
diinnung der untersuchten Probe wurden in eine durchsichtige Mikrotiterplatte geben
und mit 200 pl eines Gemisches aus 50 Teilen Bichinchonsdurepuffer und einem Teil
Kupferlosung (siehe Tabelle 6) versetzt. Die Platte mit den Proben wurde dann 30 min
bei 37 °C abgedeckt inkubiert. Die resultierenden Farbungen wurden bei 562 nm in
einem Varioskan® Flash 3001 mit der Skanlt Software 2.4.3RE (Thermo-Fisher, D-
Schwerte) gemessen. Alle Proben wurden als Tripletts gemessen. Die Messwerte der
BSA-Konzentrationen wurden gegen ihre Extinktion aufgetragen und die Regression
dieser Punkte wurde bestimmt. Die resultierende Funktion wurde genutzt, um aus der

Extinktion der Probe die Konzentration zu berechnen.

2.4.3. Proteintrennung in der Na-dodecylsulfat Polyacrylamid-Gelelektropho-

rese

Um Proteingemische nach Gréfde aufzutrennen oder um die apparente Grofde eines
Proteins zu bestimmen, wurde die diskontinuierliche Na-dodecylsulfat Polyacrylamid-
Gelelektrophorese (SDS-PAGE) nach LAEMMLI, 1970 durchgefiihrt. Wurde unter redu-
zierenden Bedingungen gearbeitet, wurden die Proben vor der SDS-PAGE mit %2 des
Probenvolumens Probenpuffer (siehe Tabelle 7) mit Dithioerythryol (DTT) versetzt
und fiir 5 min bei 98 °C gekocht. Bei nicht reduzierenden Bedingungen wurde der glei-
che Puffer ohne DTT verwendet. Die Gele bestanden aus einem kurzen Sammelgel mit
3,8 % Acrylamidgehalt und einem Trenngel mit 12 % Acrylamidgehalt. Die Elektropho-
rese wurde bei 180 V fiir 55 min in einer mit Laufpuffer gefiillten Kammer durchge-
fiihrt. Die benotigten Puffer sind in Tabelle 7 angegeben und die Zusammensetzung der
Gele in Tabelle 8.

Tabelle 7: Gebrauchslésungen der SDS-PAGE.

Losung Zusammensetzung
Probenpuffer 200 mM Tris-HCl, 25 % (v/v) Glycerin,
(3fach konzentriert) 0,25 % (w/v) Bromphenolblau,

10 % (w/v) SDS, 120 mM DTT, pH 6,8
Laufpuffer 25 mM Tris, 192mM Glycin,

0,02 % (w/v) SDS, pH 8,3
Trenngelpuffer 1,5 M Tris-HCl, 0,4 % (w/v) SDS, pH 8,8
Sammelgelpuffer 0,5 M Tris-HCl, 0,4 % (w/v) SDS, pH 6,8
Tetramethylethylendiamin | 10 % (v/v) in H20
Ammoniumpersulfat 10 % (v/v) in H20
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Tabelle 8: Zusammensetzung der Polyacrylamidgele.Menge ist fiir zwei Gele

angegeben.
. Trenngel 12% Sammelgel 3,8 %
Losung . .
Acrylamid Acrylamid

Trenn/ Sammelgelpuffer 2 ml 1 ml
H20 2,68 ml 2,44 ml
Rotiphorese® Gel 30 3,2 ml 506 ul
(Carl Roth, D-Karlsruhe)
Tetramethylethylendiamin 60 pl 30 ul
(siehe Tabelle 7)
Ammoniumpersulfat 60 ul 30 ul
(siehe Tabelle 7)

2.4.4. Farbung von SDS-Polyacrylamidgelen mit Coomassie Brilliant Blue

Zum unspezifischen Sichtbarmachen von Proteinen in SDS-Gelen wurde die Coomas-

siefairbung nach KANG ET AL. (2002) verwendet. Die Gele wurden nach der Elektropho-

rese in Hz20reinst fir 2 x 10 min auf einem Schiittler gewaschen. Danach wurden die Gele

mindestens zwei Stunden oder bis zum gewiinschten Kontrast in der Farbel6sung

(siehe Tabelle 9) inkubiert. Da es sich um eine hintergrundfreie Farbung handelt, konn-
ten die Gele danach direkt mit Leuchttisch, Kamera und der BioDoc Analyse 2,0 DBA U-

464 Software (Biometra, D-Gottingen) aufgenommen werden.

Tabelle 9: Zusammensetzung der Coomassiefirbelésung nach Kang et al.

Puffer

Zusammensetzung

Farbelosung | 0,02 % (w/v) Coomassie Brilliant Blue G 250,
5 % (w/v) Aluminiumsulfat-Hydrat,
2 % (v/v) ortho-Phosphorsaure, 10 % (v/v) Ethanol

2.4.5. Western blot und immunologischer Nachweis mit Chemielumineszenz

Zum spezifischen Sicht-
barmachen von Proteinen
wurden die Antikorper
aus 2.3.1 verwendet. Zu-
erst miissen daflir die
Proteine auf eine Polyvi-
nylidenfluorid-Membran
(PVDF) iibertragen wer-
den. Fir diesen Zweck

wurde ein Western blot

Tabelle 10: Puffer und Material fiir den Western blot.

Puffer und Material

Zusammensetzung/ Eigenschaften

Kathodenpuffer 25 mM Tris, 40 mM Glycin,
20 % (v/v) Ethanol, pH 8
Anodenpuffer 300 mM Tris-HC],

20 % (v/v) Ethanlol, pH 10,4

PVDF-Membran
(Merck, D-Darmstadt)

0,45 pm Porengrofie

Whatman-Papier
(Whatman, GB-London)

0,34 mm dick
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mit dem semi-dry Verfahren nach KYHSE-ANDERSEN (1984) angewendet. Das SDS Gel
wurde kathodenseitig mit vier Lagen in Kathodenpuffer (siehe Tabelle 10) getrankten
Whatman-Papier unterlegt. Auf der Seite der Anode wurde eine PVDF-Membran auf
das Gel gelegt, die zuvor fiir zehn Sekunden in Ethanol eingelegt wurde. Auf die Memb-
ran folgten dann wiederum vier Lagen Whatman-Papier, die mit Anodenpuffer vollge-
sogen waren. Der Western blot wurde fiir eineinhalb Stunden bei konstanten 20 V
durchgefiihrt.

Die Proteine auf der Membran wurden dann mit dem passenden Antikorperpaar sicht-
bar gemacht. Dafiir wurde die Membran bei einem polyklonalen ersten Antikérper mit
einer 10 %igen Magermilchpulverldsung und bei einem monoklonalen Antikérper mit
einer 3 %igen BSA-Losung fiir mindestens eine Stunde inkubiert. Daraufhin folgt die
Inkubation mit dem ersten Antikoérper (siehe Tabelle 4) fiir eine Stunde bei Raumtem-
peratur oder iiber Nacht bei 4 °C auf einem Taumler. Vor der Inkubation mit dem zwei-
ten Antikorper wurde dreimal 5 min mit Puffer ohne Detergens und danach dreimal
mit detergenshaltigem Puffer gewaschen. Der zweite Antikérper wurde fiir eine Stunde
bei RT inkubiert. Zuletzt wurde noch dreimal mit detergensfreiem Puffer gewaschen.
Die Signaldetektion erfolgte am FusionFX7 Spectra-Gerat (Vilber Lourmat, D-Eber-
hardzell) mit dem Clarity™ Western ECL Substrat (BioRad, D-Miinchen).

2.4.6. Signalquantifizierung von gefirbten SDS-Gelen und Membranen

Die Signale wurden mit der FusionFX Software (Vilber Lourmat, D-Eberhardzell) quan-
tifiziert. Die Rohaufnahmen der Gele oder Membranen wurden in der Software ge6ffnet
und digital ausgerichtet und der Bildausschnitt festgelegt. Die Messbereiche sind zwi-
schen miteinander verglichenen Signalen immer gleich breit und hoch sowie in der
korrespondierenden Position. Die FusionFX Software misst das Volumen unterhalb der
Peaks in einer arbitraren Einheit. Fiir Coomassie gefarbte Gele wird eine Spur ohne
Probe gemessen und als Hintergrund abgezogen. Reinheit wurde angegeben als Anteil

einer oder mehrerer Banden am gesamten Signal.

2.5. EnzymKkinetik

Mit dieser Methode wurde der Erfolg der AK-  pormel 2: Berechnung der Umsatzgeschwindigkeit

tivierung von Proovastacin mithilfe von Akro- m

X_
AF

sin bestimmt und die Hemmung von Ovasta- v = [S]

cin durch Fetuin-B vor und nach Prozessie-

rung von Fetuin-B durch Akrosin verglichen. v =Umsatzgeschwindigkeitin M/s

. . S = Substratkonzentration

Gemessen wurde die Veranderung der Fluo-
m = Steigung der Regressionsgeraden

reszenz eines FRET-Substrates (Forster Reso- A - pifferenz von Start und Endfluoreszenz

nanz Energie Transfer), das aus einem Donor
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und Akzeptor Fluorophor besteht, die durch ein kurzes Polypeptid zusammengehalten
werden. Das Substrat wird liber die Sequenz der Peptidkette spezifisch fiir bestimmte
Proteasen. Durch die in der Lange des Polypetides definierte raumliche Nahe wird die
Fluoreszenz des Donors erst messbar, wenn die Peptidkette getrennt wird. Daher ist
unter geeigneten Bedingungen die Zunahme der Fluoreszenz ein Maf fiir die Enzym-

aktivitat. Ein schematischer Verlauf einer Messung ist in Abbildung 14 gezeigt.

Messung der Aktivitat Messung Totalumsatz

\ \

max

— AF

e

-
i — Fmin

Intensitit Fluoreszenz [FU]

A\

Zeit [s]

Abbildung 14: Schematischer Fluoreszenzverlauf einer enzymkinetischen Messung.

Aus der initialen Steigung lasst sich mit Formel 2 die Substratumsatzgeschwindigkeit
in einem Ansatz berechnen. Diese ldsst sich dann wiederum zwischen verschiedenen
Ansatzen vergleichen, um Aussagen tiber den Erfolg der Aktivierung oder Hemmung

zu machen.

2.5.1. Allgemeiner Versuchsaufbau

Alle Ansitze hatten ein  Tabelle 11: Puffer der Enzymkinetik.

Endvolumen von 100 pl.

Puff Z tz
Alle Messungen wurden urer e

bei 37 °C durchgefiihrt.
Die verwendeten Puffer
(siehe Tabelle 11) wur-

Assaypuffer

50 mM Tris-HCI, 150 mM NacCl,
0,05 % Brij-35, pH 7,4 @37 °C

Akrosinpuffer

100 mM NacCl, 100 mM Glycin,
0,01 % Octyl-B-glucopyranosid, pH 3

den alle durch 0,45 pm
Filter sterilfiltriert. Das Substrat Acetyl-RE(Edans)-DR-Norleucin-VGDDPY-K(Dabcyl)-
NHz (Biosyntan, D-Berlin) war in Dimethylsulfoxid gel6st und wurde in Assaypuffer auf

ca. 50 pM verdiinnt. Die Messung erfolgte in einem Spektralfluorimeter Varioskan®
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Flash 3001 mit der Skanlt Software 2.4.3.RE (Thermo-Fisher, D-Schwerte) bei einer Exi-
tationswellenldnge von 350 nm und einer Messwellenldnge von 520 nm in einer schwar-
zen FluroNunc™ 96-Well Platte (Thermo-Fisher). Proovastacin wurde entweder direkt
vor dem Versuch aktiviert und verwendet oder im Voraus aktiviert. Es wurde dann in
fliissigen Stickstoff eingefroren und vor dem Versuch aufgetaut und einmal verwendet.
Eventuelle Reste wurden verworfen. Die gewiinschte Menge des aktiven Ovastacins
wurde mit den jeweiligen Zusatzen (siehe jeweilige Messung) gemischt, mit Assaypuf-
fer auf 60 pl aufgefillt und in ein Well der Platte gegeben. Die Platten wurden dann
abgedeckt fiir 8 min bei 37 °C temperiert, danach wurden 40 pl Substratlésung (End-
konzentration ca. 20 pM) zugegeben und so die Messung gestartet. Nach der Messung
wurde der Totalumsatz des Substrates durch Zugabe von 1 pl Proteinase K (20 mg/ml
in Assaypuffer) pro Well bestimmt.

2.5.2. Aktivierung von Proovastacin

Bei der Aktivierung von Proovastacin durch humanes Plasmin (Hematologic Techno-
logies, USA-Essex) wurden zu der gewiinschten Menge Proovastacin (bis zu 4 pM) 10 %
der Proovastacinstoffmenge Plasmin gegeben und fiir 30 min bei 37 °C inkubiert. Den
Proben wurde dann cOmplete™ Inhibitor EDTA-free (Merck, D-Darmstadt) zugesetzt,
sodass im Endansatz 2 mg/ml Inhibitor erreicht wurden. Dieses Gemisch wurde dann
fur finf Minuten auf Eis inkubiert.

Mit Akrosin (geldst in Akrosinpuffer siehe Tabelle 11) wurden verschiedene Stoffmen-
geverhaltnisse und Zeiten getestet. In der jeweiligen Abbildung sind Zeiten und Men-
gen angegeben. Die Aktivierung wurde bei 37 °C durchgefiihrt und danach wurde cOm-
plete™ Inhibitor EDTA-free zugesetzt, sodass im Endansatz 2 mg/ml Inhibitor erreicht

wurden. Dieses Gemisch wurde dann fiir funf Minuten auf Eis inkubiert.

2.5.3. HemmKkinetik von Fetuin-B nach Spaltung durch Akrosin

Die Hemmstarke von Fetuin-B wurde vor und nach Proteolyse durch Akrosin unter-
sucht. Dazu wurde zu Fetuin-B ein Zehntel seiner Stoffmenge Akrosin zugesetzt und
fiir eine Stunde bei 37 °C inkubiert. Nach Ablauf einer Stunde wurde eine Probe von
Fetuin-B fiir die Untersuchung im SDS-Gel und in der Enzymkinetik untersucht. Der
verbleibenden Menge Fetuin-B wurde wiederum ein Zehntel Akrosin zugefiigt und fiir
eine weitere Stunde bei 37 °C inkubiert. Das Vorgehen wurde noch einmal wiederholt.
Als Kontrollen wurde der gleiche Ansatz ohne Fetuin-B und ein weiter Ansatz ohne Ak-
rosin fiir die gleiche Zeit und mit dem gleichen Puffergemisch inkubiert. Akrosin und
Fetuin-B lagen in den Puffern aus Tabelle 11 und Tabelle 5 vor. Das resultierende, mit
Akrosin behandelte, Fetuin-B wurde im Vergleich mit den Kontrollen und unbehandel-

tem Fetuin-B in ihrer Hemmwirkung auf Ovastacin untersucht. Die Konzentrationen
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von Fetuin-B und Ovastacin sind in der Abbildung angegeben. Es wurden mit GraFit®
4 (Erithacus Software, Sussex-UK) ICso Graphen fiir die verschieden Ansatze erstellt

und verglichen.

2.6.Versuche mit murinen Eizellen und Spermien

2.6.1. Tiere

Fir die Versuche wurden Tiere FVB/N-Stammes verwendet (TAKETO ET AL., 1991). Der
Name leitet sich ab aus der besonderen Anfalligkeit flir den friend virus B, der bei Mau-
sen Leukdmie verursacht. Diese Tiere eignen sich gut fiir Analysen im Befruchtungs-
kontext (TAKETO ET AL., 1991).Auféerdem wurden Ovastacin-defiziente Mause des FVB-
Stammes BURKART ET AL., 2012 verwendet. Diese Tiere wurden uns freundlicherweise
von der Arbeitsgruppe um Jurrien Dean (NIH, USA-Bethesda) zur Verfiigung gestellt
und in unserer Arbeitsgruppe weitergeziichtet. Um den Genotyp der verwendeten
Tiere sicherzustellen, wurden die FVB-Wildtyp Tiere in Stichproben und die Ovastacin
defizienten Tiere generell genotypisiert. Dies wurde mit dem AccuStart I PCR Genoty-
ping Kit von Quanta bio (USA-Beverly) nach Herstellerangaben durchgefiihrt. Die ver-
wendeten Primer und das PCR Protokoll sind in Tabelle 12 und Tabelle 13 angegeben.

Tabelle 12: Primer der Genotypisierungs-PCR.

Bezeichnung Sequenz (5°-3) Allel
Primer 1 GAC ATC CCC GCAATT AACC | Astl-Wildtyp
Primer 2 GAG GACTGG GTC CAT CTG AG | gemeinsam
Primer 3 CGCCTT CTT GAC GAG TTC Astl-Knockout

Tabelle 13: PCR-Programm der Genotypisierung.

Schritt Temperatur [°C] Dauer [s]
Initiale Denaturierung | 94 °C 60s
Denaturierung 94 °C 20s
Annealing 60 °C 20s IS
i [ 30x
Elongation 72°C 120s
Finale Elongation 72 °C 120s

2.6.2. Superovulation der Spendermaiuse

Durch Superovulation sollte zum einen die Anzahl der nutzbaren Oozyten pro Weib-
chen erh6ht und damit der Tierverbrauch gesenkt werden und zum anderen konnte

durch die Wahl des Zeitpunkts der Hormonbehandlung und damit der Ovulation der
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Versuchsaufbau zuverlassig geplant werden. Die Superovulation wurde durch intrape-
ritoneale Gabe von ,pregnant mare’s serum gonadotropin® (Intergonan®, Intervet
GmbH, D-Unterschleifdheim, PMSG) und ,human chorionic gonadotropin“ (Ovogest®,
Intervet GmbH, hCG) ausgel6st. PMSG fiihrt durch seine dem follikelstimulierenden
Hormon dhnliche Wirkung zu einer Reifung von Follikeln. Die Gabe von hCG imitiert
einen starken Anstieg des luteinisierenden Hormons und l6st so den Eisprung aus
(siehe GARDENERET AL. 2004).

Es wurden weibliche Mause im Alter von 6-10 Wochen hormonbehandelt. Die Gabe
von 10 U (international Units) PMSG in physiologischer Salzlosung (150 mM NaCl, pH=
7,4) erfolgte um 17:00 eines gewahlten Tages, die Injektion von 5 IU hCG in physiolo-
gischer Salzl6sung fand 48 h spater statt. Die ovulierten Oozyten wurden 13-15 h nach
der hCG-Gabe geerntet.

2.6.3. Vorbereitung der Medien und Gerate

Die Behandlung der Oozyten von der Entnahme erfolgte in human-tubal-fluid-Medium
(HTF-Medium, Zusammensetzung siehe Tabelle 14). Zur Kapazitation der Spermien
wurde modifiziertes Krebs-Ringer Medium (TYH-Medium, siehe Tabelle 15) TAKEO &
NAKAGATA, 2011 verwendet. Die Medien wurden jeweils maximal zwei Tage vor Ge-
brauch steril angesetzt. Zur Herstellung der Medien wurde H20reinst. verwendet. Beim
Ansetzten der Medien wurden bovines Serumalbumin (BSA) in 5 ml und Natriumhyd-
rogencarbonat in 10 ml H20reinst. vorgeldst. Die anderen Komponenten lagen als
Stammlosungen (Konzentration siehe jeweilige Tabelle) vor. Daraufhin wurde die Os-
molaritdt der Medien bestimmt. Sie lag bei HTF 290-310 mOsm. Medien mit anderen
Osmolaritiaten wurden verworfen. Zuletzt wurden die Medien durch einen Filter von
0,2 um Porengrofie sterilfiltriert. Die Medien wurden dann vor Gebrauch in benétigter
Tropfenzahl und -grofie in Petrischalen gegeben und mit Mineral6l (M5310, Sigma-
Aldrich) tiberschichtet, um verdunstungsbedingte Osmolaritdtsanderungen zu verhin-
dern. Die vorbereiteten Medientropfen wurden dann mindestens fiinf Stunden im
Brutschrank bei 37 °C mit wasserdampfgesattigter Atmosphare und einem Luft-CO2-
Gehalt von 5% dquilibriert. Aufderdem wurden alle Inkubationsschritte in diesem Brut-
schrank durchgefiihrt. Um den Abfall der Medientemperatur wahrend der Manipula-
tion aufderhalb des Brutschrankes zu verringern, wurden die Schalen auf einem beheiz-
baren Arbeitstisch (auf 37 °C eingestellt) abgestellt und auch der Tisch des Binokulars
wurde beheizt. Als Binokular wurde ein Olympus SZX 10 mit 1.25x planapochromaten
Objektiv verwendet, das zur Dokumentation mit der Olympus SC50 Kamera ausgestat-

tet war. Als Software wurde CellSens Standard von Olympus verwendet.
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Tabelle 14: Zusammensetzung des HTF-Mediums.Die griin hinterlegten Stoffe wurden frisch abgewogen. Osmo-

laritat zwischen 290-310 mOsm

Molekular- | Endkonzent- Stammlé- fiir 50 ml Me- Ein-
Stoff gewicht ration Me- sung [g/1] dium bendétigte heit
[g/mol] dium [mM] Stammlésung
NaCl 58,44 101,61 296,9 1000 | ul
KCI 74,55 4,69 87,5 200 | pl
MgS04x7 H20 246,47 0,20 24,5 100 | ul
KH2PO4 136,09 0,40 13,5 200 | ul
CaClzx 2 H20 147,01 5,14 188,75 200 | ul
NaHCOs 84,01 25,00 105 | mg
Glucose 180,16 2,78 250,0 100 | ul
Na-Lactat (60% w/w) 170 | wl
Na-Pyruvat 110,04 0,34 92,5 20 |l
Penicillin G 372,48 0,20 75,0 50 | ul
Streptomycin 728,69 0,07 50,0 50 | ul
BSA 200 | mg
Phenolrot (0,5%solution) 20 | pl
Tabelle 15: Zusammensetzung des TYH-Mediums.Die griin hinterlegten Stoffe wurden frisch abgewogen.
Molekular- | Endkonzent- Stammlé- fiir 50 ml Me- Ein-
Stoff gewicht ration Me- sung [g/1] dium bendétigte heit
[g/mol] dium [mM] Stammldésung
NaCl 58,44 120 296,9 1181,0 | ul
KCI 74,55 5 87,5 213,0 | ul
MgS04x7 H20 246,47 1,2 24,5 603,6 | pl
KH2PO4 136,09 1,2 13,5 604,8 | pl
CaClzx 2 H20 147,01 1,7 188,8 66,2 | pl
NaHCOs 84,01 25,00 105,0 | mg
Glucose 180,16 5,55 250,0 200,0 | ul
Methyl-B-Cyclodextrin 49,2 | mg
Na-Pyruvat 110,04 0,5 92,5 29,7 | ul
Penicillin G 372,48 75,0 50,0 | ul
Streptomycin 728,69 50,0 50,0 | pl
Polyvinylalkohol 50,0 | mg
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2.6.4. Praparation der Eizellen

Die Weibchen wurden entweder mit dem Narkosemittel Isofluran oder durch Genick-
bruch getotet. Bei der Totung mit Isofluran werden die Tiere zuerst mit Isofluran be-
tdubt und dann durch eine Uberdosis des Narkosemittels getotet. Die Bauchhéhle
wurde eroffnet und die beiden Ampullae aus den Ovidukten prapariert. Die Ampullae
wurden dann in das Mineral6l tiberfiihrt und unter optischer Kontrolle direkt an der
Stelle des Cumulus-Oozyten Verbundes (COV) aufgerissen. Der herausquellende COV
wurde dann in den HTF-Tropfen tiberfiihrt. Die Cumulus Zellen wurden entfernt durch
Inkubation der COV fiir maximal 5 min in 0,3 mg/ml Hyaluronidase (H4272, Sigma-
Aldrich, D-Taufkirchen) in HTF-Medium. Danach wurden die Eizellen fiinfmal durch
150 pl HTF gewaschen.

2.6.5. Praparation und Kapazitation der Spermien

Die Mannchen wurden mit dem Narkosemittel Isofluran getotet. Die Bauchhéhle
wurde eroffnet und die beide Caudae epididymidis prapariert. Die moglichst fettfreien
Caudae wurden in das Mineral6l tiberfiihrt und entlang der konvexen Seite mit einem
Skalpell aufgeschnitten. Die Gewebestiicke wurde dann in 90 ul TYH-Medium {iiber-
filhrt und nach 5 min wieder entfernt. Die ausgeschwommenen Spermien kapazitieren
darauf noch fiir 55 min Minuten. Eine genau zeitliche Abstimmung ist notig, da die Ka-

pazitationszeit von 60 min genau eingehalten werden muss.

2.6.6. Praparation der Zonae pellucidae

Um Einfliisse der Eizellen auf die Zona pellucida wahrend der Dauer eines Versuchs zu
unterbinden, wurden die Zonae ab prapariert. Die gewonnenen Eizellen wurden dazu
in einen Tropfen HTF-Medium tliberfiihrt, der zusatzlich 2 pM rekombinantes Fetuin-B
und 1,1 mg/ml cOmplete™ Inhibitor EDTA-free (Merck, D-Darmstadt) enthielt. Die Ei-
zellen wurden in diesem Medium schnell in eine Glaspipette mit 60 um Innendurch-
messer (siehe Tabelle 2) eingesaugt und wieder in das Medium abgelegt. Dabei rissen
die Zonae auf und die Eizellen wurden herausgedriickt. Die nun zellfreien Zonae wur-
den ein einen frischen Tropfen HTF-Medium mit 2 uM Fetuin-B und 1,1 mg/ml cOm-
plete™ Inhibitor EDTA-free tiberfiihrt, wahrend weitere Eizellen prapariert wurden.
Bevor die Zonae weiter inkubiert wurden, wurden sie fiinfmal in 150 pL. HTF-Medium

gewaschen.
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2.6.7. Eizellen im Transmissionselektronenmikroskop

Die préparierten OOZY'Cen Tabelle 16: Puffer fiir die Transmissionselektronenmikroskopie.

(siehe 2.6.4) wurden mit
0,1 % Glutaraldehyd und 3
% Paraformaldehyd in | TEM-PBS 137 mM NaCl, 3 mM KCl, 8 mM NaH2POs,

2 mM KH2PO4, pH 7,3
TEM-PBS (Puffer fiir die Skl 2

Puffer Zusammensetzung

Immunogold 0,1 % Ovalbumin, 0,5 % Kaltwasser-
Farbung siehe Tabelle 16) (IG)-Puffer fisch-Gelatine, 0,01 % Tween20,
fiir 3 h bei Raumtempera- 500 mM NaCl, 10 mM Na2HPOs4, pH 7,3

. Bleicitratpuffer 6,8 mM Pb(CeHs07)2, 9 mM Pb(NO3)z,
tur (RT) fixiert. Danach 8 mM Pb(CH3C00)2, 6,8 mM Nas(CeHs0-),
wurden die Eizellen in 2 % 0,1 M NaOH

(w/v) low melt Agar eige-

bettet und durch eine Ethanolreihe (bis 96 % unvergallt) dehydriert. Dann wurden sie
in LR White Resin (London Resin Company, UK-Reading) eingebettet, welches mit UV-
Licht (350 nm) fiir ca. 60 h gehdrtet wurde. Danach wurden ca. 60-70 nm dicke Schnitte
auf einem Ultracut E (Leica microsystems, D-Wetzlar) angefertigt, die auf Polyvinyl-
butyral beschichteten Nickelnetzen gesammelt wurden. Die Schnitte wurden dann fiir
drei bis fiinf Minuten bei RT mit einer gesattigten Natriumperjodatlésung angeatzt.
Nach 10 min in einer 0,1 % Tween20 in TEM-PBS (siehe Tabelle 16) Losung wurden
die Schnitte mit 50 mM NH4Cl in TEM-PBS fiir 10 min abgesattigt. Blockiert wurde dann
mit 0,5 % (w/v) Kaltwasserfisch-Gelatine und 0,1 % (w/v) Ovalbumin (beide Sigma-
Aldrich) in TEM-PBS fiir mindestens 30 min. Nach der Farbung mit den priméaren An-
tikdpern (anti-Proovastacin Antikorper und anti-Ovastacin-Propeptid Antikorper
siehe Tabelle 4, beide 1:100 in IG-Puffer (siehe Tabelle 16) fiir 60 h bei 4 °C wurden die
Schnitte einmal mit PBS und zweimal mit IG-Puffer gewaschen. Die Inkubation mit dem
sekundaren, goldgekoppelten Antikorper (siehe Tabelle 4) erfolgte fiir zwei Stunden
in IG-Puffer bei RT. Nach der Farbung erfolgte ein Fixierungsschritt mit 1 % (v/v)
Glutaraldehyd in TEM-PBS fiir 10 min. Die Schnitte wurden tiber Nacht luftgetrocknet
und die Silberverstiarkung nach DANSCHER, 1981 durchgefiihrt. Zusammengefasst
wurde in dieser Methode Silbersalz an den Goldpartikeln reduziert. Zuletzt wurden die
Schnitte fiir 8 min bei RT mit 2 % (w/v) Uranylacetat in 50 % Ethanol im Dunkeln und
dann mit einem Bleicitratpuffer fiir 2 min bei RT im Dunkeln kontrastiert. Die Schnitte
wurden dann mit einem FEI Tecnai 12 BioTwin Transmissionselektronenmikroskop

aufgenommen.
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2.6.8. Inkubation von Eizellen und Zonae mit Spermien und Proteasen

Fiir die Inkubation mit Spermien wurden deren Konzentration in Spermien/ml vorher
mit einem Hamozytometer bestimmt. Dazu wurden 5 pl des Kapazitationsansatzes mit
5 pl H2Oreinst verdiinnt und mit 10 ul Gibco™ 0,4 % Trypanblaulésung (Thermo Fisher
Scientific, D-Schwerte) gemischt. Nach Ablauf der Kapazitationszeit wurden die Sper-
mien zu den Zonae in HTF-Medium gegeben, sodass eine Endkonzentration von 106
Spermien/ml erreicht wurde. Die Inkubation wurde fiir eine Stunde durchgefiihrt. Da-
nach wurden die Zonae dreimal durch 150 ul PBS mit 0,1 % Polyvinylalkohol gewa-
schen, in Probenpuffer (siehe Tabelle 7) aufgenommen und fiir 5 min bei 98 °C gekocht.

Akrosin (ca. 10 uM geldst in Akrosinpuffer (siehe Tabelle 11)) wurde zu den Zonae ge-
geben, die in einem 150 pl Tropfen HTF-Medium vorlagen. Es wurde eine Konzentra-
tion von 150 nM Akrosin eingestellt und fiir eine Stunde inkubiert. Danach wurden die
Zonae dreimal in 150 pl PBS mit 0,1 % Polyvinylalkohol gewaschen, in Probenpuffer
(siehe Tabelle 7) aufgenommen und fiir 5 min bei 98 °C gekocht.

Fur die Inkubation mit Ovastacin wurde dieses frisch vor dem Versuch mit Plasmin
aktiviert. Das Vorgehen ist in 2.5 beschrieben, mit dem Unterschied, dass alle Verdiin-
nungen mit HTF-Medium erstellt wurden. Das aktivierte Ovastacin wurde zu Zonae o-
der Eizellen gegeben, sodass eine Endkonzentration von 1 uM erreicht wurde. Die In-
kubation dauerte eine Stunde. Danach wurden die Zonae oder Eizellen dreimal in 150
ul PBS mit 0,1 % Polyvinylalkohol gewaschen, in Probenpuffer (siehe Tabelle 7) aufge-
nommen und fiir 5 min bei 98 °C gekocht.

Falls Inkubationen sequenziell hintereinander durchgefiihrt wurden, wurden die
Zonae vorher in einen frischen Tropfen HTF-Medium tiberfiihrt. Als Kontrollen wurden
jeweils die Puffer mit den Zusatzen verwendet, in denen die Proteasen/Spermien vor-

lagen. Auch nicht aktiviertes Proovastacin wurde als Kontrolle verwendet.
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2.6.9. Zona pellucida Abbau mit a-Chymotrypsin

Ein Maf? fiir die Konversion von Zona pellucida Protein 2 ist die Resistenz der Zona pel-
lucida gegeniiber proteolytischer Degradation (GWATKIN, 1964, GULYAS & YUAN, 1985).
Je langer die notwendige Zeit zum Auflésen der Zona pellucida, desto hoher der Anteil
an prozessiertem Zona pellucida Protein 2. Die Eizellen fiir diesen Versuch wurden wie
unter 2.6.4 beschrieben gewonnen. Vor dem Verdau wurden die Eizellen mit den je-
weiligen Agenzien inkubiert. Die Dauer und die Konzentration sind in den jeweiligen
Abbildungen beschrieben. Die Inkubationen erfolgten immer in HTF-Medium. Das
Ca?*-Ionophor A23187 (C7522, Sigma-Aldrich, D-Taufkirchen) lag als 2,5 mM Stamm-
l6sung in Dimethylsulfoxid vor. Ovastacin wurde, wie unter 2.5.2 beschrieben, mit Plas-
min aktiviert, allerdings wurden alle Verdiinnungen in HTF-Medium erstellt.
Proovastacin wurde vor der Zugabe genauso behandelt, nur wurde kein Plasmin zuge-
geben. Akrosin lag in Akrosinpuffer (siehe Tabelle 11) mit ca. 10 uM vor. Vor dem Ver-
dau wurden die Eizellen zweimal durch 200 pl PBS mit 0,1 % Polyvinylalkohol gewa-
schen. a-Chymotrypsin (C4129, Sigma-Aldrich, D-Taufkirchen) wurde frisch als 2
mg/ml Losung in PBS mit 0,1 % Polyvinylalkohol und 1 mM CaClz angesetzt. Die Eizel-
len wurden schnell in einem 100 pl Tropfen der a-Chymotrypsin-Losung gewaschen
und in einen zweiten Tropfen umgesetzt. Die Dokumentation erfolgte unter einem Ste-
reomikroskop (siehe 2.6.3) und wurde gestartet, sobald die Eizellen in den ersten
Tropfen mit a-Chymotrypsin gegeben wurden. Es wurden zwei Bilder pro Minute auf-
genommen.

In der Auswertung wurde die Zeit bis zum Verschwinden der Zona pellucida fiir jede
Eizelle dokumentiert und als , Boxplot“ dargestellt. Einzelne Versuche wurden mit dem
Mann-Whitney-U Test auf signifikante Unterscheidung getestet.
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2.7.Bioinformatik

2.7.1. Alignments

Um Akrosin aus Sus Scrofa und Mus Musculus zu vergleichen, wurden Alignments der
Proteinsequenzen angefertigt. Fiir die Alignment wurde das BLAST Online-Tool
(https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) verwendet (ALTSCHULET AL., 1997, 2005). Die
Sequenz von murinem AKkrosin ist in der Datenbank UniProt (www.uniprot.org) unter
P23578 abgelegt, die von Eber Akrosin unter PO8001. Es wurden einmal die gesamten
Sequenzen der Proteine verglichen und aufierdem die Sequenz der Eber B-Akrosin
Struktur, die mit der PDB ID: 1FIZ auf www.rcsb.org abgelegt ist, mit der korrespon-

dierenden Sequenz von murinem AKrosin.

2.7.2. Strukturmodelle

Um Homologiemodelle zu erstellen, wurde die Online-Ressource SWISS-MODEL
(https://swissmodel.expasy.org/) verwendet (BENKERT ET AL., 2011; BERTONI ET AL,
2017; GUEX ET AL., 2009; WATERHOUSE ET AL., 2018). Die Struktur von Eber 3-Akrosin
(PDB ID: 1FIZ) wurde als Grundlage genutzt. Von murinem Akrosin wurde die fiir die-
sen Bereich dquivalente Sequenz als zu modellierende Sequenz angegeben (siehe A-
lignment Abbildung 15). Es wurde ohne die ,light chain“ von murinem Akrosin model-
liert. Das resultierende Modell wurde im pdb-Format heruntergeladen und mit UCSF
Chimera Version 1.14 (PETTERSEN ET AL., 2004, http: //www.rbvi.ucsf.edu/chimera) dar-
gestellt.
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3. Ergebnisse
3.1. Alignment und Homologiemodell von (3-Akrosin aus Maus und Eber

Die Proteinsequenzen von Eber [3-Akrosin und dem Aminosduren-Abschnitt 19-302
von murinem AKrosin sind zu 75 % identisch und zu 84 % ahnlich, ohne dass Liicken
in der Sequenz auftauchen (Abbildung 15). Die Aminosauren der katalytischen Triade
sind konserviert, ebenso wie das fiir die Substratbindung wichtige Aspartat. Auf3erdem
sind diese Aminosauren in stark konservierte Bereiche eingebettet. Das Alignment
tiber die gesamte Sequenz der beiden Proteine (Abbildung 42 Anhang) zeigt eine etwas
geringere Sequenzidentitat von 65 %. Die grofdten Unterschiede zeigen sich im C-Ter-
minalen, prolinreichen Bereich der Proteine, der im aktiven (3-Akrosin nicht mehr vor-

handen ist.

Identisch:214/284(75%), Ahnlich:240/284(84%), Gaps:0/284(0%)
leichte Kette schwere Kette
Eber-&krosin: 16 RONATCDGPCGLRFROQKLESGMRWGGMSAEPGAWPWMYSLOT FMYHNNRRYHTCGGILL 75
+0N TCDGPCGLRFRQ ++G R+V G SA+ GAWPWMVSLOIF HN+RRYH CGG LL
Maus-Akrosin: 19 KDNTTCDGPCGLRFROQNSQAGTRIVSGQSAQLGAWPWMVSLQIFTSHNSRRYHACGGSLL 78

NSHWVLTAMHCF NKKKV DWRL+FGA E+ +G NKPVK P QER+V++I+IHEKY

Eber-Akrosin: 76  NSHWVLTAAHC FKNEKKVTDWRLIFGANEVVIWGSHNEKPVKPPLQERFVEEIIIHEKYVSGL 135
H
Maus-8krosin: 89  NSHWVLTAAHCFDNKKKVYDWRLVFGAQEIEYGRNKPVKEPQQERYVOKIVIHEKYMWT 138

Eber-Akrosin 136 EIN&&LIKITPPVPCGPFIGPGCLPQFI{ﬁ.GPPRJG.PQTCW\.-"I'GWGYLKEKGPRTSPTLQE 195

E NDILAL+KITPPY CG FIGP CLP FKAGPP+ P TC+VTGWGY+KEK PR SP L E
Maus-Akrosin: 139 EGNDILALLKITPPVTCGNFIGPCCLPHFKAGPPQIPHTCYVTGWGYIKEKAPRPSPVLME 198

ARV LIDL+LCNST+WYNGR+ STHVCAGYP GKIDTCQGOSEGPLMCRD  ++ FVWG

Eber-Akrosin: 196 ARVALIDLELCNSTRWYNGRIRSTNVCAGYPRGK [QG GPLMCRDRAENTFVWAG 255
OS
Maus-Akrosin: 199 ARVDLIDLDLCNSTQWYMNGRVTSTHVCAGYPEGKIDTCQGOSHGPLMCRDNVDSPRWVG 258

Eber-Akrosin: 256 ITSWGVGCARAKRPGVYTSTWPYLMWIASKIGSNALQMVQLGTP 299
ITSWGVGCARAKRPGVYT+TW YL+WIASKIG NAL ++Q TP
Maus-Akrosin: 259 ITSWGVGCARAKRPGVYTATWDYLDWIASKIGPNALHLIQPATF 382

Abbildung 15: Alignment von 3-Akrosin aus Maus und Schwein. Es wurden die korrespondierenden Amino-
sduren aus murinem Akrosin mit der Aminosaurensequenz der (3-Akrosin Struktur aus TRANTERET AL., (2000)
(PDB ID 1FIZ) alignt. Das Alignment {iber die gesamten Sequenzen ist in Abbildung 42 gezeigt. Rot eingerahmt
sind die Aminosaduren der katalytischen Triade, griin das Aspartat am Grund der Substratbindungstasche.
UniProt# murin: P23578; Schwein: P08001
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Die Frontalansicht des aktiven Zentrums von -Akrosin aus Sus scrofa und dem gene-
rierten Model von murinem (3-Akrosin sind sich sehr dhnlich (Abbildung 16). Die Lage
des in Magenta gefarbten aktiven Serinrests und des in griin gehaltenen Aspartatrests
am Boden der Substratbindetasche sind in vergleichbarer Lage zueinander. Auch die
Verteilung von hydrophilen (blau) und hydrophoben (rot) Flachen in und um den ak-
tiven Spalt ergibt ein dhnliches Muster. Unterschiede werden eher auf der Riickseite
der Proteine sichtbar. Hier (Abbildung 40 Anhang) tiberlappt das Muster der Oberfla-

cheneigenschaften nicht mehr.

Maus 3-Akrosin (Model) Eber 3-Akrosin (1fiz)

Abbildung 16: Homologiemodell der schweren Kette von murinem f3-Akrosin. Die Sequenz murinen Akro-
sins aus Abbildung 15 wurde wie in (2.7.2) beschrieben mit der 1FIZ Struktur von -Akrosin modelliert. Gezeigt
sind die Van-der-Waals Radien. Blau gefarbt sind hydrophile Oberflachen, rot hydrophobe. Das aktive Serin ist in
Magenta geférbt, der konservierte Aspartatrest am Grund der Substratbindungstasche ist griin gefarbt. Im Model
des Eber Akrosins ist zusatzlich ein p-Aminobenzamidin-Molekiil im aktiven Zentrum gezeigt und eine Glykosy-
lierung. Gedrehte Versionen der Modelle sind in Abbildung 40 gezeigt.
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3.2.Quantifizierung der Ovastacinmenge pro Eizelle

Um die in vivo vorliegenden Mengen der relevanten Proteine abzuschatzen zu kénnen

wurde die Menge von Ovastacin in Eizellen gegen eine bekannte Menge rekombinantes

Ovastacin im Western blot
aufgetragen um die Menge
von Ovastacin pro Eizelle an-
nahernd zu quantifizieren.

Im ersten Schritt wurde die
Reinheit von Ovastacin be-
stimmt. Es wurden vier ver-
schiedene Mengen Ovastacin
aufgetragen, um sicherzu-
stellen, dass bei niedriger
Proteinmenge keine falsch
hohe Reinheit berechnet
wird, falls einzelne Protein-
banden unter die Sensitivi-
tatsgrenze der Methode fal-
len. In der Coomassiefarbung
der Proben zeigt sich eine
Vielzahl von Banden (siehe
Abbildung 17). Der fir

Ovastacin relevante Bereich

50 kDa-
40 kDa-

30 kDa-

25 KkDa-

Abbildung 17: Reinheit von rekombinantem Ovastacin. Coomassie
Brillant Blau-Farbung nach Kang et al. einer reduzierenden SDS-PAGE
mit 12% Acrylamid (hell/dunkel invertiert) zur Bestimmung des Ovasta-
cinanteils in den Proben. Die grilnen Rahmen legen die gemessenen Spu-
ren fest, die kleineren Késten den fiir Ovastacin relevanten Bandenbe-
reich. Die Auswertung erfolgte mit der FusionFX Software.

beginnt kurz unter der 40 kDa Markerbande und reicht bis ca. zur 50 kDa Marker-

bande. Die betreffende Regio

n ist in den Spuren mit einem kleinen griinen Kasten ein-

gerahmt. In diesem Bereich sind zwei nahe zusammenliegende Banden zu erkennen.

Tabelle 17: Bestimmung der Ovastacinreinheit.Werte mit FusionFX Software in Abbildung 17 gemessen.

Gesamt  Abziiglich E  Anteil | Rein- | Ovastacin-  Abziiglich  Anteil
[AU] (Kontrolle)  [%] heit bereich E (Kon- [%]
[AU] [%] [AU] trolle) [AU]
A (2 ug Protein) 2707087 877626 100 18,74 289665 164456 100
B (1,5 ug Protein) 2361545 532084 60,6 20,65 235059 109850 66,8
C (1 ug Protein) 2206699 377238 43,0 17,56 191450 66241 40,3
D (0,5 pg Protein) 2037144 207683 23,7 20,35 167464 42255 25,7
E (0 ug Protein) 1829461 125209
Mittelwert 19,32
+1,25
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Die Spuren wurden mit der FusionFX Software ausgewertet. Bei der Berechnung der
Reinheit (Angaben in %; siehe Tabelle 17) zeigte sich nur ein geringer Unterschied zwi-
schen den verschiedenen Probenmengen, daher wurde der Mittelwert der vermesse-
nen Proben als Reinheit angenommen. Dieser betrug 19,32 +1,25 % und ist die Grund-
lage fiir die in Abbildung 18 angegebenen Ovastacinmengen.

Die quantitativen Immunodetektion von Ovastacin ist in Abbildung 18 gezeigt. Die Pro-
ben wurden mit dem anti-Ovastacin-Pro-Kat Antikorper gefarbt. Im rekombinanten
Ovastacin ist neben den Banden zwischen 40 und 50 kDa auch eine Bande tiber 50 kDa
zu erkennen. Da diese Bande in der Probe der Eizellen nicht auftaucht, wurde sie nicht
in die Mengenbestimmung mit einbezogen. Fiir die Signalstdrke der Antikorperfarbung
im Westerblot wurde mithilfe verschiedener Mengen rekombinanten Ovastacins eine
Eichgerade erstellt (Abbildung 43). Eine Probe von Eizellen mit unbekannter Ovasta-
cinmenge wurde dann anhand dieser Eichgeraden bestimmt. Die Eizellprobe liegt mit
ca. 2,5 ng im Bereich der Eichgeraden. Alle Proben wurden im gleichen Versuch gemes-
sen, um Schwankungen in der Stirke der Firbung oder in der Effizienz der Ubertra-
gung auf die Membran soweit wie moglich auszuschlief3en. Die Berechnung durch die
Gleichung der ermittelten Regression ergibt eine Menge von etwa 1,25 fmol pro Eizelle.
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Abbildung 18: Mengenvergleich von rekombinantem Ovastacin und Ovastacin aus
Eizellen. Absteigende Mengen Ovastacin (Berechnungsgrundlage siehe Tabelle 17)
wurden zusammen mit praparierten Eizellen durch eine 12 %ige SDS-PAGE aufge-
trennt, auf eine PVDF-Membran geblottet und mit Immunodetektion durch anti-Ovasta-
cin-Pro-Kat Antikérper sichtbar gemacht. Die griinen Rahmen legen die gemessenen
Spuren fest, die kleineren Kasten den fiir Ovastacin relevanten Bandenbereich. Die Aus-
wertung erfolgte mit der FusionFX Software.
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Tabelle 18: Messwerte der Ovastacinsignalstiarke und Berech-
nung der Ovastacinmenge pro Eizelle.Die in Abbildung 43 er-
mittelte Regressionsgleichung wurde der Berechnung zugrunde

gelegt.

Ovastacin [ng]

Signalvolumen
[AU]

29
19,3
9,7
1,9
1
45 wildtyp
Eizellen
Ovastacin pro
45 Eizellen [g]

143437392
86474947
52506246
12467758
9295802
16659167

Ovastacin pro | Ovastacin pro
Eizelle [g] Eizelle [mol]

2,53*10°

5,63*10-11 1,25*10-15

Ergebnisse

41



Ergebnisse

3.3.Nachweis von Ovastacin in Eizellen durch Transmissionselektronenmik-
roskopie

Um die Lokalisation von Ovastacin, die bereits durch Immunfluoreszenzmikroskopie

gezeigt wurde (BURKART ET AL., 2012; KORSCHGEN ET AL., 2017), auf subzelluldrer Ebene
hoher auflosend darzustellen, wurden Diinnschnitte von Eizellen des Wildtyps und
Astl/- Eizellen im Transmissionselektronenmikroskop untersucht. Es wurden zwei po-
lyklonale Antikoérper verwendet, einer gerichtet gegen das gesamte Protein, der andere

ausschliefdlich gegen das Propeptid von Ovastacin.

Astl/- wildtyp

Abbildung 19: Detektion von Ovastacin in Eizellen mit anti-Proovastacin Antikérper. Die Eizellen
wurden mit dem genannten priméren und sekundéren, goldgekoppeltem (1,4 nm) Antikérpern markiert,
mit Uran- und Bleiionen negativ kontrastiert und im Transmissionselektronenmikroskop untersucht
(beschrieben unter 2.6.7). Die linke Spalte zeigt Eizellenen von Ovastacin defizienten Tieren, die rechte
Spalte Eizellen von wildtypischen Tieren.

In Abbildung 19 sind die Ergebnisse der Farbung mit dem anti-Proovastacin Antikor-
per gezeigt. In den Ubersichtsaufnahmen (obere Zeile) zieht sich in den Astl-/- Aufnah-

men ein Signalschleier liber die gesamte Eizelle, der so nicht im Wildtyp auftritt. Im
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Wildtyp zeigt sich die Markierung hauptsachlich direkt unterhalb des Oolemmas und
vereinzelt im Inneren der Eizelle. In den hoher aufgelosten Aufnahmen (untere Reihe)
sind im Astl/- helle Bereiche erkennbar (schwarze Pfeile), die nicht vom Antikérper
markiert wurden. Im Wildtyp konnte leider nur die Aufnahme eines Eizellpols analy-
siert werden. Hier sind wieder die Signale wie im Ubersichtsbild sichtbar, jedoch sind
keine vesikularen Strukturen zu sehen, die sich mit der nicht markierten Kontrolle im

Ovastacin-KO vergleichen lief3en.

Astl/- wildtyp

2 ;{

Abbildung 20: Detektion von Ovastacin in Eizellen mit anti-Ovastacin-Propeptid Antikorper.
Die Eizellen wurden mit dem genannten primaren und sekundaren, goldgekoppeltem (1,4 nm)
Antikérpern markiert, mit Uran- und Bleiionen negativ kontrastiert und im Transmissions-
elektronenmikroskop untersucht (beschrieben unter 2.6.7). Die linke Spalte zeigt Eizellen von
Ovastacin defizienten Tieren, die rechte Spalte Eizellen von wildtypischen Tieren.

In der Markierung mit dem gegen das Propeptid gerichteten Antikorper (siehe Abbil-
dung 20) zeigt sich ein vergleichbares Bild. In den Astl/- Eizellen zeigt sich unspezifi-
sche Markierung verteilt tiber die gesamte Eizelle. Das Signal im Wildtyp tritt direkt am
Oolemma und vereinzelt im Inneren der Eizelle auf. Im Wildtyp sind aber auch Granula

erkennbar, die nicht vom Antikdrper gefarbt wurden (schwarze Pfeile).
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3.4.Isofluran verursacht die parthenogenetische Aktivierung von Eizellen

Im Zuge der Gewinnung der Eizellen werden die Spendertiere getotet. Dafiir setze ich
zu Beginn der Arbeit das Narkosemittel Isofluran ein. Bei der Anwendung dieser Me-

thode zeigten sich jedoch Auffélligkeiten bei den gewonnenen Eizellen.

p<0,00001 p=056

70 =
65 -
60 -
55 o
50 A
45 - n=38 n=19
40 o
35 - 8
30 4 n=71
25 -
20 o
15 A
10 4
51 n=19
0
Toétungsmethode: Isofluran Genickbruch Isofluran Genickbruch

Abbauuzeit (min)

Ca?*-lonophor: nein nein SuMfiirl1h S5uMfiirl h
Genotyp: Wildtyp Wildtyp Wildtyp Wildtyp

Abbildung 21: Vergleich des a-chymotryptischen Zona-Abbaus von wildtypischen Eizellen aus
durch Isofluran oder Genickbruch getoteten Tieren. Die Eizellen wurden nach der Praparation
vom Cumulus oophorus befreit und fiir eine Stunde mit oder ohne Ca2+-lonophor inkubiert. Der Ver-
such erfolgte unter Standardbedingungen. Die Punkte in den Boxplots zeigen die Mediane und die
Anzahl der Einzelversuche, n gibt die Gesamtzahl der verwendeten Eizellen an.

Bei Eizellen aus durch Isofluran getoteten Tieren wurde, im Test der Zona pellucida
Robustheit mit a-Chymotrypsin, eine deutliche Erhéhung der Degradationszeit festge-
stellt (siehe Abbildung 21). Der Median liegt hier bei 36 Minuten und die einzelnen
Werte sind breit verteilt. Im Vergleich liegt der gemessene Median der Abbauzeit von
Eizellen aus durch Genickbruch getoteten Tieren bei nur 8 Minuten und ist deutlich
signifikant. Die maximale Zeitdauer fiir den Zona-Abbau, die durch die Stimulation der

Eizellen durch Ca%*-lonophor erreicht wird, unterscheidet sich jedoch nicht signifikant.
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Ein weiterer Unterschied war das Auftauchen von Zweizellstadien in Ansitzen, denen
keine Spermien zugesetzt waren. Die unbefruchteten Zweizell-Embryonen traten wie-
derum nur bei Eizellen auf, die aus mit Isofluran getoteten Tieren stammten. In Abbil-
dung 22 sind Beispiele fiir diese scheinbaren Embryonen (A) zu sehen. Im Vergleich
dazu sind ebenso lange inkubierten Eizellen aus durch Genickbruch getdteten Tieren
in (B) gezeigt. Was neben dem Vorkommen von morphologischen Zweizellern auffillt,
ist die deutlich gleichmafiigere Dispersion des die Eizellen umgebenden Cumulus oo-

phorus in Teilabbildung A.

Abbildung 22: Unbefruchtete Zweizellembryonen nach Isofluran-Anwendung. Bild A zeigt Eizellen aus durch
Isofluran getdteten Tieren nach 26 h Inkubation. Die Pfeile zeigen auf Eizellen, die morphologisch Zweizellembryo-
nen entsprechen. In Bild B sind Eizellen aus Tieren zu sehen, die durch Genickbruch getdtet wurden. Diese wurden
auch 26 h inkubiert und zeigen keine solchen Zweizellstadien.
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3.5.Rekombinantes Ovastacin spaltet natives Zona pellucida Protein 2

Um die Wirksamkeit von rekombinantem Ovastacin gegen natives ZP2 zu testen,

wurde Proovastacin wie unter 2.5.2
beschrieben aktiviert, zu Eizellen des
Ovastacin-knockouts gegeben und fiir
1 h inkubiert. Als Kontrollen wurden
nicht aktiviertes Proovastacin, der
Aktivierungsansatz ohne Proovasta-
cin und aktiviertes Ovastacin zusam-
men mit dem Inhibitor Fetuin-B ver-
wendet. Der Western blot mit dem
anti-ZP2 Antikorper IE-3 zeigt fol-
gendes (Abbildung 23). Das Signal
auf der Hohe von 120 kDa in der
Probe mit aktivem Ovastacin ver-
schwindet fast vollstandig. In keiner
der Kontrollen ist dies der Fall. Le-
diglich in der Probe mit nicht akti-
viertem Proovastacin tauchen im Be-
reich 20-40 kDa Fragmente auf, die
sich auch in der Probe mit aktivem
Ovastacin zeigen. Diese Fragmente
sind in der Kontrolle mit Fetuin-B so-
wie in der Kontrolle ohne Proovasta-

cin nicht sichtbar.

46

s 4
L& & s
LS g &
L~ & & ’Y
L3 s & &
S rd & N
) Q &
$F & s &
S g 3 Q
* & ~ £

220 kDa-

120 kDa-
100 kDa-
80 kDa-
60 kDa-
50 kDa-

40 kDa-

30 kDa-

20 kDa- —

Je 45-50 Astl”/- Eizellen

Abbildung 23: Immundetektion von Zona pellucida Pro-
tein 2 in mit rekombinantem Ovastacin behandelten
Eizellen. Eizellen wurden in Gruppen von 45-50 mit akti-
vem Ovastacin (1 pM), inaktivem Proovastacin (1 puM), ak-
tivem Ovastacin (1 pM) zusammen mit Fetuin-B (2 uM) o-
der dem Aktivierungsansatz ohne Proovastacin fiir eine
Stunde inkubiert. Danach wurden die Eizellen in Proben-
puffer aufgenommen und die Proteine in einem 12 %igen
Polyacrylamidgel aufgetrennt. Nach dem Ubertrag auf eine
PVDF-Membran erfolgte die Detektion mit dem anti ZP2-
Antikoérper IE-3. Aufnahme des Bildes mit FusionFX Gerat
und Software.
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Zur weiteren Verifizierung dieses Effekts wurden auch Zona-Degradations Versuche
(Abbildung 24) durchgefiihrt. In Deckung mit Abbildung 23 zeigte sich eine grofde Zu-
nahme der Degradationszeit, wenn aktiviertes Ovastacin anwesend war und eine klei-
nere Zunahme, wenn Proovastacin anwesend war. Diese Zunahme war nicht signifi-
kant abhangig vom Ca2*-lonophor-bedingten Aktivierungszustand der Eizellen (vgl.

mittleren beiden Boxplots in Abbildung 24).

60 1
55 1
n=24
50 1
45 o
40 A
£ 35|
£ 35
2 30 1
8 p=0.2
g 25
e
< 20 1
15 1
10 1
(0] n=42
5 1 1n=36
0 n=34
Ovastacin: nein 1uM Proovastacin 1uM Proovastacin 1 pM Ovastacin
Ca2*-lonophor: 10 min 5 pM 10 min 5 pM nein 10 min 5 pM
Genotyp: Astl/ Astl/- Astl/- Astl/
Abbildung 24: Auswirkung von Proovastacin und Ovastacin auf die Zona-Abbauzeit. Die
Astl/- Eizellen wurden nach der Praparation vom Cumulus oophorus befreit und fiir 10 min
teils mit oder ohne Ca2+-lonophor behandelt. AnschliefRend wurden sie entweder mit
Proovastacin, mit aktiviertem Ovastacin oder ganz ohne Ovastacin fiir vier Stunden inkubiert.
Der Versuch erfolgte unter Standardbedingen. Die Punkte in den Boxplots zeigen die Mediane
und Anzahl der Einzelversuche, n gibt die Gesamtzahl der verwendeten Eizellen an.
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3.6.Spermien setzten Akrosin ins Kapazitationsmedium frei

Zum Nachweis von Akrosin
in kapazitierten Spermien §§ sf
() g
. . . S 4 <
und im Kapazitationsme- S S ;Q“
. . . £ g F & &
dium aktivierter Spermien éf f Qi £ &
. : : , & TS &
erfolgte die Detektion mit g & ¥ &
80kDa- * =
anti-Akrosin Antikorper. In 60kDa. ==
Abbildung 25 ist in der S0kDa- - 2
: . 40kDa- - L
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zu erkennen. Im Kapazitati-
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Spermien sind zwei starke ! .y
Banden auf Hohe von , . . ]
Abbildung 25: Immundetektion von Akrosin nach der Spermienka-
ca.55kDa und 29 kDa | pazitation. Es wurden 10 pl Spermienlésung in Pellet und Uberstand
. . getrennt und zusammen mit gereinigtem Eber 3-Akrosin durch eine
sichtbar. Knapp tber der | 12 ige SDS-PAGE aufgetrennt. Nachfolgend wurden die Proteine auf
: : . eine PVDF-Membran iibertragen und mit anti-Akrosin Antikdrper de-
29 kDa Bande ist eine wei tektiert. Aufnahme des Bildes mit FusionFX Gerat und Software.
ter schwache Bande zu er-

kennen. In den kapazitierten Spermien selbst ist eine Vielzahl von Banden sichtbar, die
alle ahnlich hohe Intensitat haben.

3.7.Akrosin schneidet rekombinantes Fetuin-B

Ein weiterer moglicher Punkt, an dem Akrosin in die Befruchtung eingreifen kann, ist
die Hemmung von Ovastacin durch Fetuin-B. In vorangegangen Arbeiten in unserer
Arbeitsgruppe wurde bereits gezeigt, dass Fetuin-B von tryptischen Serinproteasen ge-
spalten werden kann. Daher wurden Fetuin-B und Akrosin bei 37 °C zusammen inku-
biert. Da Akrosin bei neutralem pH sukzessiv seine Aktivitat verliert (POLAKOSKI ET AL.,
1973), wurde dem Ansatz im Stundentakt frisches Akrosin zugesetzt. Das Ergebnis
zeigt Abbildung 26. Die verschiedenen Farbungen beruhen auf Falschfarben, griin steht
fiir die Farbung durch Coomassie, rot fiir die Firbung mit dem anti-Fetuin-B Antikor-
per.

Akrosin spaltet Fetuin-B in distinkte Banden (siehe Abbildung 26 (A)). Nach einer
Stunde ist in den reduzierten Proben das Ausgangsprotein bei 55 kDa (sichtbar als
gelbe Uberlagerung in allen drei Kontrollen) nicht mehr sichtbar. In der mit Akrosin
inkubierten Probe sind in der ,griinen“ Coomassiefarbung drei deutliche Bande auf
(29/ 33/ 36 kDa), in der Farbung mit dem anti-Fetuin-B Antikérper zwei Banden
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(25/ 29 kDa) erkennbar. In der zugehorigen Kontrolle istin der Coomassiefarbung eine
starke Bande mit 55 kDa zu sehen, in der Antikdperfarbung ist diese Bande auch die
deutlichste. Es tauchen zusatzlich mehrere kleinere Banden auf. Dieses Muster bleibt
tiber die drei Stunden Inkubationszeit nahezu identisch (vgl. Kontrollen nach 1, 2 und
3 Stunden). Nach einer Versuchszeit von zwei Stunden ist die 36 kDa Bande der
Coomassiefarbung fast verschwunden, die 33 kDa Bande dafiir etwas heller sichtbar
und die 29 kDa nahezu unverandert. In der Farbung durch den anti-Fetuin-B Antikor-
per ist die 25 kDa Bande nun deutlich starker sichtbar und die 29 kDa Bande nur noch
schwach sichtbar. Nach drei Stunden Inkubationszeit mit Akrosin ist in der mit
Coomassie gefarbten Probe wieder eine starke dritte Bande auf ca. 35 kDa sichtbar, die
Banden bei 33 und 29 kDa sind etwa so stark wie in den vorherigen Proben. Der anti-
Fetuin-B Antikorper liefert hier kein Signal mehr.

In den nicht reduzierten Proben zeigen sich in den beiden Kontrollen Signale von An-
tikorper und Coomassiefarbung bei ca. 55 kDa bei ca. 160 kDa und mehrere Banden
oberhalb 200 kDa. In der Probe, die fiir eine Stunde mit Akrosin inkubiert wurde, sind
diese hochmolekularen Banden grofdtenteils verschwunden. Die Bande bei 165 kDa ist
noch vorhanden, zusatzlich tritt eine deutliche Bande bei 110 kDa auf. An der mit wei-
f3em Stern markierten Stelle sind mit der Coomassiefarbung drei Banden um 35 kDa
sichtbar, diese werden aber fast vollstandig von einer vertikalen Linie aus Signal tiber-
deckt. Bei einer Inkubationszeit von drei Stunden sind alle Signale tiber 200 kDa ver-
schwunden. Das Signal bei 110 kDa ist nur noch sehr schwach sichtbar. Es treten in der
Coomassiefarbung die gleichen drei Banden um 35 kDa auf, die in der fiir eine Stunde

inkubierten Probe sichtbar sind.

Im Vergleich der Hemmstarke der mit Akrosin behandelten Fetuin-B Proben (siehe Ab-
bildung 26 (B)) zeigt sich, dass bei 37 °C ohne Akrosin inkubierten Kontrollen dhnliche
ICso Werte anzeigen wie die nicht behandelte Kontrolle. Die unbehandelte Kontrolle
hat einen ICso von 1,52 +0,12nM, die fiir eine Stunde inkubierte Kontrolle
1,30 + 0,07 nM und die drei Stunden inkubierte Kontrolle 1,83 + 0,23 nM. Im Gegensatz
dazu liegt der ICso der von einer Stunde mit Akrosin inkubierten Fetuin-B bei
2,71 £ 0,34 nM und der ICso der fiir drei Stunden mit Akrosin inkubierten Fetuin-B
Probe lasst sich bei den gewahlten Konzentrationen nicht mehr aussagekraftig analy-

sieren (GraFit®).
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Abbildung 26: Akrosin spaltet Fetuin-B. (A) Die Proteolyse von Fetuin-B durch Akrosin ist unter 2.5.3 beschrieben Es wurden je Bahn
2 pg Fetuin-B aufgetragen. Die Proben wurden durch eine 12%ige SDS-PAGE aufgetrennt und auf eine PVDF-Membran iibertragen. Das
Gel wurde nach dem Blotten mit Coomassie gefarbt (2.4.4), was den griin gefarbten Banden entspricht. Die Membran wurde mit dem
Antikorper gegen Fetuin-B gefarbt (2.4.5), was den roten Banden entspricht. Aufnahme des Bildes mit FusionFX Gerat und Software. (B)
ICs0 Bestimmung ausgewahlter Inkubationszeitpunkte von Fetuin-B. Die Messung wurde wie unter 2.5.3 beschrieben durchgefiihrt.
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3.8. Akrosin aktiviert rekombinantes Proovastacin

Da Akrosin und Ovastacin zur gleichen Zeit am gleichen Ort auftreten, wurde tiberpriift,
ob in vitro eine gegenseitige Beeinflussung auftritt. Da bereits bekannt ist, dass
Proovastacin von Trypsin-ahnlichen Serinproteasen aktiviert wird (KARMILIN ET AL.,
2019), war dies der erste Ansatzpunkt. In Vorversuchen (Daten nicht gezeigt) wurde
das optimale Proovastacin/Akrosin-Verhdltnis fiir die Aktivierung bestimmt. Danach
wurde die beste Dauer der Aktivierung ermittelt. Wie in Abbildung 27 zu sehen, ergab
sich eine optimale Zeit von 10 min Aktivierung in diesem Ansatz, mit einem gemesse-
nen Substratumsatz von 3,2 nM/s. Bei langerer Aktivierung verringert sich die gemes-
sene Aktivitat wieder graduell. Die Aktivierung mit Akrosin fiir 10 min fithrte im Ver-
gleich zur bisherigen Aktivierungsmethode mit Plasmin (£ 1,6 nM/s) zu einer Aktivi-
tatssteigerung von 100%.

Proovastacin 40 nM; Akrosin 6 nM; Substrat23,1 uM
3,5E-09
100,0%
I
3E-09 85,0% 86,1%
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2 15609 I
@
Q
A
1E-09
5E-10
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g min AKTO% g i ARTOL T i NKEO%) i ANTO% ¢ i AR i BKEO%, ) i ST
Abbildung 27: Aktivierung von Proovastacin mit Akrosin. 40 nM Ovastacin wurden mit 6 nM Akrosin
fiir unterschiedliche Zeiten bei 37 °C aktiviert und dann bei 37 °C gemessen. Der hochste gemessene Sub-
stratumsatz wurde als 100% (£ 3,2 nM/s) festgelegt.
Substrat: Acetyl-RE(Edans)-DR-Norleucin-VGDDPY-K(Dabcyl)-NHa.
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Die Aktivierung wurde auch in Bezug auf die Veranderung der Gréfien von aktiviertem
und unbehandeltem Ovastacin untersucht. In Abbildung 28 wurde Ovastacin, das wie
fiir Abbildung 27 aktiviert wurde, durch SDS-PAGE analysiert. Die Gele wurden entwe-
der Coomassie-gefarbt oder nach dem Western blot mit Antikérpern gegen das gesamte
Protein (anti-Proovastacin Antikorper) bzw. gegen das Propeptid von Ovastacin (anti-
Ovastacin-Propeptid Antikorper) gefarbt. Im Coomassie-gefarbten Gel (A) gibt es eine
deutliche Anderung im Vergleich zur unbehandelten Probe. Die beiden starken Banden
bei 55 und 45 kDa verschwinden vollstandig, dafiir tauchen in den aktivierten Proben
vier neue Banden auf. Die erste Bande (1) bei knapp unter 40 kDa wird mit steigender
Aktivierungsdauer schwacher. Die zweite Bande (2) bei ca. 35 kDa bleibt liber die stei-
gende Aktivierungszeit konstant. Die dritte Bande knapp darunter (*) bleibt auch kon-
stant und liegt auf der gleichen Hohe wie die hochste Bande in der Akrosinprobe. Die
vierte Bande (4) auf Hohe von ca. 27 kDa hat die hochste Intensitat bei 10 und 15 min
und nimmt dann leicht ab.

Nach der Farbung mit dem anti-Proovastacin Antikorper (B) zeigt sich ein dhnliches
Bild. In der unbehandelten Ovastacin-Kontrolle tauchen zwei strake Banden bei 55 und
45 kDa auf, die der Aktivierung mit Akrosin verschwinden. In den aktivierten Proben
gibt es bis zu drei Banden. Die erste Bande (1) mit einer Grof3e von knapp 40 kDa taucht
in allen Aktivierungszeiten auf und wird mit zunehmender Zeit schwacher. Die zweite
Bande (2) liegt bei ca. 35 kDa, ist nach 5 min am starksten, nimmt dann an Intensitat
ab und ist nach 20 min fast nicht mehr sichtbar. Die dritte Bande (3) bei ca. 29 kDa ist
bei 10 min starker als bei 5 min und nimmt dann graduell leicht ab.

In der Farbung mit dem anti-Ovastacin-Propeptid Antikérper (C) tauchen in der unbe-
handelten Ovastacinprobe wieder die beiden Banden bei 55 und 45 kDa auf. Nach der
Aktivierung mit Akrosin ist nur noch eine Bande sichtbar (1). Sie liegt auf knapp 40 kDa

und wird mit zunehmender Aktivierungszeit schwacher.
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Abbildung 28: Nachweis der Aktivierung von Proovastacin mit Akrosin durch SDS-PAGE und Western blot.
Ovastacin wurde im gleichen Verhiltnis wie in Abbildung 27 mit Akrosin aktiviert. AnschliefRend wurden die Proben in
3fach Probenpuffer aufgenommen und gekocht. Es wurden je Bahn 2 pg Protein aufgetragen. Die Proben wurden durch
eine 12%ige SDS-PAGE aufgetrennt und auf eine PVDF-Membran (B/C) libertragen. Das Gel (A) wurde mit Coomassie
gefarbt (2.4.4), Gel (B) wurde nach dem Blotten mit anti-Proovastacin Antikérper und Gel (C) mit anti-Ovastacin-Pro-
peptid Antikorper detektiert. Aufnahme der Bilder mit FusionFX Gerét und Software.
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3.9. Akrosin schneidet Zona pellucida Proteine

Dass Akrosin in der Lage ist, Zona pellucida Proteine proteolytisch zu spalten, ist in der
Literatur beschrieben (STAMBAUGH & BUCKLEY, 1968; URCH ET AL., 1985a). Allerdings lie-
gen keine Informationen dariiber vor, welches der Zona pellucida Proteine an welcher
Stelle geschnitten wird. Um hier konkreteren Aufschluss zu erhalten wurden prépa-
rierte Eihtillen mit gereinigtem Akrosin aus Sus scrofa oder mit murinen Spermien be-
handelt und mit nicht behandelten Eizellen und Zonae verglichen. Dazu wurden die in
der Immundetektion gemessenen Signale mit der FusionFX Software als 3D-Modelle
dargestellt und die Volumina dieser Strukturen gemessen und verglichen. Wie in Ab-
bildung 29 zu sehen ist, hat die gewahlte Menge und Inkubationszeit von Akrosin eine
Wirkung auf alle drei Zona pellucida Proteine. In ZP1 und 3 sinkt das gemessene Signal
auf 57% oder weniger ab. Bei ZP2 ist nur noch ein Restsignal von 5% messbar, jedoch
ist kein typischer ,Signalhtligel“ mehr sichtbar. In der Behandlung mit den Spermien
zeigt sich der gleiche Trend zur Signalabnahme (um 12-57%). Allerdings ist er hier we-
niger deutlich als im Test mit zugesetztem Akrosin. Die Signalabnahme durch Akro-
sin/Spermien tritt aufderdem unabhangig vom Genotyp der Spendertiere auf (vgl. linke
und rechte Seite von Abbildung 29).
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Wildtyp Astl/
(je 15 Eizellen oder Zonae) (je 15 Eizellen oder Zonae)

100% 100% 57% 88% 100% 133% 52% 83%

100% 90% 5% 86% 100% 117% 5% 68%

Anti-
ZP3-AK

100% 66% 43% 57% 100% 57% 25%  43%

Abbildung 29: Akrosin- und spermienbehandelte Zonae pellucidae nach Immundetektion in

3D Darstellung. Die Zonae wurden wie unter (2.6.6) beschrieben prapariert und dann entweder direkt
in 3fach Probenpuffer aufgenommen oder fiir 1 Stunde mit 150 nM (3-Akrosin (Sus scrofa), bzw. mit 106
murinen Spermien/ml fiir 1 Stunde inkubiert und dann in 3fach Probenpuffer aufgenommen. Die Auf-
trennung erfolgte durch eine 12%ige SDS-PAGE. Die Proben wurden danach auf eine PVDF-Membran
geblottet und mit den jeweiligen Antikérpern inkubiert. Detektion und Auswertung erfolgten mit der
FusionFX Software. Die Prozentangaben unterhalb der Einzelbilder geben das Verhaltnis der Proben zu
den unbehandelten Eizellen an. Der Western blot in Standarddarstellung ist im Anhang (siehe Abbildung
39) gezeigt.
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Um den Abbau von ZP2 weiter zu untersuchen, wurde ein weiterer Antikorper verwen-
det, der spezifisch den C-Terminalen Anteil des Proteins erkennt. Wie in Abbildung 30
zu sehen, verschwindet die obere Bande sowohl nach Behandlung mit Akrosin im Wild-

typ (A) als auch im Ovastacin-knockout (B) vollstandig.

Detektion mit anti-ZP2 Antikérper M2c.c

Wildtyp Astl-/-
(je 15 Eizellen oder Zonae) (je 15 Eizellen oder Zonae)

Abbildung 30: AKkrosin- und spermienbehandeltes Zone pellucida Protein 2 nach Immundetektion. Die Zonae wur-
den wie unter (2.6.6) beschrieben prapariert und dann entweder direkt in 3fach Probenpuffer aufgenommen, oder fiir 1
Stunde mit 150 nM Akrosin (Sus scrofa), bzw. mit 106 murinen Spermien/ml fiir 1 Stunde inkubiert und dann in 3fach
Probenpuffer aufgenommen. Die Auftrennung erfolgte durch eine 12%ige SDS-PAGE. Die Proben wurde danach auf eine
PVDF-Membran geblottet und mit anti-ZP2 Antikérper (M2c.2) inkubiert. A zeigt die Proben von wildtyp Eizellen, B die
von Astl/- Eizellen. Detektion und Auswertung erfolgten mit FusionFX und der zugehdrigen Software.

Im Gegensatz zu Abbildung 29 tritt jedoch eine neue Bande auf Héhe von ca. 90 kDa
auf. Im Wildtyp (A) sind aufderdem noch in der Probe der praparierten Zonae und der
Zonae nach Spermienbehandlung eine Bande von ca. 90 kDa auf. Diese liegt aber
scheinbar nicht auf exakt der gleichen Hohe wie die Bande in der Akrosin behandelten
Probe. In den spermienbehandelten Proben ist die Signalabnahme der oberen Bande
ahnlich wie in Abbildung 29 nicht so deutlich sichtbar. Da ein Effekt auf die Zona pellu-
cida Proteine in den Immundetektionen sichtbar war, wurden auch die Zonae selbst
makroskopisch untersucht (Abbildung 31). Die unbehandelten Zonae unterscheiden
sich in dieser Art der Detektion nicht von denen nach Akrosinbehandlung. In beiden
Proben sind Risse in den Zonae sichtbar. Es ist auch kein Unterschied zwischen den
beiden verwendeten Genotypen sichtbar. Die Behandlung mit Spermien weist im Er-
gebnis auch keinen Unterschied zwischen Wildtyp und Astl-/- auf. Die Spermienbin-
dung bleibt bei beiden erhalten.
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unbehandelte
Zonae

Zonae +
150 nM AKkrosin
1h

Zonae +
10°Spermien/ml
1h

Abbildung 31: Aufnahmen von Zonae nach Behandlung mit Akrosin oder Spermien. Praparierte Zonae
wurden entweder direkt nach Préparation, nach Behandlung mit 3-Akrosin (Sus scrofa) oder murinen Sper-
mien aufgenommen.
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Da trotz der in der Immundetektion sichtbaren Proteolyse die Zonae intakt blieben,

wurde auflerdem untersucht, ob von Akrosin freigesetzte ZP2-Fragmente mit dem

restlichen Protein verbunden bleiben. Dazu wurden die Proben zum Vergleich unter

reduzierenden Bedingungen und unter nicht reduzierenden Bedingungen in der SDS-
PAGE aufgetrennt und geblottet (Abbildung 32). Unreduziert gab es mit dem anti-ZP2
Antikorper M2c.c keine Veranderung der Bande im Vergleich zur nicht behandelten

Kontrolle. Unter reduzierenden Bedingungen verandert sich die Bande wie fiir Abbil-

dung 30 beschrieben.
Wildtyp
(je 15 Zonae)
Q )
&3 &3
<& %Q'l? < & %Q'l? <,
Iy N Q) < N Q)
X % & & X % .8 ¥
§ ¢8O § ¢S &
& &F & & §F &
N 5 g O 5
— W
120 )R-
100 kDa-
80 kDa- . ——
60 kDa- - ——
50 kDa- -— —
40 kDa- — —
30 kDa- e B
20 kDa- LY -
reduzierend nicht

reduzierend

Abbildung 32: Vergleich von reduzierten/nicht reduzierten Zonae nach Spaltung
durch AKrosin. Die Zonae wurden wie unter (2.6.6) beschreiben prapariert und dann
entweder direkt in 3fach Probenpuffer aufgenommen oder zuerst fiir 1 Stunde mit
150 nM B-Akrosin (Sus scrofa) behandelt. Die Proben wurden einmal in Probenpuffer
mit DTT und einmal ohne DTT behandelt. Die Auftrennung erfolgte durch eine 12%ige
SDS-PAGE. Die Proben wurde danach auf eine PVDF-Membran geblottet und mit anti-
ZP2 Antikorper (M2c.2) inkubiert. Detektion erfolgte mit FusionFX und zugehoriger
Software.
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Da die Proteolyse von ZP2 durch Ovastacin die Spermienbindung verhindert und Ak-
rosin im selben Bereich des Proteins schneidet wurde die Auswirkung auf die Spermi-
enbindung getestet. In Abbildung 33 (A) wird deutlich, dass Akrosin die Spermienbin-
dung nicht negativ beeinflusst, da kein sichtbarer Unterschied zur nicht mit Akrosin
behandelten Kontrolle besteht.

.ohne Akrosin

nach-Akrosin

Abbildung 33: Auswirkung von AKrosin auf die Spermienbindung. (A) Praparierte Zonae
wurden mit 150 nM (-Akrosin (Sus scrofa) fiir 1 h behandelt und fiir 80 min mit 106 murinen
Spermien/ml inkubiert; (B) Praparierte Zonae wurden fiir 1 h ohne -Akrosin (Sus scrofa) in-
kubiert und fiir 80 min mit 106 murinen Spermien/ml inkubiert. Zonae ohne Spermien als
Vergleich in Abbildung 31 gezeigt.

Eine weitere Frage war, ob die Reihenfolge der Behandlung mit Ovastacin und Akrosin
die Prozessierung von Zona pellucida Protein 2 beeinflusst. Hierzu wurden praparierte
Zonae sequenziell mit Ovastacin und Akrosin inkubiert. In Abbildung 34 zeigt sich, dass
Akrosin bereits durch Ovastacin hydrolysiertes Zona pellucida Protein 2 noch weiter
prozessiert. Wie im Vergleich mit der durch Ovastacin behandelten Probe zu sehen ver-
schwinden die Signale um ca. 30 kDa, wenn durch Ovastacin gespaltenes Zona pellucida
Protein 2 mit Akrosin behandelt wird. Auf3erdem ist interessant, dass die Proteolyse
durch Ovastacin nahezu das gleiche 90 kDa grofde Fragment wie Akrosin aus Zona pel-

lucida Protein 2 herstellt.
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Astl /-

120 kDa-
100 kDa-

80 kDa-
60 kDa-
50 kDa-

40 kDa-

30 kDa-

20 kDa-

Abbildung 34: Sequenzielle Behandlung von ZP2 mit Ovastacin und AKkrosin. Zonae wur-

den eine Stunde mit aktiviertem Ovastacin (2.5.2) und danach entweder noch eine Stunde
mit B-Akrosin (Sus scrofa) behandelt oder direkt in 3fach Probenpuffer aufgenommen. Die
Ovastacinkontrolle wurde mit dem Proovastacin-freien Aktivierungsansatz behandelt und

der Akrosinkontrolle wurde der Puffer in dem Akrosin vorlag zugesetzt. Die Proben wurden

durch eine 12%ige SDS-PAGE aufgetrennt und auf eine PVDF-Membran geblottet. Es wurden
beide anti-ZP2 Antikérper (IE-3 und M2c.c) parallel verwendet, um sowohl die 90 kDa Frag-

mente als auch die kleineren Banden im Bereich von 30 kDa sichtbar zu machen. Detektion

erfolgte mit FusionFX und zugehoriger Software.
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3.10. AKkrosin und Ovastacin im Gemisch verzéogern den Abbau der Zona

pellucida

Um die Kooperativitdt von Proovastacin und Akrosin in Bezug auf die Degradationszeit
der Zona pellucida durch a-Chymotrypsin zu testen, wurden die entsprechenden An-
sitze in Astl/- Eizellen gemessen (siehe Abbildung 35). Bereits bei zweistlindiger Inku-
bation mit Proovastacin stieg die Abbauzeit im Vergleich zur Kontrolle an (Median von
1 min auf 15 min). Die Zugabe von 150 nM Akrosin erhdhte die Zeit bis zur Auflésung
der Zonae noch stirker auf 27 min im Median. Beim gleichzeitigen Einsatz von
Proovastacin und Akrosin wurde ein Median von 28,5 min errechnet. Der Unterschied
zwischen Akrosin und dem Gemisch aus Proovastacin und Akrosin ist signifikant.

40 -
p=0,00016
—~ 35 1
k=
§ 30 4 | |
E 21
= 25 _ 1 n=
:fé n=26
< 20 -
15 1
n=19
10 o
5 -
n=26
aEO—
0
Totungsmethode:  Genickbruch Genickbruch Genickbruch Genickbruch
Akrosin: nein nein 150 nM 150 nM
Proovastacin: nein 1uM nein 1puM
Genotyp: Astl/- Astl/- Astl/- Astl/-
Abbildung 35: Auswirkung von Akrosin und Proovastacin auf die Abbauzeit der Zona
pellucida in Astl-/- Eizellen.Die Eizellen wurden nach der Praparation vom Cumulus oophorus
befreit und fiir zwei Stunden mit dem angegebenen Gemisch inkubiert. Der Versuch erfolgte
unter Standardbedingungen. Die Punkte in den Boxplots zeigen die Mediane und die Anzahl
der Einzelversuche, n gibt die Gesamtzahl der verwendeten Eizellen an.
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In Abbildung 36 ist ein dhnlicher Versuchsaufbau mit wildtypischen Eizellen gezeigt.
Ovastacin wurde hier nicht von aufen zugegeben, sondern endogenes Ovastacin
wurde aus den Eizellen durch Stimulation mit Ca%*-lonophor freigesetzt. Der Median
der unbehandelten Probe liegt mit drei Minuten bereits hoher als in der Kontrolle der
Astl/- Eizellen (siehe Abbildung 35) und die Verteilung der einzelnen Messwerte ist
deutlich breiter. Die Zugabe von Akrosin erhoht den Median auf 23 Minuten. Die Be-
handlung mit Ca%*-lonophor steigert diesen nochmal auf 49 Minuten. In der Koinkuba-
tion mit Akrosin und Ca2*-lonophor wurde ein Median von 43 Minuten gemessen. Auch
hier ist der Unterschied zwischen der exklusiven Zugabe von Akrosin und der gleich-

zeitigen Gabe von Akrosin und Ca?*-lonophor signifikant.

60 =
55 o
p <0,00001
50 o
] n=19 %
40 4 n=22
£ 35
g 35
2 30 4
N
5
2 25 4
= 204 n=45
15 1
101 n=20
5 -
0
Akrosin: nein nein 150nM 150 nM
CaZ*-Ionophor: nein 10 min 5 pM nein 10 min 5 uM
Genotyp: wildtyp wildtyp wildtyp wildtyp
Abbildung 36: Auswirkung von Akrosin und endogenem Ovastacin auf die Abbauzeit der
Zona pellucida in wildtypischen Eizellen.Die Eizellen wurden nach der Praparation vom Cu-
mulus oophorus befreit und fiir zwei Stunden mit dem angegebenen Gemisch inkubiert. Der
Versuch erfolgte unter Standardbedingungen. Die Punkte in den Boxplots zeigen die Mediane
und die Anzahl der Einzelversuche, n gibt die Gesamtzahl der verwendeten Eizellen an.
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4. Diskussion

Die im Feld der Saugetier-Reproduktionsbiologie tiber Jahrzehnte gewonnen Daten
stammen aus einer Vielzahl von unterschiedlichen Tierarten. Teilweise standen wirt-
schaftliche Interessen im Vordergrund, etwa im Fall von Forschung an Rindern und
Schweinen. In der Grundlagenforschung werden Tiere mit kiirzeren Generationszeiten
wie Mduse und Ratten bevorzugt, wenn es zum Beispiel darum geht, genetische Modi-
fikationen vorzunehmen. Aufderdem steht aus medizinischer Sicht der Mensch im Zent-
rum des Interesses. In der Summe wurden viele Erkenntnisse in unterschiedlichen Sau-
gerspezies gewonnen, die sich in grof3en Teilen decken, aber manchmal artspezifische
Besonderheiten darstellen, ohne dass dieser Fakt bekannt ware. Da im Rahmen meiner
Doktorarbeit nicht die Moglichkeit bestand, alle bisherigen Ergebnisse im hier verwen-
deten Modellorganismus Maus zu verifizieren, sollen die in der einschlagigen Literatur
verfiigharen Ergebnisse dquivalent abwagend fiir die Auswertung der hier gewonnen
Daten verwendet werden. Dies schliefst die Moglichkeit nicht aus, dass manche Spezi-
fika anderer Organismen in der Maus eventuell nicht existieren. Beispielsweise ist das
Gen, welches das menschliche Zona pellucida Protein 4 kodiert, bei der Maus ein Pseu-
dogen (LEFIEVRE ET AL., 2004).

4.1.Vergleich von Akrosin aus Maus und Schwein

Da aus Griinden der Mengenverfligbarkeit Akrosin aus Sus scrofa anstatt aus der Maus
verwendet wurde, soll hier diskutiert werden, ob die Proteasen funktionell 4quivalent
sind. Im Vergleich der Sequenzen der beiden Akrosine zeigt sich, dass sich die grofdten
Unterschiede nicht im katalytisch aktiven Teil der Proteine, sondern im C-Terminalen
Teil finden (siehe Abbildung 15 und Abbildung 42). Dieser Bereich wird bei der Akti-
vierung von Eber Akrosin entfernt und taucht im aktiven B-Akrosin nicht auf (siehe
PDB ID 1FIZ bzw. TRANTERET AL., 2000). Da der monoklonale Antikérper gegen Akrosin
im Western blot sowohl das murine Akrosin mit ca. 29 kDa als auch das Eber [3-Akrosin
mit 38 kDa (Abbildung 25) erkennt, kann davon ausgegangen werden, dass im murinen
Akrosin ein groferer Teil der variablen, prolinreichen C-Terminalen Region entfernt
wird und der Sequenzunterschied sich dadurch verkleinert. Die katalytische Triade
liegt auch im Akrosin aus Mdusen vor und die umgebenden Aminosauren dhneln sich
ebenso in der Anordnung stark denen des Eber 3-Akrosins. Es gibt im Sequenzver-
gleich keine Hinweise auf einen funktionellen Unterschied der beiden Proteasen.

Ein dhnliches Bild zeigt sich im Vergleich der Eber $-Akrosinstruktur (PDB ID 1FIZ)
mit dem generierten Homologiemodell des Maus 3-Akrosins. Die durch SWISS-MODEL
generierte Struktur weist einen QMEAN von -2,06 auf. Dieser Wert zeigt ein akzeptab-

les Strukturmodell an (0 = perfekt, -4 = schlecht). Auch der Ramachandranplot legt eine
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verldssliche Struktur nahe, da die meisten gemessenen ® und ¥ Winkel des Pep-
tidriickgrats innerhalb der erlaubten Bereiche liegen (Abbildung 41). Die aktiven Zen-
tren beider Strukturmodelle sind topologisch fast deckungsgleich. Auch die Verteilung
der verschieden Oberflacheneigenschaften hat ein dhnliches Muster (Abbildung 16).
Unterschiede zeigen sich eher auf der dem aktiven Zentrum abgewandten ,Riickseite”
der Modelle (Abbildung 40). Hier ragen im murinen Model haufiger hydrophobe Sei-
tenketten nach auf3en. Das kann im Fehlen der leichten Kette begriindet sein, die nicht
mit modelliert wurde. Moglicherweise ist dieser Unterschied aber auch ein Grund fiir
die der Speziesspezifitit, die liber die Bindung an Zuckerreste hergestellt werden
konnte. Unterschiede in der Oberflache von Akrosin kénnen zu einer veranderten Er-
kennung von bestimmten Zuckern fiihren. So kénnte Akrosin aus unterschiedlichen
Arten unterschiedliche Zucker erkennen und damit Speziesspezifitit vermitteln. Ins-
gesamt zeigen sich sowohl in der Sequenz als auch in der modellierten Struktur von
murinem Akrosin im Vergleich zu seinem Gegenstiick dem Schwein keine Griinde, wa-

rum die Proteasefunktion stark voneinander abweichen sollte.

4.2. Aktivierung von Eizellen durch Isofluran

Wie in Abbildung 22 zu sehen ist, wa- A

. . Cl B
ren nach der Tétung von Miusen F
durch Isofluran tberraschender- Fﬁ/j\ )\ Br7(\OH
weise Embryonen im Zweizellsta- F O F
F Br Br

Isofluran ist ein mehrfach fluorierter | Abbildung 37: Strukturformel von Isofluran (A) und
Avertin (B).

dium vorhanden. Das Anasthetikum

und einfach chlorierter Ether aus der

Gruppe der Flurane (siehe Abbildung 37). Es wird von der world health organisation
(WHO) als essentielles Inhalationsnarkotikum (Stand 2015) geftihrt (WHO, 2015). Ein
Hinweis, dass Isofluran fiir das Auftreten von Zweizellembryonen verantwortlich sein
konnte, war die Literatur zu einem strukturahnlichen Narkosemittel namens Avertin
(Tribrommethanol) (KAUFMAN, 1975). Hier wurde eine parthenogenetische Aktivie-
rung von murinen Eizellen in Abhangigkeit des Zeitpunktes der Avertingabe beschrie-
ben (KAUFMAN, 1975). Aufierdem wurde von anderen Autoren eine negative Auswir-
kung von Isofluran auf die makroskopisch bestimmte Eizellqualitit im Vergleich zur
Totung durch zervikale Dislokation gezeigt (ROUSTAN ET AL., 2012).

[sofluran wirkt auf verschiedene Rezeptoren von Neurotransmittern, wie z.B. GABAa-
und Glycin-Rezeptoren (GRASSHOFF & ANTKOWIAK, 2006) und auf bestimmte Kalium- und
Kalziumkanile, wie beispielsweise in Muskelzellen koronarer Arterien von Hunden
(BULJUBASICET AL., 1992). Im Zusammenhang mit der Eizellaktivierung besonders wich-

tig erscheint auch der durch Inositoltriphosphat (IP3) regulierte Kalziumkanal. Dieser
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Kalziumkanal, den Isofluran 6ffnen kann (JOSEPH ET AL., 2014), kommt im glatten Endo-
plasmatischen Retikulum (ER) vor und regelt dort den Kalziumausstrom aus dem ER
ins Cytosol. Dieser Signalweg wird auch in der natiirlichen Aktivierung von Eizellen
angesprochen, nachdem IP3 durch die vom befruchtenden Spermium eingebrachte
Phospholipase Cgeneriert wurde (siehe Einleitung 1.2.2).

Weitere Relevanz erhalten diese Kenntnisse dadurch, dass Isofluran in der Humanme-
dizin als Narkosemittel bei der Gewinnung von Eizellen fiir alle assisted reproductive
techniques (ART) eingesetzt werden kann. Mit nur einer Ausnahme (WILHELM ET AL.,
2002) zeigte sich in den Vergleichsstudien keine besondere, tendenziell negative Aus-
wirkung von Isofluran (BEILIN ET AL., 1999; BEN-SHLOMO ET AL., 1999; HAMMADEH ET AL.,
1999). Isofluran wird hier immer zusammen mit anderen Narkosemitteln verabreicht,
was eine genaue Eingrenzung des Effekts erschwert. Auch zu beachten ist der Zeit-
punkt der Isoflurangabe. In der Humanmedizin werden Eizellen typischerweise vor
dem Eisprung durch Ovar-/Follikelpunktion gewonnen. Wenn ein Zusammenhang der
Wirkmechanismen von Isofluran und Avertin besteht, kann die in Bezug auf die Eizell-
entwicklung frithere Gabe von Isofluran seine Wirkung deutlich verandern. (KAUFMAN,
1975) bestimmte 13 Stunden nach dem Eisprung als Zeitpunkt mit der maximalen Ei-
zellaktivierungsrate von Avertin. Aufierdem wurden in dieser Studie nicht letale Dosen
von Avertin verwendet. Im Gegensatz dazu wurde in den hier durchgefiihrten Versu-
chen mit einer todlichen Menge gearbeitet. In der Humanmedizin wird mit nicht letalen
Dosen gearbeitet, was es wiederum retrospektiv erschwert, den Anteil von Isofluran
am Ergebnis der Studien zu ermitteln.

Im weiteren Entwicklungsverlauf scheint die Isoflurangabe toxisch fiir murine Embry-
onen zu sein. Die direkte Zufiihrung von Isofluran in die Luft der Inkubationskammer
von in vitro kultivierten Embryonen fiihrte zu einer Abnahme der Entwicklungsrate zu
Blastozyten um ca. 30 % (CHETKOWSKI & NASS, 1988). Auch wenn Serum von mit Isoflu-
ran narkotisierten humanen Patienten zu in vitro kultivierten murinen Embryonen ge-
geben wurde, sank die Entwicklungsrate dieser Embryonen (MATTET AL., 1991). In der
gleichen Studie war auch die IVF-Befruchtungsrate in der mit Isofluran betdaubten Pa-

tientengruppe geringer.
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4.3.Eine Eizelle enthilt ca. 1,25 fmol Ovastacin

Um die Verlasslichkeit der erhaltenen Menge von 1,25 fmol Ovastacin pro Eizelle ab-
schatzen zu konnen, wurde der Wert mit anderen Methoden der Mengenermittlung
verglichen. Eine Moglichkeit ist die Messung der ,zinc sparks zugrunde zu legen, die
einen Zink Efflux aus der Eizelle im Verlaufe der Befruchtung beschreiben (KiMET AL.,
2011). Da Ovastacin eine zinkabhdngige Metalloproteinase ist und die ,zinc sparks“ in
Ovastacin defizienten Eizellen ausbleiben (supplements zu TOKUHIRO & DEAN, 2018), ist
es moglich, dass die von den Eizellen ausgestofdene Zinkmenge grofdtenteils aus dem
an Ovastacin gebundenen Zink stammt. Die murinen Eizellen stof3en ca. 20 fmol bei der
Aktivierung aus KiM ET AL., 2010, wovon ca. 1 fmol an der Zona pellucida angereichert
wird (QUEET AL., 2017). Diese Werte geben zumindest denselben Gréf3enordnungsbe-
reich der Ovastacinmenge wieder und stiitzen sich so gegenseitig. Bei den hier angege-
benen Publikationen muss jedoch die Art der Datenerhebung diskutiert werden. Laut
MARET (2015) eignen sich die verwendeten fluoreszierenden Zink-Chelatoren nur be-
dingt dazu, quantitative Aussagen zu treffen, da Zink-Ionen sich in biologischen Syste-
men in einem Gleichgewicht zwischen gebundenem und freiem Zustand bewegen und
der Eingriff der Chelatoren in dieses Gleichgewicht das Ergebnis verfalschen kann. Die
von mir durchgefiihrte Messung ist abhangig davon ob die Menge von Ovastacin pro
Eizelle konstant ist und ob 45 Eizellen dementsprechend ausreichen, um Schwankun-
gen zu mitteln. Da die Quantifizierung auf einem Western blot und nicht zwischen ver-
schiedenen durchgefiihrt wurde sollte die Abweichung durch die Farbung selbst gering
sein.

WESTPHAL (2013) errechnete ca. 1 fmol Ovastacin, basierend auf der Grundannahme,
dass es sich bei 50% des bei der Kortikalreaktion freigesetzten Proteins (100 pg)
(GREEN, 1997) tatsachlich um Ovastacin handelt.

Alle drei verwendeten Schatzmethoden geben einen dhnlichen Ovastacingehalt pro Ei-
zelle an. Die Daten sind niitzlich, um die physiologischen Verhaltnisse von Proteinen

zueinander besser einordnen zu konnen.

4.4. Wirkung von QOvastacin auf die Zona pellucida

Rekombinantes Ovastacin ist in der Lage, das physiologische Substrat ZP2 zu spalten.
Dies demonstrieren die Daten in Abbildung 23 und Abbildung 24, die Versuche mit
Ovastacin-defizienten Eizellen zeigen. In Abbildung 23 verschwindet die ZP2 Bande auf
Hohe von 120 kDa in der Probe mit 1 uM aktiviertem Ovastacin nahezu komplett. In
Abbildung 24 dokumentiert durch die starke Zunahme des Zeitbedarfs (ca. 55 min) fiir
die komplette Degradation der Zona. Dies deckt sich mit den physiologisch sichtbaren
Verhaltnissen wie sie in (KORSCHGEN ET AL., 2017) festgestellt wurden. Interessant ist
die sichtbare Zunahme der Bandenfragmente in der Probe mit nicht aktiviertem
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Proovastacin, die in beiden Kontrollen nicht auftreten. Ein dhnlicher Effekt ist bei der
Degradation der Zona sichtbar. Hier ist in Ansatzen mit Proovastacin eine Zunahme der
fiir die Degradation der Zona notwendigen Zeit sichtbar, die aber deutlich schwacher
als in der Probe mit aktivem Ovastacin ausfillt. Gleichzeitig macht es keinen Unter-
schied, ob das Ca2*-lonophor A23187 eingesetzt wurde oder nicht. Diese Ergebnisse
lassen vermuten, dass aufderhalb der Eizellen ein Agens vorhanden ist, das Proovasta-
cin in seine aktive Form tuberfiihren kann. Theoretisch ist auch eine geringe intrinsi-
sche Aktivitit von Proovastacin denkbar, die durch andere aktivierende Proteasen
wahrend der Expression oder Reinigung von Ovastacin verursacht wurde. Nicht akti-
viertes Proovastacin zeigte im fluoreszenzbasierten Enzymtest nur 1,9 + 1% Aktivitat
im Vergleich zu mit Plasmin aktiviertem Ovastacin (siehe Abbildung 47).

Aus fritheren Studien ist bekannt, dass Ovastacin von verschiedenen Trypsin-ahnli-
chen Serinproteasen aktiviert werden kann (KARMILIN ET AL., 2019). Eine dieser Pro-
teasen ist der tissue type plasminogen activator (tPA). In unbefruchteten Eizellen von
Sus scrofa wurde gezeigt, dass tPA und urokinase type plasminogen activator (uPA) so-
wohl im Bereich des Oolemma als auch in der Zona pellucida vorliegen (COY ET AL.,
2012). Die Enzyme werden nach der Befruchtung freigesetzt. Auch bei Ratten findet
eine Freisetzung von tPA bei der Aktivierung der Eizellen durch Spermien oder ein
CaZ*-Ionophor statt (ZHANG ET AL., 1992). In Mdusen und Ratten wird tPA wahrend der
Eizellreifung hergestellt und ist in der Lage Plasminogen zu aktivieren (HUARTE ET AL.,
1985). Diese Studien legen nahe, dass tPA sowohl innerhalb als auch aufderhalb der
Eizellen vorliegt. Daher war es unerwartet, dass kein Unterschied in der Zunahme der
Zona pellucida Degradationszeit zwischen mit Ca2*-lonophor aktvierten und nicht ak-
tivierten Ovastacin-defizienten Eizellen sichtbar ist. Wie in der Arbeit von KARMILIN ET
AL., (2019) gezeigt wurde, aktiviert tPA in vitro alleine Proovastacin ca. 10 mal schlech-
ter als die Kombination aus Plasminogen und tPA. Die Ausschiittung von tPA wahrend
der Kortikalreaktion hat in den Versuchen keine messbare Auswirkung auf die Ovasta-
cinaktivitat. Eine Begriindung kann die vorhandene Plaminogenmenge im Versuch
sein. Plasminogen wird bei Mausen hormonabhangig im weiblichen Genitaltrakt ange-
reichert (FINLAY ET AL., 1983). In Schweinen und Rindern reichert sich Plasminogen am
Oolemma und in der Zona pellucida an (MONDEJARET AL., 2012). Bei der Praparation der
Eizellen werden geringe Mengen Oviduktfliissigkeit (z.B. im Perivitellinraum und in
der Hyaluronsaurematrix des Cumulus oophorus) und das eventuell an die Zona gebun-
dene Plasminogen verschleppt. Das eroffnet die Moglichkeit, dass die sichtbare Akti-
vierung von rekombinant zugesetzten Proovastacin nicht von der vorhandenen Menge
tPA begrenzt wird, sondern von der Menge Plasminogen die mit Eizellen in den Medi-

entropfen verschleppt wird. Dies gilt fiir den Fall, dass vor der Kortikalreaktion ausrei-
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chend extrazelluldarer tPA vorhanden ist, um alles Plasminogen vollstiandig zu aktivie-
ren. Ware Plasminogen tatsachlich limitierend, so wiirde dies erklaren, warum die
durch Eizellaktivierung zusatzlich freigesetzte tPA Menge zu keiner stirkeren
Zona-Hartung im Vergleich zu den nicht aktivierten Eizellen fiihrt. Ware dies der Fall,
so miusste durch die Hemmung der beteiligten Serinproteasen deren Anteil an der
Zona-Hartung deutlich werden. Dafiir waren jedoch wesentlich spezifischere Hemm-
stoffe als die verwendeten (Pefabloc SC und cOmplete EDTA-free) erforderlich, da
diese zu starke off-target Effekte zeigen und die Messung verfilschen (Daten nicht ge-

zeigt).

4.5. Enthalten samtliche Kortikalgranula Proovastacin?

Im Elektronenmikroskop werden sowohl mit dem anti-Proovastacin Antikérper als
auch mit dem anti-Ovastacin-Propeptid Antikérper Signale im Bereich des Oolemmas
von wildtypischen Eizellen detektiert (Abbildung 19 und Abbildung 20). Die negative
Kontrastierung durch Bleicitrat und Uranylacetat macht auch die Membranen der Zell-
kompartimente sichtbar. Neben mit Goldpartikeln markierten Granula liegen auch un-
markierte Vesikel vor. Dies lasst es moglich erscheinen, dass mehrere Typen von Kor-
tikalgranula existieren, die sich in ihrer Beladung mit Ovastacin unterscheiden. Es wur-
den bereits zwei Arten von kortikalen Granula als ,light“und , dark“beschrieben (Nico-
SIA ET AL., 1977). Inwiefern sich diese Einordnung mit den durch gegen Ovastacin ge-
richteten Antikérpermarkierung deckt, lief3 sich hier nicht abschliefend klaren.

Zwischen den Markierungen durch die unterschiedlichen Antikoper ist in den im
Transmissionselektronenmikroskop gemachten Aufnahmen kein Unterschied in rela-
tiver Position und Haufigkeit der gefarbten Granula erkennbar. KORSCHGEN ET AL. (2017)
haben gezeigt, dass ein Teil des Ovastacins schon aktiv in Eizellen vorliegt. Es findet
sich hier kein Hinweis darauf, dass Proovastacin und seine aktive Form getrennt in un-
terschiedlichen Subpopulationen von Kortikalgranula vorliegen. Fiir eine definitive
Einschatzung ware eine gleichzeitige Markierung mit beiden hier verwendeten Anti-

kérpern sinnvoll.

4.6. Akrosin verlangert die Degradationszeit der Zona pellucida

Die Behandlung durch Akrosin verlangert die notige Zeitspanne fiir die Degradation
der Zona durch a-Chymotrypsin im Vergleich zu unbehandelten Eizellen beider ver-
wendeter Genotypen deutlich (siehe Abbildung 35und Abbildung 36). Allerdings hat
die Behandlung durch Akrosin, sowohl in wildtypischen als auch in Ovastacin-defizi-
enten Eizellen keinen Einfluss auf die maximal durch Ovastacin verursachte Zona pel-

lucida Degradationszeit. Die Hartung der Zona pellucida durch Proteolyse ist eine Fra-
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gestellung fiir sich. Die Zunahme von mechanischer Harte (PAPIETAL., 2010), sowie che-
mischer und proteolytischer Resistenz (GWATKIN, 1964) durch vorausgegangene Pro-
teolyse ist nicht intuitiv erklarbar. Da die Struktur der Zona pellucida noch nicht aufge-
klartist, ist es schwer abzuschatzen, warum die Zeitdauer des Zona-Abbaus sich so we-
nig verandert, wenn zwei unterschiedliche Proteasen gleichzeitig in der Zona pellucida
schneiden. Die Befruchtung ist mit einer Abnahme der Dicke der ZP assoziiert (CHUNG,
1971). Eine mogliche Erklarung findet sich in den oben diskutierten Western blots.
Ovastacin und Akrosin schneiden beide im N-Terminalen Teil von ZP2. Gleichzeitig
bleibt die apparente Molekiilmasse von ZP2 in beiden Fallen gleich. Die sichtbare Frag-
mentierung des N-Terminus scheint fiir die Zunahme der Zona pellucida Abbauzeit aus-
reichend zu sein. Die maximale Abbauzeit ist scheinbar von der Art der Fragmentie-
rung abhangig. Ovastacin erzeugt aus ZP2 vier Hauptfragmente (sichtbar z.B. in Abbil-
dung 23 oder bei BURKART ET AL., 2012), moglicherweise auch nur ein Fragment mit va-
riabler Glykosylierung (siehe FAHRENKAMP ET AL., 2020), im Gegensatz zu Akrosin, wel-
ches Fragmente produziert, die unter den gewahlten Bedingung mit beiden Antikorper
gegen ZP2 nicht sichtbar gemacht werden konnten (siehe Abbildung 34). Falls die Frag-
mentierung dhnlich ablauft wie bei der Zona von Sus scrofa sollten die durch Akrosin
produzierten Fragmente 2-4 kDa grof3 sein (URCH ET AL., 1985b), was stimmig mit der
nicht erfolgten Detektion von grofieren Fragmenten ist. Moglich ist auch, dass Akrosin
innerhalb des Epitops des Antikorpers schneidet und so die Detektion verhindert.
Diese Moglichkeit deckt sich mit der Beobachtung, dass sich die apparente Molekiil-
masse von nicht reduziertem ZP2 durch Inkubation mit $-Akrosin nicht dndert. Hypo-
thetisch ist diese Fragmentierung des N-Terminus fiir die Zunahme der Degradations-
zeit verantwortlich, unabhangig davon welche Protease die Fragmentierung verur-
sacht. Der N-Terminus von ZP2 konnte als Abstandshalter zwischen den einzelnen Fila-
menten der Zona pellucida dienen. Durch die proteolytische Degradation dieses Ab-
standshalters wiirde die Zona pellucida primar kompaktiert, was zur mechanischen
Versteifung flihren konnte. Diese kompaktere Filamentanordnung ware u.U. fiir weite-
ren chemischen oder enzymatischen Abbau weniger zuganglich. Dieser auch von GREEN
(1997) diskutierte Mechanismus wiirde die beobachteten Veranderungen und den
Grund fiir die Unabhédngigkeit von der Protease erkldren. Der Bereich in dem die Pro-
teolyse stattfindet, ware hier wichtiger als die durchfiihrende Protease oder deren
Spaltspezifitat. Die Veranderung der mechanischen Eigenschaften der Zona pellucida
durch Proteolyse wurden von Dr. Julia Floehr (RWTH-Aachen) mittels eines Nano-
indenters (Gerat zur Messung von Eindringtiefe und -kraft, auf Basis der Rasterelekt-
ronenmikroskopie) gemessen. Hier zeigt sich eine Zunahme der Steitheit der Zona pel-
lucida nach Behandlung durch Akrosin und Ovastacin (personliche Mitteilung, unver-
offentlicht).
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4.7.AKkrosin ist ein moglicher in vivo Aktivator des Proovastacins

Aus Abbildung 25 geht hervor, dass Spermien bei der artifiziellen Kapazitation Akrosin
in ihr umgebendes Medium freisetzen. Die beiden starksten Signale liegen auf den Ho-
hen von ca. 55 kDa und 29 kDa. Fiir porcines (BABA ET AL, 1989) und humanes
(SCHLEUNING ET AL., 1976) Akrosin wurde eine Aktivierung mit mehreren Schritten und
moglichen Endstufen nachgewiesen, die von den jeweiligen Bedingungen der Akrosin-
reifung abhdngig ist. Wenn die Aktivierung von murinen Akrosin dhnlich verlduft, kann
vermutet werden, dass die 55 kDa Form Proakrosin darstellt und die 29 kDa Form eine
oder die einzige enzymatisch aktive Variante von murinem Akrosin. Die Berechnung
des Molekulargewichts von Akrosin (UniProt#: P23578) mit ProtParam
(https://web.expasy.org/protparam/) ergab 47 kDa (ohne die beiden beschriebenen
Glykosylierungen (TRANTERET AL., 2000), was die sichtbare Gréf3e von ca. 55 kDa erkla-
ren wiirde). Die zahlreichen Banden in der Probe der kapazitierten Spermien kénnen
tiber die verschiedenen Zwischenstufen der Akrosinaktivierung erklart werden, vor al-
lem da keine Bande hoher als 55 kDa sichtbar ist, was gegen eine unspezifische Reak-
tion des Antikdpers mit der Probe spricht. Allerdings kommen in Spermien auch an-
dere Serinproteasen vor (z.B. PRSS21; Kawano et al., 2010), die eventuell mit dem An-
tikorper kreuzreagieren konnten. Dies sprache dafiir, dass Spermien Akrosin in ihr um-
gebendes Medium freisetzen.

Die Aktivierungsversuche zeigen deutlich, dass Akrosin in der Lage ist, rekombinantes
Proovastacin in eine enzymatisch aktive Form zu tberfiihren (siehe Abbildung 27). Es
ist auch sichtbar, dass eine zu lange Koinkubation die messbare Ovastacin-Aktivitat
wieder absinken ldsst. Dies spricht fiir eine sukzessiv fortschreitende, limitierte Prote-
olyse von Proovastacin durch Akrosin, die mit der Entfernung des Propeptids von
Proovastacin beginnt, was zur Aktivierung fiihrt, dann aber durch weitere Spaltungen
eine Beschadigung des aktiven Ovastacinproteins bewirkt. Dies bestatigt sich im Im-
munologischen Nachweis (Abbildung 28). Hier wird die spezifische Veranderung
durch die Inkubation mit Akrosin deutlich. Je langer mit Akrosin inkubiert wird, desto
schwacher wird die mit 1 markierte Bande in allen drei Teilabbildungen. Gleichzeitig
ist diese Bande die einzige, die sich mit dem anti-Ovastacin-Propeptid Antikorper an-
farben lasst. Die gemessene Aktivitat wird aber nicht immer starker, sondern nimmt
nach 10 min Aktivierungsdauer wieder ab. Es stellt sich also scheinbar ein Gleichge-
wicht zwischen der Abspaltung des Propetids und der Degradierung der aus KARMILIN
ET AL. (2019) bekannten mit 3 markierten 29 kDa aktiven Ovastacinbande ein. Es wird
also immer mehr des Proovastacins in die aktive Form uberfiihrt, wahrend die aktive
Form durch weiter Proteolyse inaktiviert wird. Das wiirde erklaren, warum es eine Ak-
tivitatsspitze bei 10 min gibt, die gemessene Aktivitat dann aber nur langsam absinkt.

Die mit 2 markierte Bande scheint ein Zwischenprodukt der Aktivierung zu sein. Die *-
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Bande ist sehr wahrscheinlich Akrosin, da sie auch nur in der Coomassie-Farbung auf-
taucht. Fir den physiologischen Kontext stellt sich also die Frage, ob Akrosin und
Proovastacin in vivo in fiir die Aktivierung tauglichen Mengenverhaltnissen und in ei-
nem passenden Zeitintervall zusammen vorliegen.

Wie in Abbildung 29 in der jeweils rechten Auflenspur sichtbar ist, ist der Effekt der
Spermien auf die Degradation der Zona pellucida Proteine immer geringer als bei Ein-
satz von reinem Akrosin. Dieses Ergebnis zeigt sich, obwohl mit einer Spermienkon-
zentration von 10 Spermien/ml die natiirliche Anzahl von Spermien pro Eizelle (bis
zu 10 Spermien CUMMINS & YANAGIMACHI, 1982, MURO ET AL., 2016) um das bis zu 100fa-
che tiberschritten wurde. Daher ist anzunehmen, dass unter physiologischen Umstan-
den nur die Akrosinmenge weniger Spermien eine Eizelle erreicht. Gleichzeitig tiber-
schneidet sich das zeitliche und 6rtliche Vorkommen von Akrosin und Proovastacin, da
Proovastacin direkt nach der Plasmogamie der Eizelle mit dem akrosintragenden Sper-
mium freigesetzt wird. Wie grofs der Anteil des von Akrosin aktivierten Proovastacins

letztendlich ist, ldsst sich aus den hier gewonnen Daten nur anndhernd ableiten.

4.8. Akrosin schwacht die Wirksamkeit von Fetuin-B

Akrosin schneidet Fetuin-B in distinkte Fragmente (siehe Abbildung 26 (A)). Der ver-
wendete anti-Fetuin-B Antikoérper erkennt den C-Terminalen Bereich von Fetuin-B
(FLOEHR, 2011). Daher wird sichtbar, dass der C-Terminus liber die Versuchsdauer suk-
zessive abgebaut wird und so kein Signal mehr feststellbar ist. In der Coomassiefar-
bung ist im Gegensatz dazu auch nach drei Stunden noch ein deutliches Signal sichtbar.
Die Prozessierung verlauft also nicht im ganzen Fetuin-B Protein mit einer Fragmen-
tierung des Proteins in kleine Stiicke, sondern im Bereich der Cystatin 1 und 2 Doma-
nen nur an bestimmten zuganglichen Stellen.

Deutliche Auswirkungen der Proteolyse durch Akrosin erkennt man auch in der nicht
reduzierten Variante der Proteinauftrennung. Zuerst fallt ein methodisches Artefakt
auf. Auf der rechten Seite der fiir eine Stunde mit Akrosin inkubierten Fetuin-B Probe
zieht sich eine vertikale Linie durch die Bahn. Hier ist DTT aus der NEB-Marker Spur
in die Probe diffundiert, wodurch sich das Muster an dieser Stelle der korrespondie-
renden reduzierten Probe angleicht Sichtbar ist dennoch, dass die einstiindige Inkuba-
tion mit Akrosin bewirkt, dass die hochmolekularen Fetuin-B Komplexe verschwinden
und zwei Komplexe, die den Gréf3en von Fetuin-B Dimer und Trimer entsprechen, be-
vorzugt auftreten. Nach einer Inkubation von drei Stunden mit Akrosin sind nur noch
minimale Reste der Polymerisierungsstufen sichtbar. Auch das Signal auf Hohe von ca.
55 kDa ist schwacher geworden. Dafiir tritt das meiste Signal der Coomassiefarbung
nun bei ca. 35 kDa auf und zwar ohne, dass an dieser Stelle Signal mit dem anti-Fetuin-

B Antikorper detektiert wurde. Die Banden bei 35 kDa treten auch schwacher in der
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fiir eine Stunde inkubiert Probe auf, sind aber grofdtenteils durch das DTT-Artefakt
tiberdeckt. Zur besseren Sichtbarkeit habe sind diese Banden in Abbildung 26 mit ei-
nem weifden Stern markiert. Somit scheint die C-Terminale Doméne von Fetuin-B teil-
weise oder ganz vom Protein entfernt worden zu sein. Das restliche Protein wird in
drei Hauptfragmente gespalten. Diese Fragmente sind scheinbar nicht tiber Disulfid-
briicken verbunden, da sie auch in den nicht reduzierten Proben als drei Fragment im
Bereich von 35 kDa auftauchen. Wahrscheinlich stellen diese Fragmente unterschied-
lich weit C-Terminal beschnittene Fetuin-B Subpopulationen dar, da die Summe dieser
drei Fragmente grofder als das Ausgangsprotein ware. Der Verlust des C-Terminalen
Proteinbereichs geht offenbar mit einer Verdanderung in der intermolekularen Kom-
plexbildung einher. Je vollstandiger der Abbau des C-Terminus, desto eher wird das
Monomer begilinstigt. Wo genau Akrosin in Fetuin-B schneidet, kann aus denn vorlie-
gen Daten nicht abgelesen werden.

Die Spaltung durch Akrosin hat Konsequenzen fiir die inhibitorische Kapazitat von
Fetuin-B. Wahrend die Kontrollen, die fiir die gleiche Zeit bei 37 °C ohne Akrosin inku-
biert wurden, keine nennenswerte Abweichung vom ICso der frischen Kontrolle zeigen,
verandert sich der ICso der gespaltenen Proben deutlich (siehe Abbildung 26 (B)). Der
ICso nach einstiindiger Inkubation liegt mit 2,7 nM nahezu doppelt so hoch wie in der
nicht behandelten Kontrolle. Mit der fiir drei Stunden inkubierten Probe lasst sich bei
den gewahlten Konzentrationen kein signifikanter ICso bestimmen. Dies deckt sich mit
den bisher erhobenen Daten (GUEVARA ET AL., 2019), da hier auch eine Zunahme des Ki
von Fetuin-B um ca. das 10-fache nach Proteolyse von Fetuin-B durch Flusskrebs-Asta-
cin (archetypische Metalloproteinase der Astacinfamilie) beobachtet wurde. Dies un-
terstreicht, dass die C-Terminale Doméne von Fetuin-B fiir Proteolyse durch beliebige
Proteasen besonders empfindlich zu sein scheint (CUPPARI ET AL., 2019).

Es ist fraglich welcher Faktor fiir die Abnahme der inhibitorischen Kapazitit von
Fetuin-B gegen Ovastacin verantwortlich ist. Méglicherweise hdangt der Polymerisie-
rungszustand mit der Hemmstarke zusammen. Moglich ist auch, dass sowohl die Mul-
timerisierung als auch die Hemmung von Ovastacin Funktionen einer grundsatzlichen
Eigenschaft der C-Terminalen Domédne von Fetuin-B innerhalb des Proteins sind. Die
C-Terminale Domane ist eine sogenannte ,intrinsically disorderd region (CUPPARIET AL.,
2019). Diese zeichnen sich dadurch aus, dass sie keine festgelegte Sekundarstruktur
haben, eine solche aber bei der Bindung an einen Partner ausbilden kénnen (siehe
DYsoN, 2016; OLDFIELD & DUNKER, 2014). Die resultierende Struktur ist vermutlich vom
gebundenen Partner abhingig. Dieser Ubergang von einer ungeordneten zu einer ge-
ordneten Form kann die Grundlage der physiologischen Funktion derartiger Regionen
sein (siehe OLDFIELD & DUNKER, 2014). Dies konnte erklaren, warum fiir Fetuin-B auch
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Funktionen abseits der Befruchtungsphysiologie vermutet werden. Assoziationsstu-
dien weisen auf mogliche Rollen im Zusammenhang mit Insulinresistenz, koronarer
Herzkrankheit, nicht-alkoholischer-Fettleber und Atherosklerose hin (EL-ASHMAWY &
AHMED, 2019; LIETAL., 2019; QUETAL., 2018; ZHUET AL., 2017). Die beobachteten Effekte
konnen mit einer Verdnderung der Eigenschaften der C-Terminalen Region (CTR) von
Fetuin-B zusammenhéangen. So kdnnte iiber die CTR eine Multimerisierung des Fetuin-
B vermittelt werden, die durch die Empfindlichkeit der CTR fiir proteolytische Spaltung
variieren konnte.

Auch die Abnahme der inhibitorischen Fahigkeiten konnte in den strukturellen Eigen-
schaften der CTR begriindet sein, die mit der N-Terminalen Cystatindomane 1 durch
eine Disulfidbriicke zusatzlich verkniipft ist (CUPPARI ET AL., 2019). Der Verlust dieser
Verbindung erhoht die Freiheitsgrade zwischen den beiden Cystatin-Doméanen. Diese
zusatzliche Beweglichkeit konnte die Hemmwirkung beeinflussen, besonders da der
CPDC-warhead sich im Verbindungstiick zwischen den beiden Cystatin-Domanen be-
findet. Es muss aber auch erwdahnt werden, dass der Verlust der CTR den Kivon Fetuin-
B zwar verzehnfacht, das resultierende Protein aber immer noch ein sehr fest binden-
der Inhibitor ist (personliche Mitteilung Dr. Hagen Korschgen, unveréffentlicht; die

CTR wurde hier posttranslational liber eine eingefligte Furinschnittstelle entfernt).

4.9.Schwankungen in der Signalintensitit der Zona pellucida Proteine

In Abbildung 29 tlibersteigen die gemessenen Signalstarken und damit die Menge des
vorhandenen jeweiligen Proteins teilweise den Wert der Kontrolleizellen. Besonders
deutlich bei der Detektion von ZP1 in den praparierten Zonae von Ovastacin-defizien-
ten Tieren (133 % im Vgl. zur Kontrolle). Eine mogliche Erklarung ist hier die in
WASSARMAN ET AL. (2004) beschriebene Varianz der Zona Starke und damit der Protein-
menge von 4,3- 8,1 uM. Deswegen ist es moglich, dass bei der hier verwendeten relativ
kleinen Anzahl von 15 Zonae/Eizellen pro Probe ein Ausreifder in der Proteinmenge

zustande kommt.

4.10. AKkrosin prozessiert den N-Terminus des Zona pellucida Proteins 2

Die Wechselwirkung der Zona pellucida Proteine mit den gegen sie gerichteten spezifi-
schen Antikérper wird durch die Inkubation der Zonae mit Akrosin stark geschwacht
(siehe Abbildung 29). Auch die Proben in denen Spermien zugefligt wurden zeigen eine
Abnahme der Signale, die aber geringer ausfallt. Akrosin ist also in der Lage alle Zona
pellucida Proteine der Maus zu prozessieren. Auch Spermien verursachen entweder
durch ihr Akrosin oder mit anderen Proteasen einen Abbau der Zona pellucida. Im Wes-
tern blot mit IE3 anti-ZP2 Antikorper (erkennt den N-Terminus; BURKART ET AL., 2012)
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verschwindet das Signal auf Héhe 120 kDa nahezu vollstdndig, was anzeigt, dass Akro-
sin im N-Terminus von ZP2 schneidet und vermutlich das Epitop dieses Antikérpers
zerstort. Wurde der gleiche Versuch mit demM2c.2 anti-ZP2 Antikérper durchgefiihrt
(siehe Abbildung 30) zeigt sich eine Abnahme der Bandengrofie von 120 kDa auf ca. 90
kDa. Die Hydrolyse von ZP2 durch Akrosin ist bei den gewahlten Bedingungen also
nicht vollstandig, sondern fiihrt spezifisch zur Bildung dieses Fragments.

Gleichzeitig zeigt der Vergleich von akrosinbehandelten Proben die entweder redu-
ziert oder nicht reduziert wurden (siehe Abbildung 32), dass die apparente Molekiil-
masse von ZP2 sich nicht andert, wenn die Proben nicht reduziert werden. Daraus wird
deutlich, dass entweder das entstehende Fragment tiber eine Disulfidbriicke mit den
restlichen Proteinen verbunden bleiben oder eine sehr feste Proteintertiarstruktur
vorliegt, die sich nicht durch Erhitzen und Zugabe von SDS lésen lasst. Auch sichtbar
ist, dass der kleine Anteil von bereits vor der Befruchtung prozessiertem ZP2 (KORSCH-
GEN ET AL., 2017), bei nicht reduzierten Proben auch zu keiner Abnahme der erkennba-
ren Molekiilgrofde fithrt. Dies weist ebenso auf eine kovalente oder nicht kovalente
starke Verbindung der durch Ovastacin verursachten Fragmente hin.

Eine weitere Beobachtung ist der Strukturerhalt der durch Akrosin behandelten Zonae
(siehe Abbildung 31). Die erste Annahme der Akrosinfunktion als Trypsin-ahnliche
Protease war die Lyse der die Eizellen umhiillenden Strukturen einschlief3end der Zona
pellucida (STAMBAUGH & BUCKLEY, 1968). In den hier durchgefiihrten Versuchen ist aber
kein Verlust der strukturellen Integritat sichtbar. Auch die Spermienbindung an die
Zona pellucida geht nach der Behandlung durch Akrosin nicht verloren was in Abbil-
dung 33 deutlich sichtbar ist. Daraus lasst sich ableiten, dass die Akrosinschnittstellen
die eventuell innerhalb der Proteinsequenz 51-149 von ZP2 (Maus) liegen, die von
AVELLA ET AL. (2014) als Bindungssequenz fiir Spermien identifiziert wurde, nicht die
Eigenschaft der Spermienbindung ausschalten.

Auch die Vorprozessierung des N-Terminus von ZP2 durch Ovastacin scheint die Pro-
teolyse durch Akrosin nicht zu behindern (siehe Abbildung 34). In diesem Blot wurden
beide Antikoper gegen ZP2 simultan verwendet, um sowohl die N-Terminalen Teil als
auch den C-Terminus von ZP2 gleichzeitig sichtbar zu machen. Die von aktivem Ovasta-
cin freigesetzten Fragmente verschwinden, wenn die Proben zuerst mit aktivem

Ovastacin und dann mit Akrosin behandelt wurden.
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4.11. Funktionelle Beziehung zwischen Ovastacin, Fetuin-B und Akrosin

Aufgrund der hier erhobenen Daten lasst sich ein physiologisch rationales Modell fiir
die Interaktion der drei Proteine Ovastacin, Fetuin-B und Akrosin entziffern. Die Auf-
gabe von Ovastacin ist die Prozessierung des Zona pellucida Proteins 2 (BURKART ET AL.,
2012). Dafiir muss das inaktive Proovastacin zunachst in seine aktive Form Ovastacin
uberfiihrt werden. Hierfiir eignen sich Trypsin-dhnliche Serinproteasen (KARMILIN ET
AL., 2019), die sich - wie Akrosin - dadurch auszeichnen, dass sie Peptidbindungen car-
boxyterminal der basischen Aminosaurereste Arginin und Lysin hydrolysieren kon-
nen. Ovastacin wird in grofen Mengen nach der Plasmogamie der Gameten freigesetzt,
was die Anwesenheit von Akrosin durch die Anwesenheit eines Spermiums bedingt.
Die Hemmung von vor der Befruchtung freigesetztem Ovastacin obliegt Fetuin-B (siehe
STOCKER ET AL., 2014), gleichzeitig darf Fetuin-B die Prozessierung von Zona pellucida
Protein 2 nach der Befruchtung nicht verhindern, da sonst die Anzahl der Nachkom-
men abnimmt (KORSCHGEN ET AL., 2017). Hier kann wiederum Akrosin eingreifen, da

AKkrosin

- Proteolyse

Proteolyse
der CTR

Fetuin-B

A
S . L
Ovastacin

F”lﬂ

[ 165LAIDE159 7p 2 ]

Abbildung 38: Schematische Darstellung des funktionelen Dreiecks. CTR = C-Terminale Region; ZP1-3 Zona pellu-
cida Proteine 1-3
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eine ausreichenden Prozessierung von Fetuin-B durch Akrosin die Wirksamkeit des
Inhibitors herabsetzt. Akrosin ist also in der Lage Proovastacin zu aktivieren und
gleichzeitig den Inhibitor von Ovastacin Fetuin-B in seiner Wirksamkeit einzuschran-
ken. Dieser Eingriff von Akrosin in das Ovastacin-Fetuin-B Gleichgewicht, welches fiir
den Erhalt der Befruchtungsfahigkeit von ovulierten Eizellen essenziell ist (DIETZEL ET

AL., 2013), ist wiederum zeitlich prazise auf das Befruchtungsfenster begrenzt.

4.12. Ausblick

Die hier gewonnenen Daten bieten Anschlusspunkte fiir nachfolgende Forschung. Die
Auswirkung von Isofluran auf die friihzeitige Aktivierung von murinen Eizellen legt
nahe, diese Wirkung von Isofluran in der Humanmedizin weiter zu untersuchen, da die
bisher durchgefiihrten Metastudien Isofluran immer bei gleichzeitiger Gabe von ande-
ren Narkotika getestet wurde.

Die Ergebnisse zeigen, dass die murine Zona pellucida von Akrosin prozessiert wird.
Hier ware es wichtig, die prazisen Schnittstellen in den einzelnen Zona pellucida Pro-
teinen zu detektieren. Eine massenspektroskopische Untersuchung von Akrosin-be-
handelten Zonae konnte hier Aufschluss geben. Auch die mechanischen Parameter der
Zona-Hartung konnen in der Untersuchung mit Rasterkraftmikroskopie aufgeklart
werden.

Um die vorgeschlagene Wechselwirkung zwischen Akrosin und Ovastacin besser zu
verstehen, konnten Akrosin- und Ovastacin-defiziente Tieren daraufhin getestet wer-
den, ob sich die messbare Hartung der Zona pellucida in Abhdngigkeit von den verwen-
deten Genotypenkombinationen der Gameten dndert. Das wiirde auch die Problematik
des artfremden Akrosins umgehen, dass in der vorliegenden Arbeit verwendet wurde.
Die Hartung der Zona pellucida ist ein sehr interessantes Feld, da die Zona die erste
Kontaktflache der beiden Gameten darstellt. Eine Strukturaufklarung von Zona pellu-
cida Protein 2 vor und nach der Prozessierung des N-Terminus durch Ovastacin und/
oder Akrosin kdnnte den Mechanismus der Hartung besser verstandlich machen. Falls
die Hartung gezielt kiinstlich herbeigefiihrt werden kénnte, ware dies ein Angriffs-

punkt fiir eine nicht hormonelle Verhiitungsmethode.
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6. Anhang

6.1. Weitere Daten
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Abbildung 39: Akrosin- und spermienbehandelte Zonae pellucidae nach Imnmundetektion. Die
Zonae wurden wie unter (2.6.6) beschrieben prapariert und dann entweder direkt in 3fach Proben-
puffer aufgenommen, oder fiir 1 Stunde mit 150 nM (-Akrosin (Sus scrofa), bzw. mit 106 murinen
Spermien/ml fiir 1 Stunde inkubiert und dann in 3fach Probenpuffer aufgenommen. Die Auftren-
nung erfolgte durch eine 12%ige SDS-PAGE. Die Proben wurde danach auf eine PVDF-Membran ge-
blottet und mit den jeweiligen Antikoérpern inkubiert. Detektion und Auswertung erfolgten mit Fusi-
onFX Software. Die Prozentangaben unterhalb der Einzelbilder geben das Verhiltnis der Proben zu
den unbehandelten Eizellen an.
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Maus (-Akrosin (Model) Eber (-Akrosin (1fiz)

Abbildung 40: Rundumsicht zu Abbildung 16. Die Sequenz murinen Akrosins aus Abbildung 15 wurde wie in
(2.7.2) beschrieben mit der 1FIZ Struktur von 3-Akrosin modelliert. Gezeigt sind die Van-der-Waals Radien. Blau
gefarbt sind hydrophile Oberflachen, rot hydrophobe. Das aktive Serin ist in Magenta gefarbt, der konservierte As-
partatrest am Grund der Substratbindungstasche ist griin gefarbt. Im Model des Eber Akrosins ist zusatzlich ein p-
Aminobenzamidin-Molekiil im aktiven Zentrum gezeigt und eine Glykosylierung. Die Strukturen wurden von oben
nach unten jeweils um 90° nach links gedreht. Die leichte Kette von Eber (3-Akrosin ist in grau dargestellt. Sie
wurde in Maus-Modell nicht mitmodelliert.
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Abbildung 41: Qualitidtsabschiatzung des murinen -Akrosin Modells. In (A) ist der Ramachandran-
plot-Plot der Aminosduren im (3-Akrosin Model gezeigt, in (B) weitere Parameter.
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Identisch:2608/402(65%), Ahnlich|:295/402(73%), Gaps:11/402(2%)
leichte Kette schwere Kette
Eber-Akrosin: 1 MLPTAVLLVYLAVSVAARDNATCDGPCGLRFROKLESGMRVVGGMSAEPGAWPHMVSLQIF
MLPT +LWVLAVSV A4+DN TCDGPCGLRFRQ ++G R+V G SA+ GAWPWMVSLQIF
Maus-Akrosin: 4 MLPTVAVLYLAVSVVAKDNTTCDGPCGLRFRONSQAGTRIVSGQSAQLGAWPHMVYSLQIF

HM+RRYH CGG LLNSHWVLT. CF MNKKKV DWRL+FGA E+ +G NKPVK P QE

Eber-Akrosin: 61 WHNNRR‘I’HTCGGILLNSHPNLT%T‘CFKNKKKWDWRLIFG.&NEM&‘GSNI{PVI{PPLQE
H
Maus-Akrosin: B84 TSHMNSRRYHACGGS LLNSHWVLTAAHC FDNKKKVYDWRLYFGAQEIEYGRNKPVKEPQQE

R+V++I+IHEKY E NDIAL+KITPPY CG FIGP CLP FKAGPP+ P TC+VTGW

Eber-Akrosin: 121 RFVEEITIHEKYWSGLEINDIALIKITPPYVPCGPFIGPGCLPQFKAGPPRAPQTCWVTGH
Maus-Akrosin: 124 RYVQKIVIHEKYNVWTEGNDIALLKITPPVTCGNFIGPCCLPHFKAGPPQIPHTCYVTGH

GY+KEK PR SP L EARV LIDL+LCNST+WYNGR+ STHNVCAGYP GKIDTCOG

Eber-Akrosin: 181 GYLKEKGPRTSPTLQEARVALIDLELCHNSTRWYNGRIRSTNVCAGYPRGKIDTCQGDSGG
GG
Maus-Akrosin: 184 GYIKEKAPRPSPVLMEARVDLIDLDLCNSTQWYNGRVTSTHNVCAGYPEGKIDTCQGDSGEG

Eber-Akrosin: 241 PLMCRDRAENTRWWGITSWGVGCARAKRPGWYTSTWPY LNWIASKIGSNALOMVQLGTR
PLMCRD ++ FVWVWWGITSWGVGCARAKRPGWYT+TW YL+WIASKIG MAL ++Q TP
Maus-Akrosin: 244 PLMCRDNVDSPRWVWWVGITSHWGVGCARAKRPGWY TATWDY LDWIASKIGPNALHLIQPATP
prolinreiche Region
Eber-Akrosin: 381 PRPSTPAPPV--RPPSVQTPVRPPWYFQRPPGPSQQPGSRPRPPAPPPAPPPPPPPPPPP
P+T P VW PPS +RPPWYFQ P P+ P
Maus-Akrosin: 384 HPPTTRHPMVSFHPPS----LRPPWYFQHLPSRPLYLRPLRPLLHRPSSTQTSSSLMPLL

Eber-Akrosin: 359 PPPPPPPPQQVS----- AKPPQALSFAKRLQQLIEALKGTAF 395
PPP P + + LSFA+RLQ+LIEALK  +
Maus-Akrosin: 36@ SPPTPAQPASFTIATQHMRHRTTLSFARRLQRLIEALKMRTY 481

Abbildung 42: Alignment von Akrosin aus Maus und Schwein. Es wurden die gesamten Sequenzen von
murinem Akrosin und Akrosin aus Sus scrofa alignt. Rot eingerahmt sind die AS der katalytischen Triade, griin
das Aspartat am Grund der Substratbindungstasche. UniProt# murin: P23578; Schwein: P08001
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Abbildung 43: Eichgerade der Ovastacinmenge aus
Abbildung 18. Das mit der FusionFX Software gemes-
sene Signalvolumen (siehe Tabelle 18) der Immunode-
tektion, wurde gegen die verwendete Ovastacinmenge
aufgetragen und die lineare Regression ermittelt. Die
Gleichung der ermittelten Regressionsgeraden ist neben
dem Graphen angegeben.
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Abbildung 44: Einzelabbildungen des Composites aus Abb. 25. A entspricht der Coomassiefarbung (griin);
B entspricht der Farbung mit dem gegen Fetuin-B gerichteten AK. Die Methodenbeschreibung kann Abb. 25

entnommen werden.
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Abbildung 45: Substratumsitze der Hemmkinetik von akrosinbehandeltem Fetuin-B. Methode in 2.5 beschrie-

ben. Werte aus Abbildung 26 (B) als Balkendiagram.
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dung 26 (B).

_g . hach3h . nach1h
Akrosinbehandlung Akrosinbehandlung
Parameter Value Std. Error Parameter Value Std. Error
Y Range 21,2432 49335 Y Range 111,9269 7,0089
IC 50 1,11120e-009 3,44720e-009  IC 50 2,70755e-009 3,40632e-010
Slope factor 9,5868 229.6548 Slope factor 2,165 00,3077
Background 76,0290 3,4885 Background -10,2791 65,3270
- Konirolle . Kontrolle
nach3h mach1h
Parameter Value Std. Error Parameler Value Std. Error
Y Range 99,1589 51256 Y Range 92,4331 21012
IC 50 1,82779e-009 2,27437e-010 IC 50 1,29814e-009 B,53258e-011
Slope factor 19270 0,3025 Slope factor 19970 02534
Background -1,2833 46509 Background 0,1932 1,6143
Kontrolle
frisch
Parameter Value Std. Error
¥ Range 94,6550 2,7636
IC 50 1,52477e-009  1,16502e-010
Slope factor 2,1646 02851
Background 1,7455 24542

Abbildung 46: Messdaten der ICso Bestimmung von Fetuin-B. Zusétzliche Daten zu Abbil-
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Abbildung 47: Vergleich der Aktivitit von Ovastacin vor und nach Aktivierung. Akti-
vierung und Messung sind unter 2.5 beschrieben.
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6.2.DNS-, Proteinsequenzen und Plasmidkarten

1 ATGGGTATCATGGGPJ—KGCCTGTGGCCTTGG
1M ¢ T M G S L W P W
6l AGCATGGGAGCACCCTCAGCHTCCAGATGT
212 s M G A P S A S R C
121 GGCTTCACTCCTGAGGGAAGCCCGGTATTT
41 6 ¥ T P E G S P V F
181 GGGCTCATCTCAGAGGAGACCCCAGAAAGC
el ¢ L I S E E T P E 3
241 CCAAGCCCTTTCCGATTGTTGTCAGTGACC
81 p s P F R L L S5 V T
301 TTTGTGGAGATCCCCTTCCTGCTTTCCAGA
101 ¢ v E I P F L L S R
361 ATGGATGCCTTTGCTGAGTTTGAACGTTTC
1272 Mm D A F A E F E R F
421 CAGAGAGACTTTGTTTCCATTCTTCCTATG
141 ¢ R D F Vv S I L P M
481 GGAGGGATGCAGGTGGTGTCCTTGGCACCC
16l G G M Q V S P
541 CTACATGAGCTCATGCACGTACTTGGCTTC
181 L. H E L M H L F
601 CGCTACATCCAAGTCAACTGGAACGAGATC
200 R Y I O V N W N E T
661 TCACGGAGTACCAATATGTTAGTTCCCTAT
221 s R 5 T N M L V P
721 TTTGCCTTCAGCTGGCGTGGGCAGCCCACC
241 F A F S W R G O P T
781 ATTGGCCAGCGATGGAACCTGAGTACCTCA
261 T G O R W N L S T 3
841 TGCAGCCGGAGTGTCCCTGACTCCCACGGG
281 C =5 S v
901 AGCCTCACCCCTGCCTCTATATCACGTCTZ—‘:
301
961 TCTGGAAGCTCTGCCCCTAGTGGCTCCAGG
321
1021 AACAGCCAGCAAGGATGGGAGCATCCTCCT
341
1081 AGACCACCTCAGATGCTAGCCGATGCTTCA
361
1141 TTGTCTCTAGAGCAGTTCCAGCTAGCCCAG
381
1201 GAAGCCAGAGACAAGCCAGCACCTATCCAA
401
126l GGAGGCTGTGCACCTGGAAGTCACATTAGA
421
1321 CCGCAGTTCGAARAN
441 P O F E K

ATATTAACTATGCTCTCCTTGCTAGGTTTG
I L T M L S L G L
TCTGGAGTCTGCAGTACCAGTGTTCCAGAA
S G V ¢ S T S V P E
CAGGACAAGGACATCCCCGCAATTAACCAA
O D K D I P A I N O
AGCTTCCTGGTAGAAGGGGACATTATCCGG
s F L V E G D I I R
AATAATAAATGGCCCAAGGGCGTTGGTGGC

N N K W P K G
AAGTATGATGAACTCAGCCGCCGGGTCATT
K ¥ D E L S R R V I
ACATGCATCCGGTTTGTTGCCTACCATGGT
T ¢ I R F V A Y H G
GCGGGGTGTTTCTCTGGTGTGGGACGCAGT
A G C F S G V G R S
ACTTGTCTCCGGAAGGGCCGAGGCATTGTC

T C L R G R G
TGGCATGAGCATTCACGGGCAGATCGGGAC
W H E H R A D R D
CTCCCGGGCTTTGAAATCAACTTCATCAAG
L P G F E I N F I K
GACTACTCATCTGTGATGCATTATGGGAGA
D Y S S V M H Y G R
ATCATACCACTCTGGACCTCCAGTGTTCAC
I I P L W T S S8 V H
GATATCACCCGGGTCTGCAGGCTGTATAAC
D I T R V C R L Y N
AGAGGGTTTGAGGCCCAGAGTGATGGAAGC

CAAAGACTTCTCGAGGCACTGTCAGAGGAA
ACTGGAGGCCAGAGTATTGCCGGGCTTGGT
CAGAGCACATTCAGTGTGGGAGCCTTGGCA
AAATCGGGGCCTGGAGCAGGTGCAGACAGC
GCCCCCACTGTACCTCTTGCTCTATTTCCA
GATGCCTTTGAGAGGCTAGCTCCACTTCCA

GAGGTGCCCAGAGACAGATCTTGGAGCCAC
R & W S5 H

Abbildung 48: DNS- und Proteinsequenz des murinen Ovastacinkonstruktes. Signalpetid; Propeptid;

katalytische Domaéne; ; Strep-tag
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————f1_origin
A AmpR_promater

Xhol(5286) -

—~Amp(R)

Insert (1209 bp) -

Spel(4083) —

PH_promter ~

~~pBR322_origin

gent——

Sequence name | optimized for
FB_WT 4/ Spodoptera frugiperda

ORF Protected sites Protected areas Motifs to avoid
13-1203 [ATG..TAA] 1-6 Spel [ACTAGT] 7-12 [GCCACC] Spel [ACTAGT]
301-306 Pmll [CACGTG] PmII [CACGTG]

808-813 Sful [TTCGAA] Sful [TTCGAA]
BstBI [TTCGAA]

808-813 BsiBI [TTCGAA]

1177-1182 Afel [AGCGCT] QLQUI |[[Aé3TC¢%cA2]
1204-1209 Xhol [CTCGAG)] EcoRI [GAATTC]
Sall [GTCGAC]

BamHI [GGATCC]
Hini Il [AAGCTT]

M s L L R L L V¥V L € T L A A ¢ ¢ n a rn H
s P P A P P L P Q@ R P L S P L H P L 6 C N D s
76. TCCCCCCCTGCTCCTCCACTGCCTCAACGTCCTCTGTCCCCTCTGCACCCCCTGGGTTGCAACGACTCT
E Vv L A Vv A 6 F A L Q@ N I N R D Q K D 6 Y M L
139, GAGGTGCTGGCTGTGECTGGCTTCGCTCTGCAGAACATCAACCGTGACCAAAAGGACGGTTACATGCTG
s L N R V H D V R E H Y Q@ E D M & s L F Y L T
208. TCCCTGAACCGTGTGCACGACGTGCECGAGCACTACCAAGAGGACATGEGTTCCCTGTTCTACCTGACE
L b v L E T D ¢ H ¥ L s R K A Q@ K D € K P R M
277. CTGGACGTGCTGGAAACCGACTGCCACGTGCTGTCCCGCAAGGCTCAGAAGGACTGCAAGCCCCGTATG
F Y E S v Y G Q E——;__A M F H I N K P R R v L Y
346. TTCTACGAGTCCGTGTACGGCCAGTGCAAGGCTATGTTCCACATCAACAAGCCTCGTCGTGTGCTGTAC
L P A Y N € T L R P V S K R K T H T T ¢ P D ¢
415. CTGCCCGCTTACAACTGCACCCTGCETCCCGTGTCCAAGCGCAAGACCCACACCACTTGCCCCGACTGE
P S P I D L S N P S A L E A A T E S L A K F N
484, CCTTCCCCTATCGACCTGTCCAACCCCTCCGCTCTGGAAGCTGCTACCGAGTCCCTEGCTAAGTTCAAC
s kK S P S K K Y E L V K VvV T K A M N Q W ¥V s 6
553. TCCAAGTCCCCATCCAAGAAGTACGAGCTGGTCAAAGTGACCAAGGCCATGAACCAGTGGGTGTCCGGT
P A Y Y Vv E Y L I K E A P € T K S Q A S ¢ s L
622. CCCGCTTACTACGTCGAGTACCTGATCAAGGAAGCTCCCTGTACCAAGTCCCAGGCTTCCTGCTCCCTG
Q H S D S E P v G I C Q G S T v Q S 5 L R H v
691, CABCACTCCGACTCCGAGCCTGTCGETATCTGCCAGGGTTCCACCGTGCAGTCCTCCCTGCGTCACGTC
P L I Q P VvV E K S VvV T Vv T ¢ E F EEs o A @ vV
768. CCACTGATCCAGCCCGTCGAGAAGTCCETGACCGTGACCTGCGAGTT CMMCIGIIAIAGCCAGGCTCAGGTG
P 6 Db E N P A V T Q@ 6 P Q K L P Q K N T A P T
8290, CCCGGCGACGAGAACCCTGCTGTGACTCAGGGTCCCCAGAAGCTGCCCCAGAAGAACACCGCTCCTACT
s s P S v T A P R 6 S I Q H L P E L D D E K P
898, TCCAGCCCTTCCGTCACTGCTCCCCETGGTTCCATCCAGCACTTGCCCEAGCTGGACGACGAGAAGCCC
E E S K 66 6 s P E E A F P V Q@ L D L T T N P Q
967. GAGGAATCCAAGGGCGGTTCCCCCGAAGAGGCTTTCCCTGTGCAGCTGEACCTGACCACCAACCETCAG
€6 p T L Db V S F L Y L E P 6 D K K L ¥V VvV L P F
1036. GGCGATACTCTGGACGTGTCCTTCCTGTACCTGGAACCTGGCGACAAGAAGCTGGTCGTCCTECCATTC
P 6 K E 0 R S A E € P & P E K E N N P L ¥V L P
1105. CCCGGCAAGGAACAGCGTTCCGCTGAGTGCCCTGGTCCCGAGAAGGAAAACAACCCCCTGGTCCTGECCC
P S A H H H H H H =
1174. CCCAGCGCTCATCATCACCACCACCACTAACTCGAG

Abbildung 49: Plasmidkarte und Nucleotid- bzw. Aminosaure -Sequenz von FB_WT_4. Wunschgen FB_WT_4
wurde auf Auftrag von der Firma Life Technologies in die multiple Klonierungsstelle des Vektors pFastBac1 ein-
kloniert. Die flankierenden Restriktionsschnittstellen sind Spel und Xhol. Die DNA-Sequenz wurde mit dem Pro-
gramm GeneOptimizer auf der Platform GeneArt™ Gen Synthesis von Life Technologies fiir die Expression in Spo-
doptera frugiperda optimiert. Die Nukleotide 7-12 bilden die sogenannte Kozak-Sequenz. Gelb hinterlegte Berei-
che in der Sequenz markieren die ersten Haarnadelstrukturen der jeweiligen Cystatin-dhnlichen Doméne. C-Ter-
minal ist dem Protein ein 6 x His-tag angefiigt
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pFastBac™1
4775 bp

Abbildung 50: Vektorkarte von pFastBack™1 der Firma Life Technologies. Der Vektor
enthilt folgende Komponente: f1 ori - Replikationsstartpunkt 2-457 bp, Ampicillinresistenz-
gen 5889-1449 bp, Tn7R - rechte Transposonerkennungsregion 2511-2735 bp, Gentamicinre-
sistenzgen 2802-3335 bp, PPH- Polyhedrin-Promoter 3904-4032 bp, multiple Klonierungs-
stelle mit aufgelisteten Restriktionsschnittstellen 4037-4142 bp und Tn7L - linke Transpo-
sonerkennungsregion 4429-4594 bp. Insgesamt besteht der pFastBac1-Vektor aus 4775 bp.

6.3. Proteinparameter

Tabelle 19: Proteinparameter der verwendeten Proteine. Werte wurden mit ProtParam (https://web.ex-
pasy.org/protparam/) bestimmt. Extinktionskoeffizient (€280nm) unter der Annahme, dass alle Cys als Cystine vor-

liegen.
Parameter | rekombinantes murines gereinigtes B-Akrosin | rekombinantes murines
Fetuin-B (Sus Scrofa) Ovastacin
Lange (AS) 378 322 425
Gewicht 41,8 kDa (ca. 55 kDa im re- 35,7 kDa 46,5 kDa
duzierenden SDS-Gel)
£280nm 2413 80160 54930

[1/(M*cm)]
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Anhang

6.4.Verwendete Proteinmarker

A

kDa

220 |=—

120 -

100 | S
80 | e—
60 o ——
50 | e—
40 | w—
30 [ e—
20 |-

XP-Marker

kDa
200 — | w—
150 — |

100 —
85 — | —

70 —

50 — | —-—

4D — | —

30—

25 — | -

20—

15 — | —

10 — | S

NEB-Marker

Abbildung 51: Verwendete Marker.(A) MagicMark™ XP Western
Protein Standard (#LC5602 Thermo Fisher Scientific Inc., USA-
Waltham); (B) Unstained Protein Standard, Broad Range
(#P7717 New England Biolabs GmbH, D-Frankfurt)
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6.5.Verwendete Abkiirzungen

Tabelle 20: Liste der verwendeten Abkiirzungen.

Anhang

a
ACR
AK
APS
AS

Astl

BCA
BSA
cov
dest.

DIC

DNS
DTT
FVB
GABA
EDTA
EM
ER
EX

h

hCG
hrp
HTF

ICso

IG

IgG

IP3

IVF

Ki

MMP
Ni-NTA

PAGE

anti

Genname Akrosin

Antikorper
Ammoniumpersulfat
Aminosaure

Astacin like metalloendopepti-
dase; Genname Ovastacin
Bicinchoninsaure

Bovines Serumalbumin
Cumulus Oozyten Verband
destilliert

Differentieller Interferenzkon-
trast

Desoxyribonukleinsdure
Dithiothreitol

Friend virus B
Gamma-Amminobuttersaure
Ethylendiamintetraessigsaure
Emissionswellenlange
Endoplasmatisches Retikulum
Exitationswellenldnge

human

Human chorionic gonadotropin
Meerrettichperoxidase

Human tubal fluid
Inhibitorkonzentration der
halbmaximalen Hemmung
Immunogold

Immunglobulin G
Inositoltriphosphat

In vitro Fertilisation
Dissoziationskonstante des En-
zym/Inhibitor Komplexes
Magermilchpulver
Nickel-Nitriltriessigsdure
Polyacrylamidgelelektropho-
rese

PBS
PCR

pH
PLCC
PMSG

PVA
PVDF
RT

SAS1B
SDS
SLLP1

SNARE

TBS
TEMED

TYH
tPA

uPA

v/v
w/v
w/w
ZP
ZP1
YA

ZP2¢

ZP3
P4
ZHE1

/)

Phosphate buffered saline
Polymarease chain reaction
negativ dekadischer Logarith-
mus der Wasserstoffionen
Phospholipase C zeta

pregnant mare’s serum gonado-
tropin

Polyvinylalkohol
Polyvinylidenfluorid
Raumtemperatur

Signalpeptid

Ovastacin
Natriumdodecylsulfat

Sperm Lysozyme-Like Protein 1
soluble N-ethylmaleimide-sensi-
tive-factor attachment receptor
Tris buffered saline
Tetramethylethylendiamin
Modifizierte Krebs-Ringer Lo6-
sung

tissue(-type) plasminogen acti-
vator
urokinase(-type)
activator

plasminogen

Volumen pro Volumen
Gewicht pro Volumen
Gewicht pro Gewicht

Zona pellucida

Zona pellucida Protein 1
Zona pellucida Protein 2
Prozessiertes Zona pellucida
Protein 2

Zona pellucida Protein 3
Zona pellucida Protein 4
Zebrafish hatching enzyme 1
knockout
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Tabelle 21: Ein und Dreibuchstabencode der 20 kanonischen proteinogen Aminosiauren.

Aminosaure Dreibuchstabencode | Einbuchstabencode
Alanin Ala A
Arginin Arg R
Asparagin Asn N
Asparaginsaure Asp D
Cystein Cys C
Glutamin Gln Q
Glutaminsaure Glu E
Glycin Gly G
Histidin His H
Isoleucin Ile I
Leucin Leu L
Lysin Lys K
Methionin Met M
Phenylalanin Phe F
Prolin Pro P
Serin Ser S
Threonin Thr T
Tryptophan Trp W
Tyrosin Tyr Y
Valin Val \'%
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6.6.Verwendete Einheiten

Tabelle 22: Liste der verwendeten Einheiten.

°C Grad Celsius
i Mikro, 10-6
Da Dalton
f Femto (10-15)
g Gramm
h Stunde
k Kilo, 103
IU International Units
1 Liter
m Milli, 10-3; Meter
M Molaritat
min Minute
mol Mol (6,022 x 1023 Teilchen)
n Nano (10-9)
0])) Optische Dichte
Osm Osmolaritat
Piko (10-12)
S Sekunde
\Y Volt
Xg Vielfaches der Erdbeschleunigung [9,81 m/s2]

6.7.Hersteller- / Firmenverzeichnis

Tabelle 23: Hersteller mit Kontaktadresse und Internetseite.

Anhang

Hersteller

Kontakt

URL

AppliChem GmbH

Ottoweg 4, 64291 Darmstadt, D

www.applichem.com/home

BioMedical Instuments

Zur Schonen Aussicht 26, 07551 Zollnitz, D

www.biomedical-instruments.de

Bio-Rad Laboratories GmbH

Heidemannstr. 164, 80939 Miinchen, D

www3.bio-rad.com

Biomers.net GmbH

Soflinger Str. 100, 89077 Ulm, D

www.biomers.net

BIOSYNTAN GmbH

Robert-Rossle-Strafde 10, 13125 Berlin, D

www.biosyntan.de

Erithacus Software

Wilmington House, High Street, East Grinstead,
West Sussex RH19 3AU, UK

www.erithacus.com

Dianova GmbH

Warburgstr. 45, 20354 Hamburg, D

www.dianova.com

GE Healthcare Inc.

Oskar-Schlemmer-Str. 11, 80807 Miinchen, D

www.gehealthcare.com

IBA Lifesciences GmbH

Rudolf-Wissell-Str. 28, 37079 Goettingen, D

www.iba-lifesciences.com

Kapa Biosystems, Inc.

200 Ballardvale Street,Wilmington, MA 01887,
UsS

www.kapabiosystems.com

Life Technologies GmbH Frankfurter Str. 129B, 64293 Darmstadt, D www. lifetechnologies.com
Merck KGaA Frankfurter Strafde 250, 64293 Darmstadt, D www.merckmillipore.com
New England Biolabs Briiningstr. 50, 65926 Frankfurt am Main, D www.neb-online.de
Olympus Deutschland Wendenstrafie 14- 18,20097 Hamburg, D www.olympus-lifescience.com/de/
GmbH
PHASE GmbH Bliicherstrafie 2,23564 Liibeck, D www.phase-hl.com
Quanta bio 100 Cummings Center,Beverly, MA 01915, US www.quantabio.com
Roche Diagnostics Internati- Sandhofer Strafle 116, 68305 Mannheim, D www.roche.de
onal AG
Carl Roth GmbH & Co. KG Schoemperlenstr. 3-5, 76185 Karlsruhe, D www.carlroth.com
Sarstedt AG Postfach 1220,51582 Niimbrecht, D www.sarstedt.com
Sigma Aldrich GmbH Eschenstr. 5, 82024 Taufkirchen, D www.sigmaaldrich.com
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