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Einleitung 1

1 Einleitung

Spermien sind hochspezialisierte Zellen, welche fiir die Arterhaltung von entscheidender
Bedeutung sind. Die Funktion einer Samenzelle ist der Transport des minnlichen Erb-
materials zur Eizelle, um durch Befruchtung einer Oozyte die Entwicklung eines neuen
Individuums auszuldsen.

In den letzten Jahren sind wichtige Erkenntnisse iiber die molekularen Mechanismen der
Befruchtung bei Sdugern erzielt worden. Man weill mittlerweile, dass Spermien verschiedene
Reifungsprozesse durchlaufen, bevor sie in der Lage sind, ein Ei zu befruchten. Bedeutsam ist
die Kapazitation, ein komplexer Reifeprozess, der von ejakulierten Spermien im weiblichen
Genitaltrakt durchlaufen wird und eine Serie biochemischer Modifikationen umfasst, die
bisher nur zum Teil verstanden sind. Molekulare Verdnderungen in Kopf und Flagellum einer
Samenzelle fithren wihrend der Kapazitation zu zwei wichtigen Effekten: Zum einen
wechselt das Spermium von progressiver Bewegung zu Hyperaktivitit (DE LAMIRANDE et al.,
1997, BEDFORD, 1998). Unter Hyperaktivitidt versteht man eine Bewegung mit hohem
kraftvollen Amplitudenschlag. Zum anderen bewirkt die Kapazitation Modifikationen der
Spermienoberfliche und dadurch die Fahigkeit zur Akrosomreaktion. Das Resultat beider
Reifungsvorginge ist die Befruchtungsfahigkeit.

Als essentiell fiir die Befruchtungsfahigkeit vieler Sdugerspermien hat sich die Féhigkeit
zur Glykolyse erwiesen. Letztgenannte wird auch mit Kapazitationsereignissen in
Zusammenhang gebracht. Ferner weist die Organisation der Glykolyse in Samenzellen
Besonderheiten gegeniiber der in anderen Zelltypen auf. Laktat oder Fettsduren kénnen von
Spermien oxidiert werden, aber Glukose oder Fruktose nicht vollig ersetzen. WESTHOFF und
KaAMmP lieferten 1997 eine erste Erklarung fiir dieses Phinomen mit der Hypothese, dass die
besondere Aufgabe der Glykolyse darin besteht, ATP in den mitochondrienfreien
Abschnitten, z.B. fiir die GeiBlelbewegung des Spermiums, bereitzustellen.

Im Rahmen dieser Dissertation wurde das letzte, ATP-produzierende Enzym der
Glykolysekette, die Pyruvatkinase (PK), untersucht. Eine umfassende Charakterisierung
dieses Enzyms soll das Verstindnis von Lokalisation, Aufbau und Funktion der Glykolyse in
Sdugerspermien erweitern.

Die Erforschung der Glykolyse in Sdugerspermien ist auch anwendungsrelevant. Die
abnehmende Fertilitit bei Méannern in den hoch entwickelten Industrieldandern (JACOBI, 1999)
ist ein bislang nicht verstandenes Phdnomen. Neue Erkenntnisse zu den funktionellen
Abldaufen und zum Energiestoffwechsel in Sdugerspermien, besonders wihrend der

Spermienreifung und Befruchtung, konnten fiir ein besseres Verstdndnis sorgen. Auf der



2 Einleitung

Grundlage neuen Wissens konnte fordernd und/oder hemmend in die Fortpflanzung
eingegriffen werden, sei es um Unfruchtbarkeit zu behandeln oder neue Methoden zur
Kontrazeption zu entwickeln. Ein weiterer Anwendungsbereich liegt darin, die Konservierung

und Qualititsbewertung von Spermien zu optimieren.

In diesem Kapitel wird zunichst der Weg von Sdugerspermien von der Entstehung bis
hin zur Befruchtung der Oozyte aufgezeigt. AnschlieBend werden die morphologischen und
biochemischen Besonderheiten von Sdugerspermien genauer betrachtet. Neben
spermienspezifischen Zellstrukturen und Proteinen wird das bisherige Wissen zum
Stoffwechsel von Sidugerspermien, und hier besonders zur Glykolyse, vorgestellt. Ein kurzer
Abriss liber das vorhandene Wissen zur somatischen und Spermien-PK soll das Kapitel

beenden.
1.1 Die Entwicklung und Funktion von Siugerspermien

1.1.1 Spermatogenese

Die Entwicklung von reifen Spermien aus Stammzellen, den Spermatogonien, wird als
Spermatogenese bezeichnet. Diese kann in vier Phasen unterteilt werden: der mitotischen
Teilung und Differenzierung der diploiden Spermatogonien (Spermatogoniogenese oder
Spermatozytogenese) folgen meiotische Reifeteilungen, welche iiber primére und sekundire
Spermatozyten zur Bildung von haploiden Spermatiden fithren. In der dritten Phase, der
Spermiogenese, differenzieren sich die runden zu reifen, elongierten Spermatiden. Unter
Spermiation versteht man die Freisetzung der ausdifferenzierten Spermatiden vom
Keimzellepithel in das Lumen eines Hodenkanilchens. Die freigesetzten Keimzellen werden

als Spermien bezeichnet (HOLSTEIN et al., 2003; BERGMANN, 2005).

Grundlage fiir die Spermienentstehung bilden Urkeimzellen im embryonalen Hoden, die
sich zu Spermatogonien entwickeln. Bei den meisten Sdugern (z.B. Mensch, Eber, Bulle)
unterliegen diese undifferenzierten Stammzellen der Spermienbildung von Beginn der
Pubertdt bis zum Lebensende kontinuierlich extensiven Mitoseteilungen. Hierdurch ist die
Entstehung von Spermien bei gleichzeitiger Erhaltung eines Spermatogonien-Pools
gewihrleistet. Die Spermatogonien liegen in der AuBBenzone der Hodenkanilchen in direktem
Kontakt mit der Basallamina der Tubuluswand. Anhand ihrer Lage im basalen Bereich des
Keimepithels, ihrer Morphologie und der Anfarbbarkeit der Zellkerne unterscheidet man
Spermatogonien vom Typ A (,,hell” [,,pale®] und ,,dunkel* [,,dark*]) und Typ B (Abbildung
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1). Spermatogonien vom Typ A sind mitotisch aktiv und besitzen kein Heterochromatin im
Kern. Mitotische Teilungen dieser Zellen fithren {iber die Bildung von Typ A-
Spermatogonien zu einem lebenslangen Stammzellpool fiir die Spermatogenese. Sie fiihren
aber auch zur Bildung von Typ B-Spermatogonien, welche ebenfalls mitotisch aktiv sind,
aber nicht mehr, wie Typ A, als Stammzellen fungieren. Die Entstehung von Typ B-
Spermatogonien stellt also den ersten Schritt in der Keimzellentwicklung dar.
Spermatogonien vom Typ B besitzen reichlich Heterochromatin im Kern. Sie 16sen sich von
der Basallamina des Hodenkanilchens ab, treten in die Meiose ein und liefern nach
Verdopplung des DNA-Gehaltes die primédren Spermatozyten (ABOU-HAILA und TULSIANI,
2000; HOLSTEIN et al., 2003; BERGMANN, 2005).

Die Zellteilungen der Spermatogonien sind gewohnlich unvollstindig, so dass die
resultierenden Zellen liber Cytoplasmabriicken miteinander verbunden sind. Dies fiihrt zu
einem Syncitium der Zellen, die aus einer Ursprungszelle entstanden sind und ermdglicht eine
synchrone Entwicklung der Keimzellen. Die Interzellularbriicken bleiben bei Spermatogonien
und Spermatozyten erhalten und werden erst wihrend der Reifung der Spermatiden aufgelost

(HOLSTEIN et al., 2003).

Primédre Spermatozyten sind die grofliten Keimzellen des Keimepithels und liegen in der
luminal an die Spermatogonien grenzenden Schicht. Die Reduktionsteilung (1. meiotische
Teilung, 1. Reifeteilung) einer primiren Spermatozyte fiihrt zur Bildung von zwei haploiden
sekundiren Spermatozyten. Diese treten kurz darauf in die Aquatorialteilung (2. meiotische
Teilung, 2. Reifeteilung) ein, wodurch die haploiden runden Spermatiden entstehen. Diese
Zellen erfahren dann eine umfangreiche Differenzierung zu reifen elongierten Spermatiden,
die als Spermiogenese bezeichnet wird. Hierbei treten grundlegende strukturelle und
biochemische Verdnderungen ein. In Anbetracht der deutlichen Gestaltinderung der
Spermatiden von rund zu elongiert, sind vier parallel ablaufende Prozesse entscheidend: die
Bildung des Spermienkopfes (Abschnitt 1.2.1), des dem Kern aufgelagerten Akrosoms
(Unterabschnitt 1.2.1.2) und des Flagellums (Abschnitt 1.2.2) sowie die Abschniirung von
tiberfliissigem Cytoplasma als Residualkorper. Die Freisetzung der reifen elongierten
Spermatiden (Spermiation) wird von Sertolizellen gesteuert. Die freigesetzten Keimzellen
sind schlanke, hydrodynamisch geformte Spermien, welche, wie in Abschnitt 1.1.3
beschrieben, aus Kopf, Mittel-, Haupt- und Endstiick bestehen und morphologisch an ihre
Funktion angepasst sind (ABOU-HAILA und TULSIANI, 2000; HOLSTEIN et al., 2003;

BERGMANN, 2005).
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Abbildung 1: Spermatogenese im Hodenkaniilchen
Eigene modifizierte Zusammenstellung basierend auf
CAMPBELL (1997) und http://www.erin.utoronto.ca//~w3

Spermien bio380/Lectsked/Lect06/Sperm2.htm vom 02.01.2003

(haploid) Die sich entwickelnden Zellen im Hodenkandlchen wandern in
luminale Richtung und sind hierbei sozusagen in die
Sertolizellen eingebettet. Erst die reifen Spermatiden werden
von den Sertolizellen geldst und gelangen so als isolierte Zellen

(Spermien) ins Lumen des Hodenkanilchens (Spermiation).

Wihrend der Entwicklung der Spermatogonien zu Spermatiden wandern die Zellen,
threm Entwicklungsgrad entsprechend, in luminale Richtung. Hierbei stehen sie in allen
Stadien mit Sertolizellen, welche die Funktion von Ammenzellen besitzen, in engem Kontakt
(Abbildung 1). Sertolizellen sitzen gleichmdBig zwischen den Keimzellen verteilt und
besitzen eine hoch irreguldre bis sdulenformige Gestalt. Sie erstrecken sich von der
Basallamina bis zum Lumen des Hodenkanédlchens und bilden u.a. die Blut-Hoden-Schranke.
Durch die Verbindung lateraler Fortsdtze der Sertolizellen iiber Tight Junctions wird das
Keimepithel in zwei Kompartimente geteilt, ein basales und ein adluminales. Im basalen
Kompartiment sind die Spermatogonien lokalisiert. Primédre Spermatozyten passieren nach
Eintritt in die Meiose die Sertolizellbarriere und treten in das adluminale Kompartiment ein,
wo sie vom Blut abgegrenzt vorliegen und somit vor Autoimmunreaktionen geschiitzt sind.
Die Sertolizellen besitzen also wichtige Funktionen fiir die Spermatogenese. Neben
mechanischer und ndhrender Unterstiitzung sowie dem Schutz der reifenden Keimzellen iiber

die Blut-Hoden-Schranke und die Kontrolle der Spermatidenfreisetzung, sind sie die einzigen
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Zellen im Keimepithel, die Rezeptoren fiir Testosteron und FSH besitzen und somit

hormonell stimulierbar sind (HOLSTEIN et al., 2003; BERGMANN, 2005).

Wichtig flir die Spermatogenese sind auch die Leydigschen Zellen, welche die Mehrheit
der Zellen im intertubuldren Raum darstellen. Sie treten in Ansammlungen auf, welche
Kapillaren umgeben, und produzieren und sezernieren unter anderem Androgene. Bedeutend
ist beispielsweise das Testosteron, welches aktivierend auf die Initiation, Entwicklung und
Erhaltung der Spermatogenese wirkt (HOLSTEIN et al., 2003). Uber die Sertolizellen kann

dieses Testosteron auf die Keimzellentwicklung einwirken.

In Abbildung 2 ist in schematischer Darstellung ein Schnitt durch Hodengewebe gezeigt.
Die Hodenkanélchen bestehen aus der Lamina propria, einer Wand aus kontraktilen Zellen
und kollagenen Fasern sowie dem davon umgebenden Keimepithel. Im Keimepithel sind die
verschiedenen Stadien der Keimzellentwicklung sowie die Sertolizellen gekennzeichnet.
Zwischen den Hodenkanélchen sind neben den o.g. Leydigschen Zellen, Mikrogefifle,
Nervenfasern, Makrophagen, Fibroblasten, Bindegewebszellen und LymphgefiBe gelegen
(HOLSTEIN et al., 2003).

Lamina propria

Sertolizelle

Leydigsche Zelle
Blutgefal3

Spermatogonium

primére Spermatozyte

sekundére Spermatozyte

Spermatiden
(verschiedene Stadien)

Spermium

Tubuluslumen

Abbildung 2: Schematische Darstellung eines Hodengewebeschnitts
Modifizierte Darstellung basierend auf http://cohen.svt.free.fr/1L/procreation/testicule_et spz. jpg vom
03.11.2006
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1.1.2 Reifung von Siugerspermien im Nebenhoden sowie im weiblichen

Genitaltrakt

Vom Lumen der Hodenkanidlchen gelangen die Spermien in die Nebenhoden
(Epididymes). Sie passieren zundchst das proximale Segment (Caput epididymidis) und
werden im distalen Segment (Cauda epididymidis) bis zur Ejakulation gespeichert. Im
Nebenhoden findet die 1. Reifephase statt. Verdnderungen der Zelloberfliche ermdglichen
verschiedene Zell-Zell-Erkennungsmechanismen (HARAYAMA et al., 2000), insbesondere die,
welche fiir die Bindung der Spermien an die Zona pellucida und an das Ei bedeutsam sind.
Daneben wird eine Agglutination von Spermien mdglich (DACHEUX et al., 1983; FLAHERTY et
al., 1993). Dieses ,,Zusammenkleben“ der Samenzellen kann, ebenso wie die anderen
genannten Zell-Zell-Erkennungsmechanismen, durch Faktoren in den Sekreten des
ménnlichen Fortpflanzungstrakts beeinflusst (vgl. HARAYAMA et al., 2000) und somit
gesteuert werden.

Des Weiteren befreit sich das Spermium in den Nebenhoden von Zellbestandteilen, die
es fiir seine weitere Funktion nicht mehr bendtigt. Wahrend bei der Reifung der Spermatiden
der Hauptanteil des Cytoplasmas als Residualkorper abgeschniirt wird, ist ein kleiner Anteil
an Cytoplasma gewohnlich auch nach der Spermiation noch erhalten. Dieser sitzt bei
Spermien im Hoden und im Caput epididymidis des Nebenhodens als so genannter
Cytoplasmatropfen nahe der proximalen Region des Flagellums, d.h. nahe dem
Verbindungsstiick, und wandert in Richtung des Uberganges zwischen Mittel- und
Hauptstiick, wo er bei Spermien im Cauda epididymidis vorwiegend zu beobachten ist
(TosHIMORI, 2003). Hier kommt es dann meist zur Abschniirung des Cytoplasmatropfens,
wodurch auch Reste des Biosyntheseapparates, z.B. das endoplasmatische Retikulum oder der
Golgi-Apparat, abgestoBen werden (BEDFORD, 1979; JOHNSON, 1995; KAMP und SCHMIDT,
2002). Durch diesen Vorgang wird das Spermium auf die Aufgabe des Erbguttransportes
vorbereitet. Sowohl die giinstigere hydrodynamische Gestalt als auch der Gewichtsverlust
fordern die Féahigkeit zu aktiver Bewegung der Samenzelle, die im Nebenhoden erlangt, aber
noch nicht ausgeiibt, und in Verbindung mit Plasmamembran-Modifikationen (JONES, 1989)
gebracht wird. Es handelt sich hierbei um die so genannte progressive Motilitét, d.h. um eine
schnelle Vorwirtsbewegung mit niedrigem Amplitudenschlag des Flagellums (KAMP und
ScHMIDT, 2002). Spermien, die man aus den Nebenhoden entfernt, bewegen sich aktiv. Im
Nebenhoden selbst werden sie jedoch durch ein leicht saures Sekret der Nebenhodengidnge

gehemmt (SPORNITZ, 1996). Man spricht daher von der Séurestarre des Spermiums.
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Kommt es beim Geschlechtsakt zur Ejakulation, d.h. zur peristaltischen Kontraktion der
glatten Muskulatur von Nebenhodengang, Samenleiter, Samenbldschen und Prostata sowie
des tiefen Beckenbodens, so gelangen die Spermien von den Epididymiden iiber die Samen-
leiter und die Ducti ejaculatorii zur Harnréhre und werden schlieBlich durch diese in der Nihe
des duBeren Gebiarmuttermundes freigesetzt. Im Fortpflanzungstrakt des Mannes werden die
Samenzellen (in Hodensekret) mit den Sekreten von drei akzessorischen Driisen vermischt. Es
handelt sich hierbei um die paarig vorliegenden Samenbléschen, die Vorsteherdriise (Prostata)
und die paarigen bulbourethralen Driisen. Die Sekrete dieser Driisen weisen unterschiedliche
Eigenschaften und Zusammensetzungen auf und dienen sowohl dem Transport und der
Nahrstoffversorgung der Spermien als auch der Neutralisierung des sauren Milieus in
Harnrohre und Vagina (vgl. CAMPBELL, 1997). Daneben sind Effekte verschiedener
Inhaltsstoffe des Seminalplasmas, welches sich aus den Sekreten der Nebenhoden und der
akzessorischen Driisen zusammensetzt, auf die Motilitdt, Kapazitation und Fertilitdt der
Spermatozoen beobachtet worden (MARDEN und WERTHESSEN, 1956; NISHIKAWA, 1975;
DOTT et al., 1979; Tso und LEE, 1980; DE LAMIRANDE et al., 1984; HARAYAMA et al., 2000;
DE JONGE, 2005). So wird die beschriebene Sdurestarre des Spermiums in den Nebenhoden

durch die wéhrend der Ejakulation beigefiigten Sekrete aufgehoben (SPORNITZ, 1996).

Die durch die Sekrete motil gewordenen Spermien sind noch nicht in der Lage an die
Oozyte zu binden, die Akrosomreaktion zu vollziehen und somit in der Folge das Ei zu
befruchten. Sie miissen zuvor im weiblichen Genitaltrakt eine 2. Reifephase, die so genannte
Kapazitation, durchlaufen. Diese findet im Uterus und im Ovidukt statt und umfasst eine
Serie biochemischer und funktioneller Modifikationen der Spermatozoen, die bisher nur zum
Teil verstanden sind. Das wahrscheinliche Resultat dieser Reifungsvorginge ist die
Befruchtungsfahigkeit.

Molekulare Verdnderungen in Kopf und Flagellum einer Samenzelle fithren wéhrend der
Kapazitation zu zwei fundamentalen Effekten: Zum einen wechselt das Spermium von
progressiver Bewegung zu Hyperaktivitit (DE LAMIRANDE et al., 1997; BEDFORD, 1998).
Unter Hyperaktivitit versteht man eine weniger schnelle Bewegung, die aber mit hohem
kraftvollen Amplitudenschlag erfolgt (vgl. SCHMIDT und KAmMP, 2004). NAABY-HANSEN et al.
(2002) sprechen von einer Peitschenschlag (whiplash)-dhnlichen Bewegung des
Spermienschwanzes. Der erhohte Energieumsatz der Spermatozoen nach dieser 2. Reifephase
ist hochstwahrscheinlich auf diese Motilitdtsveranderung zuriickzufiihren. Zum anderen erhélt
das Spermium, wahrscheinlich iiber Modifikationen der Oberfliche, die Fihigkeit zur

Akrosomreaktion.
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Welche molekularen Ereignisse nun aber zu diesem funktionellen Wandel fiihren, ist nur
ansatzweise bekannt. Mit Hilfe von Versuchen in vitro und in vivo an Sdugerspermien wurden
mogliche Kapazitationsfaktoren getestet. Notwendig sind Proteine wie Albumin, die
Energiesubstrate Glukose, Pyruvat oder Laktat sowie die Signalsubstanzen Ca®" und HCO5
(Dow und BAVISTER, 1989; VISCONTI et al., 1995a,b; LECLERC et al., 1996; OSHEROFF et al.,
1999). Albumin ist ein Hauptprotein in den Sekreten des weiblichen Genitaltrakts
(YANAGIMACHI, 1994). Glukose steht sowohl in den Sekreten der akzessorischen Driisen des
ménnlichen Fortpflanzungstraktes als auch im Eileitersekret als Substrat bereit
(YANAGIMACHI, 1994; KAMP und SCHMIDT, 2002).

Zudem konnte gezeigt werden, dass die Kapazitation mit molekularen Modifikationen
und einer Reorganisation der Plasmamembranmolekiile (Proteine, Glykoproteine und
Lipidkomponenten) einhergeht (BEDFORD, 1991; YANAGIMACHI, 1994; FLESCH und
GADELLA, 2000). Eine Oberfldchenadsorption von Seminalplasmaproteinen/-glykoproteinen
durch die ejakulierten Samenzellen wurde auBlerdem beschrieben (YANAGIMACHI, 1994).
Auch die Verminderung des Cholesteringehaltes der Plasmamembran scheint fiir die
Akrosomreaktion unabdingbar (DOW und BAVISTER, 1989; CROSS, 1998) und wird durch das
Albumin im Genitaltrakt des Weibchens begiinstigt (DAVIS, 1976, 1980; DAVIS et al., 1979;
GO und WOLF, 1985; LANGLAIS und ROBERTS, 1985; SUZUKI und YANAGIMACHI, 1989; Dow
und BAVISTER, 1989; YANAGIMACHI, 1994; CRoss, 1998). Albumin vermittelt die
Verminderung des Cholesteringehaltes der Plasmamembran, jedoch nur, wenn Bikarbonat
gleichzeitig zur Verfiigung steht (FLESCH und GADELLA, 2000). Die Umgestaltung der
Plasmamembran der Spermien hat ein verdndertes Barriere- und Signalverhalten zur Folge.
Sie fiihrt zu gesteigerter Fluiditdt und Permeabilitdit der Membran durch den
Cholesterinverlust (YANAGIMACHI, 1994) sowie zu Modifikationen von Ionenkanidlen im
Plasmalemma und so zu einem erhohten transmembranen Flux von Ionen (BEDFORD, 1991;
YANAGIMACHI, 1994) sowie zu einer Verminderung des Membranpotentials (TRAVIS et al.,
2001).

Bei der Signaltransduktion wihrend der Kapazitation sind Ca®*-, HCOs- sowie Zn*'-
Tonen beteiligt, vermutlich auch Na'- und K'-Ionen. Des Weiteren wurde die Beteiligung
reaktiver O,-Spezies, cAMP und Adenylatzyklase sowie von Proteinkinasen und
-phosphatasen beschrieben (vgl. BALDI et al., 1996, 2002; DE LAMIRANDE et al., 1997;
VISCONTI und KOPF, 1998; FLESCH und GADELLA, 2000). Die Signaltransduktionswege,
welche die dufleren Reize in die beobachteten Effekte wihrend der Kapazitation iibersetzen,
sind nur in Ansidtzen bekannt. Jedoch muss hier von einer Vielzahl, teilweise sehr

vielschichtig wirkender Faktoren ausgegangen werden.
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Die Kapazitation fiihrt also zu grundlegenden Modifikationen der Sdugerspermien, deren
Bedeutung wahrscheinlich darin besteht, die Befruchtungsfahigkeit zeitlich und lokal optimal

einzustellen.

1.1.3 Morphologie des reifen Siugerspermiums

Spermien zédhlen zu den kleinsten Korperzellen und koénnen in ihrer Morphologie,
abhingig von der Tierart sehr unterschiedlich sein. In Sdugetieren sind sie jedoch weitgehend
gleich gestaltet, so dass die in Abbildung 3 gezeigte Ultrastruktur eines Eberspermiums
allgemeinere Giiltigkeit besitzt. Wichtige Unterscheidungsmerkmale der Sadugerspermien
verschiedener Spezies sind die Form des Kopfes sowie die Linge des Flagellums (CUMMINS
und WOODALL, 1985; MEISNER et al., 2005).

Sdugerspermien sind lang gestreckte und polar organisierte motile Zellen, die
verschiedene Kompartimente mit unterschiedlichen Funktionen besitzen. Sie bestehen aus
Spermienkopf und -flagellum. Der Spermienkopf enthdlt den haploiden Zellkern mit dem
stark kondensierten Chromatin, welcher fiir die Befruchtung zur Eizelle transportiert werden
muss. Im vorderen Bereich wird der Kern von einer spermienspezifischen Organelle, dem
Akrosom, ummantelt. Dieses wird unterteilt in einen anterioren Bereich (anteriores Akrosom,
akrosomale Kappe) und einen posterioren Bereich (posteriores Akrosom, equatoriales
Segment). Es enthélt lysosomale Enzyme, welche nach Freisetzung die lokale Auflosung und
das Durchdringen der Zona pellucida-Matrix des Eies erleichtern. Akrosomale Matrixproteine
kontrollieren vermutlich u.a. die Verteilung der hydrolytischen Enzyme im Akrosom und
deren Freisetzung bei der Akrosomreaktion (vgl. GUPTA, 2005). Der Zellkern wird direkt
umgeben von einer dichten Schicht, der perinuklearen Substanz (oder perinuklearen Theka),
welche aus der subakrosomalen Substanz im akrosomalen Bereich und der postakrosomalen
Substanz im hinteren (postakrosomalen) Bereich des Kopfes besteht.

Im Ubergangsbereich zwischen Spermienkopf und -flagellum, welcher als
Verbindungsstiick oder Hals bezeichnet wird, befindet sich eine Art Scharnier aus der
Implantationsfossa mit der Basalplatte des Kerns, in die das sog. Capitulum hineinragt
(FAWCETT und PHILLIPS, 1969). Dieses bedeckt die proximale Centriole und Uberreste der
distalen Centriole, aus welcher die Mikrotubuli entstammen, sowie pericentriolare
Komponenten (TOSHIMORI, 2003). Das Gelenk im Spermienhals fiihrt zu einer flexiblen
Verbindung zwischen Kopf und Flagellum.

Das Spermienflagellum wird in Mittel-, Haupt- und Endstiick unterteilt und von einem

Axialfilament (auch Axonem genannt) zentral durchzogen. Dieses weist die typische 9+2-
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Anordnung der Mikrotubuli eukaryotischer Cilien und Geilleln auf. Zwei zentrale einzelne
Mikrotubuli werden demnach peripher von 9 Mikrotubulipaaren umgeben (Abbildung 5). Das
Axonem bildet nun durch den Gleitfilamentmechanismus (vgl. Unterabschnitt 1.2.3.1) die
Grundlage fiir die Bewegung des Spermienschwanzes. Seine Dynein-ATPasen hydrolysieren
ATP zu ADP und anorganischem Phosphat und liefern so freie Energie fiir den
Flagellenschlag.

Das Axonem wird von den spermienspezifischen dicken Filamenten (Unterabschnitt
1.2.2.2) umgeben, die wahrscheinlich u.a. eine Stiitz- und Schutzfunktion besitzen (BALTZ et
al., 1990). Im Mittelstiick des Flagellums wird jedes der 9 Mikrotubulidupletts von einem
dicken Filament begleitet. Im mittleren oder posterioren Hauptstiick von Sdugerspermien wird
nach FAWCETT (1975) die Anzahl der dicken Filamente auf 7 reduziert.

Dem Verbindungsstiick des Spermiums folgt das relativ kurze Mittelstiick des
Flagellums (Mittelstiickldngen verschiedener Sduger in CUMMINS und WOODALL, 1985), wo
alle Mitochondrien vorliegen und die dicken Filamente umhiillen. Im distal folgenden
Hauptstiick fehlt die Mitochondrienhiille. An ihre Stelle riickt eine netzartige Struktur, die
fibrose Scheide (Unterabschnitt 1.2.2.1), welche typisch fiir die Spermien von Siugern
(FOUQUET und KANN, 1994) sowie einiger Reptilien (JAMIESON et al., 1996) ist. Sie besteht
aus zweli lateralen, longitudinalen Sdulen, die {iber zahlreiche transversale Rippen miteinander
verbunden sind (St und OKUNO, 1995). Sie ummantelt die dicken Filamente, stiitzt und liefert
flagellare Flexibilitdt (FAWCETT und PHILLIPS, 1969). Das Hauptstiick verjiingt sich in distaler
Richtung und die fibrése Scheide endet schrig zur Lingsachse des Flagellums (WESTHOFF,
1996). Auch die dicken Filamente laufen allmdhlich aus, so dass im Endstiick des Flagellums
nur noch Reste des Axonems zu finden sind (TOSHIMORI, 2003). Die Mikrotubulidupletts des
Axonems enden auf unterschiedlichen Hohen und liegen im Endstiick scheinbar ungeordnet
vor (WESTHOFF, 1996).

Bei ejakulierten Sdugerspermien ist der Cytoplasmatropfen meist abgeschniirt und das
Cytoplasma somit auf ein Minimum reduziert. Das verbleibende Cytoplasma befindet sich
hauptsédchlich im Mittelstiick (STARCK, 1975) und in einem Cytoplasmasaum im Bereich des
Verbindungsstiickes, welcher als Uberbleibsel des Abschniirungsprozesses anzusehen ist
(BUscH et al., 1991). Nicht selten sind im Ejakulat aber auch Spermien zu beobachten, welche
noch einen Cytoplasmatropfen im Bereich des Mittelstiicks besitzen. Daneben sind auch

abgeschniirte Cytoplasmatropfen zu finden.
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Abbildung 3: Ultrastruktur eines Eberspermiums
In schematischer Darstellung sind folgende fiir Sdugerspermien typische Zellstrukturen gezeigt:

ak, Akrosom; ar, akrosomaler Rand; ax, Axialfilament, Axonem; cyt, Cytoplasma; df, dicke Filamente; fs,
fibrose Scheide; im, Implantationsfossa; mi, Mitochondrien; k, Zellkern; pak, postakrosomale Substanz; pm,
Plasmamembran; sak, subakrosomale Substanz.

1.1.4 Besamung und Befruchtung

Im englischen Sprachgebrauch wird der Begriff ,fertilization” (deutsch: Befruchtung)
verwendet, um die gesamten Interaktionen zwischen Spermium und Ei mit dem Endresultat
der Verschmelzung ihrer Zellkerne zu beschreiben. Der Ausdruck ,,insemination® (deutsch:
Besamung) wird im Englischen nur selten, meist in Zusammenhang mit kiinstlicher
Befruchtung (,.artificial insemination) verwendet. Im deutschen Sprachgebrauch hingegen
wird die ,fertilization* oftmals in zwei Vorginge unterteilt: Der Begriff ,,Besamung®
bezeichnet den Eintritt der Samenzelle in das Ei, der Ausdruck ,,Befruchtung® steht fiir die
Fusion des ménnlichen und weiblichen Gametenkerns unter Bildung der Zygote. Es entsteht
hierdurch eine doppelte Wortbedeutung fiir den Begriff ,Befruchtung®, zum einen als
Ubersetzung aus dem Englischen und zum anderen im deutschen Sprachgebrauch, welcher zu

Verwirrungen fiihren kann. Im Folgenden werden die Begriffe im deutschen Sinne verwendet.
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Das Eindringen eines Spermiums in eine Eizelle wird also als Besamung bezeichnet. Die
erste Barriere fiir das Spermium stellt die viskose Cumulus oophorus-Masse dar, eine Eihiille
aus Follikelzellen und einer interzelluliren Matrix aus sauren Mucopolysacchariden,
Hyaluronsdure und Proteinen. Diese wird vermutlich durch enzymatische Spaltungen
aufgelockert, so dass sie vom Spermium iliberwunden werden kann. Die Herkunft dieser
Enzyme, vermutlich Hydrolasen und eventuell Proteasen, ist nicht geklért. Sie konnten auf der
Spermienoberflidche exponiert sein und so in der direkten Umgebung der Samenzelle wirken.
Die Spermien konnten sie aus der Umgebung an die Spermienoberfliche gebunden haben,
z.B. aus den luminalen Fliissigkeiten des Nebenhodens oder aus der Seminalfliissigkeit.
Andererseits konnten akrosomale Enzyme vom Innern an die Spermienoberfliche gebracht
worden sein. Spontane Akrosomreaktionen nur einiger Spermien, welche den noch intakten

Zellen die Cumulus-Passage erleichtern, wiren ebenfalls moglich (TULSIANI et al., 1998).

Die zweite Hiirde, die das Spermium auf seinem Weg in das Ei iberwinden muss, ist die
Zona pellucida. Sie besteht bei vielen Sdugerarten aus drei Glycoproteinen (ZP1, ZP2 und
ZP3 [WASSARMAN, 1988a] bzw. ZPA, ZPB und ZPC [HARRIS et al., 1994]), die wahrend der
Oogenese synthetisiert und sezerniert werden (WASSARMAN, 1988b) und ein 3-dimensionales
Netzwerk aus nichtkovalent verbundenen Filamenten bilden (WASSARMAN, 1988a). Nach der
Passage der Cumulus oophorus-Masse bindet das akrosomintakte Spermium {iber
Oberflichenrezeptoren artspezifisch an die extrazelluldre Matrix des Eies, wahrscheinlich
primdr an Glycan- bzw. Oligosaccharidanteile des ZP3 (=ZPC) (FLORMAN et al., 1984;
FLORMAN und WASSARMAN, 1985; TULSIANI et al., 1998), was als wichtigster Ausloser der
Akrosomreaktion nachgewiesen wurde (WASSARMAN, 1988a; NAKANO et al., 1996;
TSUBAMOTO et al., 1999). Man spricht von der primidren Spermium-ZP-Bindung, welche der
sekunddren nach der Akrosomreaktion gegeniibersteht. Die primére Bindung ist dadurch
gekennzeichnet, dass das Akrosom noch intakt ist und dass nur Proteine der apikalen
Plasmamembran des Spermienkopfes beteiligt sind (FLESCH und GADELLA, 2000). In
Abschnitt 1.1.2 wurde beschrieben, dass die Kapazitation zur Ermoglichung einer
kontrollierten akrosomalen Exozytose notwendig ist. Ein Grund hierfir konnte in der
Modifikation von primdren ZP-Rezeptoren liegen. Es konnte gezeigt werden, dass die
Bindungsaffinitdt des Spermiums fiir ZP wihrend der Kapazitation stark ansteigt
(YANAGIMACHI, 1994; HARKEMA et al., 1998). Als mogliche primdre ZP-Rezeptoren bzw. als
Teile dieser werden wu.a. ein 95 kDa-Protein  (p95) sowie das Enzym
B1,4-galactosyltransferase der Spermien diskutiert. Des Weiteren wird vermutet, dass kleine

Spermien-assoziierte Proteine, Adhesine, zu einer festeren Bindung an die Zona pellucida
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beitragen und somit bspw. eventuelle Immunreaktionen gegen die Samenzelle unterdriicken
konnten (vgl. FLESCH und GADELLA, 2000).

Die Uberwindung der Zona pellucida wurde schon vor etwa 40 Jahren mit den sauren
Glycohydrolasen im Spermienakrosom in Verbindung gebracht (DE DUVE, 1963). Hiermit war
der Grundstein fiir die Aufkldrung der Akrosomreaktion gelegt. Heute liegt umfangreiche
Literatur zu dieser Thematik vor, die molekularen Vorgidnge bei der Akrosomreaktion sind
jedoch noch immer nicht vollstindig geklirt. Es soll hierzu nur ein kurzer Uberblick gegeben
werden.

Die Akrosomreaktion folgt der Bindung des Spermiums an die Zona pellucida. Hierbei
kommt es zu einer Verschmelzung der Spermienplasmamembran mit der darunter liegenden
duBeren Akrosommembran. Man spricht hierbei oft von multiplen Fensterungen zwischen der
Plasmamembran und der duBleren akrosomalen Membran (YANAGIMACHI, 1994) sowie von
einer folgenden exozytotischen Ausschiittung akrosomaler Enzyme. Bei den Enzymen im
Spermienakrosom handelt es sich um saure Glycohydrolasen, Proteinasen, Esterasen,
Sulfatasen, Phosphatasen und Phospholipasen (vgl. TULSIANI et al., 1998 und GUPTA, 2005),
welche nach Freisetzung zu einer lokalen Auflosung der ZP-Matrix in der unmittelbaren
Umgebung des Spermiums fiithren konnten.

Wie es als Folge der ZP-Bindung zur akrosomalen Exozytose kommt, ist noch nicht
vollstindig aufgeklédrt. Hier sollen nur einige bekannte Aspekte angesprochen werden. Die
primdre Bindung der Spermienoberflichenrezeptoren an das Zona pellucida-Glycoprotein
ZP3 fiihrt vermutlich zur Aggregation (LEYTON und SALING, 1989a; FLESCH und GADELLA,
2000) und Phosphorylierung (LEYTON und SALING, 1989b; BURKS et al., 1995) der
Rezeptoren sowie nachfolgend zu einer Signalkaskade mit dem endgiiltigen Ergebnis der
akrosomalen Exozytose. So kommt es in der Folge der Rezeptoraggregation und
-phosphorylierung zu einem schnellen Anstieg der intrazelluliren Ca”*’-Konzentration
(FLORMAN et al., 1989, 1992; BAILEY und STOREY, 1994; BREWIS et al., 1996). Dieser
Anstieg wird auf entscheidende Verdnderungen im Spermium zuriickgefiihrt: Der
intrazelluldre pH-Wert wird, anscheinend u.a. liber ein Gj-Protein vermittelt (LEE und
STOREY, 1989; FLORMAN et al., 1989, 1992; ZANEVELD et al., 1991; ARNOULT et al., 1996),
erhoht und es kommt zur Depolarisierung der Spermienplasmamembran {iber die Aktivierung
wenig selektiver Kationenkanile. Eine Folge dieser Anderungen ist die Offnung
spannungsabhingiger Ca®-Kanile (FLORMAN, 1994; ARNOULT et al., 1996).

Wie auch bei der Kapazitation spielt das Ca®" eine zentrale Rolle im
Signaltransduktionsgeschehen der Akrosomreaktion. Hier konnte eine Abhingigkeit von

extrazellulirem Ca*" (ADEOYA-OSIGUWA und FRASER, 1993; BALDI et al., 1995) wie auch ein
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erhohter intrazellulidrer Ca®"-Spiegel nach Initiation durch ZP3 (FLORMAN et al., 1989, 1992;
BAILEY und STOREY, 1994; BREWIS et al., 1996) sowie durch Progesteron (THOMAS und
MEIZEL, 1989; BLACKMORE et al., 1990, 1991; BLACKMORE, 1993) gezeigt werden. Das Ca*"
in der Samenzelle aktiviert eine Reihe nachgeschalteter Enzyme [z.B. PLC in
Humanspermien und PLA; (BALDI et al., 1996; DE LAMIRANDE et al., 1997)] und wurde als
notwendig und ausreichend zur Sekretionsinitiation beschrieben (YANAGIMACHI und UsuI,
1974; FLORMAN et al., 1998). Es handelt sich bei der Akrosomreaktion also um einen Ca*'-
abhingigen Signaltransduktionsweg. Nun stellt sich jedoch die Frage, wie es durch die
Bindung von Spermium und Ei zu einer Erhohung des cytosolischen Ca®-Spiegels im
Spermium kommt. Hier miissen offensichtlich sowohl extrazellulédre Ca2+-,,Vorréite“ als auch
eine Ca®"-Speicherung in der Samenzelle in Betracht gezogen werden. Zur Steigerung der
intrazelluliren Konzentration iiber extrazellulires Ca’" muss dieses die Plasmamembran
iberwinden. Hier sind Ionenkandle, deren Durchlassstatus iiber G-Proteine,
Spannungsénderungen iiber der Membran und/oder Ligandenbindung reguliert wird, von
groBer Bedeutung. Die ZP3-Bindung fiihrt vermutlich zum einen, iiber die Aktivierung von
Kationenkanilen, zu einer Membrandepolarisierung und zum anderen zu einer Gi-Protein-
abhiingigen intrazelluliren  Alkalisierung mit der Gesamtfolge der Offnung
spannungsabhingiger T-Typ Ca’*-Kanile (low voltage-activated) (LEE und STOREY, 1989;
FLORMAN et al., 1989, 1992; ZANEVELD et al., 1991; FLORMAN, 1994; ARNOULT et al., 1996).
Bei den ZP3-aktivierten Kationenkanédlen handelt es sich um beschrinkt selektive
Kationenkanile, welche Na" und viele divalente Kationen durchlassen, jedoch undurchlissig
fiir grofBe organische und fiir trivalente Kationen sowie komplett undurchlissig fiir organische
und anorganische Anionen scheinen (FLORMAN, 1994; ARNOULT et al., 1996). Daneben
werden auch Kationenkandle vorgeschlagen, die durch zyklische Nukleotide (WEYAND et al.,
1994), Progesteron (FORESTA et al., 1993b) und extrazellulires ATP (FORESTA et al., 1996)
geoffnet werden konnen und selektiver fiir monovalente Ionen sind (FLORMAN et al., 1998).
Die Abgabe von Ca’" aus intrazelluldren Speichern wird ebenfalls diskutiert. So wird z.B.
eine Freisetzung von Ca”" aus dem Akrosom iiber IP;-Rezeptor-gekoppelte Ca*'-Kanile in
der duBeren akrosomalen Membran vermutet (WALENSKY und SNYDER, 1995). Ferner wurde
das Ca*"-Bindungsprotein Calreticulin im Rattenakrosom nachgewiesen (NAKAMURA et al.,
1993). Neben dem Ca** konnten auch Flisse anderer Ionen iber die
Spermienplasmamembran eine bedeutende Rolle im Signaltransduktionsnetzwerk spielen.
Nachgewiesen sind Fliisse von Na" (ADEOYA-OSIGUWA und FRASER, 1993; FORESTA et al.,
1993b), K* (FRASER und GALLOSTRA-BARRI, 1994), CI" (WISTROM und MEIZEL, 1993;

BLACKMORE et al., 1994; TURNER et al., 1994; MELANDREZ und MEIZEL, 1995), Bikarbonat
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(SAUBER und MEIZEL, 1995) und H (ADEOYA-OSIGUWA und FRASER, 1993; FORESTA et al.,
1993b; FLORMAN et al., 1995). Die Beteiligung von u.a. Na'-Kanilen, Na'/Ca**-Austauschern
und Ca*"-abhingigen K'-Kanilen ist im Gesprich. Die Ionenspezifitit der verschiedenen
Ionenkanaltypen in den Spermienmembranen wie auch die Bewegungsrichtung der Ionen

scheint also sehr wichtig bei der Durchfithrung der Akrosomreaktion zu sein.

Die Regulation der Akrosomreaktion bzw. die Verhinderung spontaner, vorzeitiger
Akrosomreaktionen ist ein immens wichtiges Utensil der Natur, um die Wahrscheinlichkeit
einer Befruchtung zu erhdhen bzw. iiberhaupt zu gewihrleisten. Hierzu sollte man wissen,
dass ein Spermium, welches in einer gewissen Entfernung vom Ei bereits eine
Akrosomreaktion vollzieht, nur eine herabgesetzte Fahigkeit besitzt, die erste Barriere, die
Cumulus oophorus-Matrix, zu iiberwinden sowie an die zweite, die Zona pellucida, zu binden.
Ein Spermium, welches nicht in der Lage ist eine Akrosomreaktion durchzufiihren, wird nicht
iiber die ZP-Barriere gelangen und somit das Ei nicht befruchten kénnen (FLORMAN et al.,
1998). Eine bedeutende Rolle bei der Regulation der AR nimmt wahrscheinlich die
Kapazitation ein. Hier wird das Spermium, wie in Abschnitt 1.1.2 beschrieben, in vielféltiger
Weise modifiziert; es erhilt u.a. die Fahigkeit die Cumulus oophorus-Matrix zu {iberwinden
und an die Zona pellucida zu binden (BALDI et al., 1996). Eine Vorbereitung von
Spermienionenkanélen fiir ihre Funktionen bei der Akrosomreaktion wéhrend bzw. durch die
Kapazitation erscheint moglich (vgl. mégliche Modulationsvorginge fiir spannungsgesteuerte
T-Typ Ca**-Kanile in FLORMAN et al., 1998). Auch ein Niedrighalten des intrazelluldren
Ca”*-Spiegels ist zur Verhinderung einer vorzeitigen Akrosomreaktion vermutlich sehr
wichtig (DRAGILEVA et al., 1999; FENG et al., 2006). Ferner kénnte man von einer Kontrolle
bzw. Beeinflussung des Spermiums und folglich der AR iiber die ,richtige® Umgebung
(Stimuli in Ovidukt- und Follikularfliissigkeiten sowie in der Cumulus-Matrix; ZP3;
extrazellulires Ca®"; etc.) sprechen und als steuernde Faktoren schlieBlich auch die quasi-

vorprogrammierten Signalwege und ihre ,,Cross-talks* ansehen.

Die Akrosomreaktion fiihrt zur Exponierung der inneren akrosomalen Membran. Diese
bildet folglich eine kontinuierliche Membran mit der Plasmamembran und wird somit zu
einem Teil der duleren Barriere der Spermienzelle. Auf diesem Membranabschnitt werden
nun intra-akrosomale Proteine exponiert, welche mit der Zona pellucida interagieren. Es
kommt hierdurch zu einer vermutlich festeren Bindung des akrosomreagierten Spermiums an
die Zona pellucida (und hier wahrscheinlich v.a. an ZP1 [= ZPA]), welche als sekundire

Spermium-ZP-Bindung bezeichnet wird (FLESCH und GADELLA, 2000). Auf welche Art das
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Spermium die Zona pellucida liberwindet, wird kontrovers diskutiert. Die Theorie der lokalen
Auflésung der Zona durch die Enzyme des Akrosoms war lange Zeit unbestritten und wird
selbst heute noch von vielen Autoren als Fakt beschrieben. Die hydrolytische und
proteolytische Aktivitdt der ausgeschiitteten Akrosomenzyme fiihrt hierin, eventuell gepaart
mit der enzymatischen Aktivitit gewisser Spermienrezeptoren der sekundiren ZP-Bindung
(Acrosin, PH-20), zu einer lokalen Verdauung der Zona pellucida, wobei das Spermium nach
und nach durch erneute Wechsel seiner Bindungspartner die ZP itiberwinden koénnte (FLESCH
und GADELLA, 2000). Obwohl gezeigt werden konnte, dass 16sliche Extrakte des Akrosoms
die Zona pellucida verformen sowie manchmal auflosen konnen, dass die Akrosomreaktion
eine Voraussetzung fiir das Durchdringen der Zona darstellt und dass die Befruchtung in der
Anwesenheit von Enzyminhibitoren ausbleibt, stehen dieser Theorie bei Betrachtung der
Placentatiere (Eutheria) allerdings begriindete Zweifel gegeniiber. So zeigte sich z.B., dass die
lokale Ausschiittung von l6slichen akrosomalen Enzymen zu keinem offensichtlichen Effekt
auf der Zona pellucida-Oberflache fiithrt und dass die o.g. Enzyminhibitoren auch die
Akrosomreaktion sowie die Zerstreuung der Akrosommatrix verhindern konnen. Des
Weiteren fiihrt die Akrosomreaktion, neben der Ausschiittung von Enzymen, wie oben
beschrieben, zur Exponierung der inneren akrosomalen Membran, welche die Notwendigkeit
der Akrosomreaktion zum Durchdringen der Zona erkldren konnte. Auch das ungewohnlich
asymmetrische Design des Spermienkopfes bei den Eutheria, kénnte ein Uberwinden der, im
Gegensatz zu den Beuteltieren (Marsupiala) sehr viel Proteolyse-resistenteren, Zona pellucida
mittels mechanischer Kraft begiinstigen. So wird davon gesprochen, dass die Durchdringung
der Zona nicht nur auf eine gerichtete Kraftausiibung, sondern auch auf hebelartige oder
oszillierende Bewegungen des Spermienkopfes zuriickzufiihren ist. Die hyperaktive Motilitét
der kapazitierten Samenzelle scheint ebenfalls notwendig. Daneben bestdrkt die flache, spitz
zulaufende, scharfe Form und die chemische Stabilisierung bzw. Verstirkung des
Spermienkopfes, sowie die ungewohnliche Kristallgitterorganisation, die Festigkeit und
Elastizitdt der inneren akrosomalen Membran die Theorie des mechanischen Vordringens in
den perivitellinen Raum. Mit diesen und weiteren Zweifeln, stellt BEDFORD (1998) die
Akrosomreaktion als allein lytisches Ereignis bei den Placentatieren in Frage, wobei er keinen

Beweis fiir eine absolute Nicht-Beteiligung der Lyse-Enzyme an der AR liefern kann.

Das Spermium, welches sich im perivitellinen Raum, also im Raum zwischen der Zona
pellucida und dem Oolemma, befindet, besitzt nun die Mdglichkeit mit der Plasmamembran
der Oozyte zu interagieren. Bei diesem Vorgang handelt es sich um einen Prozess, welcher

von FLESCH und GADELLA (2000) in drei Abschnitte unterteilt wird. Der Bindung der apikalen
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Spermienspitze an das Oolemma folgen das Wenden der Spermienzelle zu einer
Spermienkopfbindung im equatorialen Bereich mit dem fortwdhrenden hyperaktiven
Schlagmuster des Flagellums und die anschlieBende Spermium-Oolemma-Fusion. Dies fiihrt
zur Aufnahme des Spermienkerns durch die Oozyte. Die folgende Fusion des mannlichen und

weiblichen Zellkerns (Befruchtung) beendet den Reproduktionsprozess.

1.2 Biochemische Besonderheiten von Sdugerspermien

Sdugerspermien weisen eindeutige Gemeinsamkeiten auf, die sie von somatischen Zellen
unterscheiden. Offensichtlich ist dies bei Zellstrukturen, die nur in Spermien zu beobachten
sind (z.B. Akrosom, perinukleare Theka, dicke Filamente und fibrose Scheide). Daneben ist
auch das Auftreten zahlreicher Proteine in spermien-, keimzell- oder testisspezifischer Form
auffillig. Auch fiir viele Stoffwechselenzyme wurden Formen beschrieben, die sich von den
Isoformen in somatischen Zellen unterscheiden. Zudem scheint der Stoffwechsel in
Saugerspermien deutlich kompartimentiert zu sein. So sind Citratzyklus und oxidative
Phosphorylierung durch die ortliche Beschrinkung der Mitochondrien auf das Mittelstiick des
Flagellums nur dort mdglich. Die Glykolyse scheint hingegen im Hauptstiick des Flagellums
an der fibrosen Scheide lokalisiert (STOREY und KAYNE, 1975; WESTHOFF und KAmMP, 1997;
BUNCH et al, 1998; TrAVIS et al., 1998; MORI et al., 1998) und fiir die lokale

Energieversorgung der Dynein-ATPasen wichtig zu sein.
1.2.1 Der Spermienkopf: Triger des Erbmaterials

1.2.1.1  Der Zellkern und die perinukleare Theka

Wihrend der Entwicklung runder Spermatiden zu reifen elongierten Spermatiden (nach
Freisetzung: Spermien) wird das Volumen des Zellkerns deutlich reduziert. Die DNA wird
hierbei so stark gepackt, dass Sdugerspermien die kompakteste DNA in Eukaryoten aufweisen
(WARD und COFFEY, 1991; FUENTES-MASCORRO et al., 2000). Neben dem Auftreten
testisspezifischer Histone (vgl. GUPTA, 2005), wird ein grofer Teil der Histone (ca. 85%) in
den runden Spermatiden durch Ubergangsproteine (,transition proteins“ TP1 und TP2)
ersetzt. Diese wiederum werden in den elongierenden Spermatiden gegen Protamine (P1 und
P2-Familie) ausgetauscht (AOKI und CARRELL, 2003; vgl. OLIVA, 2006), die wihrend der
Spermienreifung im Nebenhoden iiber Disulfidbriicken verbunden werden und somit zu einer
Stabilisierung des Nukleoprotaminkomplexes fithren (BALHORN et al., 1992). Protamine sind
kleine, argininreiche Proteine, die nur postmeiotisch in der Spermatogenese exprimiert
werden (GUPTA, 2005). Sie ermoglichen ein effizienteres Packen der DNA in Spermien im

Vergleich zu somatischer DNA durch Histone (WARD und COFFEY, 1991). So konnen die
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Spermatidenkerne wéhrend der Spermiogenese deutlich verkleinert werden. Vermutlich
sorgen Umklammerungskréfte spdter flir die artspezifische hydrodynamische Form des
Zellkerns (Unterabschnitt 1.2.1.2). Weitere Funktionen der Protamine wurden von OLIVA und
DIxON (1991) vorgeschlagen. So konnten sie z.B. dem Schutz des genetischen Materials vor
Nukleasen oder Mutagenen und/oder der DNA-Reparatur wihrend oder nach dem Austausch
von Histonen dienen. Eine korrekte Kondensation des Chromatins ist essentiell fiir eine
normale Spermatogenese und fiir die Fruchtbarkeit der entstehenden Spermien (vgl.
TOSHIMORI, 2003). Nach der Besamung wird der Spermienkern wieder auf den Zellkern einer
somatischen Zelle ,,umprogrammiert® (MCLAY und CLARKE, 2003). Hierbei wird das
Chromatin dekondensiert, spermienspezifische Protamine durch Histone der Oozyte ersetzt
und das Chromatin in Nukleosomen gepackt.

Der Spermienkern wird von einem spermienspezifischen extranuklearen und
elektronendichten Cytoskelettelement, der perinuklearen Theka, umgeben. Sie liegt im
akrosomalen Bereich zwischen der Kernhiille und der inneren akrosomalen Membran
(subakrosomale Substanz) und im postakrosomalen Bereich zwischen Kernhiille und
Plasmamembran (postakrosomale Substanz oder Calyx). Die postakrosomale Substanz wird
unterteilt in eine innere, der Kernhiille aufliegende (,,postacrosomal layer®) und eine duflere
Schicht (,,postacrosomal sheath®), die {iber eine parakristalline Struktur (,,paracrystalline
sheet®) fest mit der Plasmamembran verbunden ist (LONGO et al., 1987). Wéhrend sich die
subakrosomale Substanz gleichzeitig zum Akrosom in runden und elongierenden Spermatiden
entwickelt, bildet sich das postakrosomale Cytoskelett erst in den spiten Spermatiden
(FOUQUET und KANN, 1994), wenn die Manschette (voriibergehend auftretendes
Cytoskelettelement in der Spermiogenese, Unterabschnitt 1.2.1.2) nach caudal wandert
(MuiicA et al., 2003; TovICH et al., 2004). Es gibt Hinweise darauf, dass an der Manschette
Proteine flir die postakrosomale Substanz transportiert werden (TOVICH et al., 2004). Die
perinukleare Theka ist resistent gegen Extraktion mittels nicht-denaturierenden Detergenzien
und hohen Salzkonzentrationen (LONGO et al., 1987). Einige Proteine der perinuklearen
Theka wurden identifiziert [z.B. F-Aktin v.a. in Spermatiden sowie G-Aktin in spéten
Spermatiden und Spermien, Calicin, Cylicin I und II, Alkali soluble PT proteins, Multiple
band polypeptides (MBPs), Thekine, Calmodulin, Spectrin (vgl. FOUQUET und KANN, 1994;
Oko, 1998; MuJicA et al., 2003) und somatische Histone (TOvICH und OKO, 2003)]. Diese
Cytoskelettproteine der perinuklearen Theka unterscheiden sich oft biochemisch von

Cytoskelettproteinen somatischer Zellen (TOSHIMORI, 2003; MUJICA et al., 2003).
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1.2.1.2  Das Akrosom und die Kopfform

Das Akrosom ist eine besondere Organelle, die den stark kondensierten Zellkern im
vorderen Bereich ummantelt und mit vielen, zum Teil spermienspezifischen Enzymen und
anderen Proteinen gefiillt ist. Ausgeldst durch Faktoren der Oozyte wird der Inhalt des
Akrosoms ausgeschiittet. Die freigesetzten lysosomalen Enzyme unterstiitzen dann das
Durchdringen der Eihiille, wodurch die Befruchtung ermoglicht wird. Andere Molekiile des
Akrosoms sind bei der Interaktion zwischen Spermium und Ei notwendig, so z.B. bei der ZP-
Bindung, beim Induzieren der Akrosomreaktion und beim Durchdringen der Zona pellucida
(SAXENA et al., 1999, 2000; KiMm et al., 2001). Die normale Entwicklung des Akrosoms, die
Féhigkeit zu einer zeitlich definierten Akrosomreaktion und folglich die Verhinderung einer
vorzeitigen Akrosomreaktion sind Voraussetzungen fiir die Befruchtungsfihigkeit der

Spermien.

Die Entwicklung von Akrosomen beginnt in den frithen runden Spermatiden. BERGMANN
(2005) unterteilt die Akrosomentwicklung in 3 Hauptphasen: In der Golgi-Phase
verschmelzen vom Golgi-Apparat abgeschniirte proakrosomale Vesikel zu einem
akrosomalen Blédschen, welches sich in der Kappenphase an den Kern anlagert. In der
folgenden Akrosomphase entwickelt sich das akrosomale Bldschen simultan zur
Kondensation des Spermatidenkerns zum Akrosom. ABOU-HAILA und TULSIANI (2000) fiigen
diesen 3 Phasen eine vierte Phase, die Reifungsphase, zu. Ein entscheidender Schritt in der
Morphogenese der Spermatiden ist nach RAMALHO-SANTOS et al. (2002) das Wandern des
Akrosom-Kern-Komplexes zur Plasmamembran, wobei der dazwischen liegende Golgi-
Apparat zum Cytoplasmalappen wandert, von wo er spiter mit dem Cytoplasmatropfen
abgeschniirt wird. Das Akrosom liegt nun direkt unter der Plasmamembran, flacht am Ende
seiner Entwicklung ab und ummantelt je nach Art bis zu % des Zellkerns.

KIERSZENBAUM und TRES (2004) geben einen weitaus detaillierteren Einblick in die
Biogenese des Akrosoms und die Formgebung des Spermatidenkopfes. Eine besondere Rolle
spielen hierbei der Akrosom-Akroplaxom-Manschetten-Komplex sowie das Zusammenspiel
zwischen dem tubulobulbaren Komplex an der konkaven Seite des sich verlingernden
Spermatidenkopfes und speziellen ektoplasmatischen Strukturen umgebender Sertolizellen.
Im Folgenden sollen diese strukturellen Besonderheiten von Spermatiden in Bezug auf die
Entwicklung von Akrosom und Kopfform erértert werden.

Die Biogenese des Akrosoms beginnt mit der Verschmelzung aus dem Golgi-Apparat
abgeschniirter proakrosomaler Vesikel zu einem akrosomalen Bldschen. Das sog.

Akroplaxom bestimmt den Ort der Verschmelzung und verankert das sich entwickelnde
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Akrosom an der Kernhiille. Es handelt sich hierbei um eine Cytoskelettplatte, die aus F-Aktin,
Sak57 (Keratin-Orthologon) und Myosin Va besteht. Sie schlieft mit dem Grenzring
(,,marginal ring*) ab, welcher eine Desmosomen-dhnliche Struktur besitzt. In diesem Bereich
verbinden Sak57-haltige Filamente den &uBleren Rand der akrosomalen Membran mit der
gegeniiberliegenden Kernhiille.

Der Transport proakrosomaler Vesikel zum Ort der Akrosomentstehung erfolgt iiber
Mikrotubuli- und/oder Aktin-basierte Motorproteine (Kinesin/Dynein bzw. Myosin Va).
Sobald der Spermatidenkern beginnt, seine ldngliche Form einzunehmen, entwickelt sich die
sog. Manschette am caudalen Ende des entstehenden Akrosoms und des Akroplaxoms. Hier
gehen von einem perinuklearen Ring, der vom Grenzring des Akroplaxoms durch eine
giirtelartige Einkerbung (groove belt) abgetrennt ist, Mikrotubulibiindel aus. Mit diesen sind
F-Aktin sowie die molekularen Komponenten fiir Mikrotubuli- und F-Aktin-abhingigen
Vesikeltransport assoziiert. Nicht-akrosomale Vesikel und Makromolekiile werden an den
Mikrotubuli iiber Kinesin/Dynein und entsprechende Linker sowie an F-Aktin iiber Myosin
Va/Myosin VIIa, MyRIP (myosin Va-Rab interacting protein)/Melanophilin und die Vesikel-
Rezeptoren Rab27a/b zur Centrosom-Region (am entgegengesetzten Kernpol zum Akrosom),
dem sich entwickelnden Spermienflagellum und ins Cytoplasma transportiert. Neben der
Transportfunktion scheint die Manschette aber auch auf die Gestaltgebung des
Spermatidenkopfes einzuwirken.

Die Kopfform einer reifen Spermatide ist vermutlich das Resultat eines komplexen
Zusammenspiels exogener und endogener Faktoren. KIERSZENBAUM und TRES (2004) stellen
hierzu eine Hypothese auf. An einer Seite des Spermatidenkopfes entspringen réhrenférmige,
verdickt endende Ausstiilpungen aus Zytoplasma und Plasmamembran, der sog.
tubulobulbare Komplex (Abbildung 4). Dieser ragt in entsprechende Einbuchtungen der
angrenzenden Sertolizelle. Spermatide und Sertolizelle sind sowohl hier als auch auf der
gegentiberliegenden Seite des Spermatidenkopfes iiber sog. Linker (Afadin-Nectin-2/3-F-
Aktin-Adhésionseinheit, B-Integrin u.a.) verbunden. Dies gewdhrleistet eine chemische und
mechanische Stabilisierung und Positionierung der Spermatide im Keimepithel {iber ihren
Kopfbereich. So konnte eine gleichmiBige Wirkung exogener kontraktiler Kréifte auf den
Spermatidenkopf erzielt werden. Die angrenzenden Sertolizellen besitzen ektoplasmatische
Spezialisierungen, zahlreiche parallele F-Aktin-enthaltende Bédnder, die den Spermatidenkopf
umhiillen. Durch sukzessive Reduktion der Linge der Bénder wird der Spermatidenkopf und
somit der Zellkern exogen fest umklammert und erféhrt so einen formenden Druck. Neben der
exogenen Umklammerung des Zellkerns kommt es auch zu einer endogenen Umklammerung.

So passen der perinukleare Ring der Manschette und der Grenzring des Akroplaxoms ihren
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Durchmesser dem des sich verldngernden Spermatidenkerns an, wéhrend sie allmdhlich nach
hinten wandern. KIERSZENBAUM und TRES (2004) sprechen hier von endogenen
Umklammerungskriften des Akrosom-Akroplaxom-Manschetten-Komplexes, die als nach
caudal wandernde Einschniirungen die Form des Kernes mitbestimmen konnten. Wéhrend
einige Teile des Akrosom-Akroplaxom-Manschetten-Komplexes nach Vollendung der
Kernverldngerung und -kondensation zerfallen, konnten andere (z.B. Akroplaxom) auch fiir
spatere Funktionen, z.B. bei der Akrosomreaktion, erhalten bleiben (vgl. KIERSZENBAUM und
TRES, 2004).
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Abbildung 4: Schematische Darstellung des tubulobulbaren Komplexes einer elongierenden
Rattenspermatide
Quelle: iibersetzt aus KIERSZENBAUM und TRES (2004)

Der Akrosominhalt scheint nicht homogen zu sein, so dass akrosomale Proteine bei der
Akrosomreaktion selektiv freigesetzt werden konnen. Auf diese Art konnte das Spermium auf
den unterschiedlichen Bedarf an akrosomalen Enzymen zur Uberwindung verschiedener
Schichten der Eihiille reagieren. Neben einer kontrollierten Freisetzung der akrosomalen
Enzyme, konnten die Proteine der akrosomalen Matrix auch Funktionen bei
Membranfusionsereignissen und der Interaktion zwischen Spermium und Ei {ibernehmen.

Zum Beispiel wurden Fusionsproteine wie Equatorin, SNAP-25 und SNAREs im Akrosom
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nachgewiesen und fiir die akrosomalen Matrixproteine Mouse Sp 56 und SP17 wurde eine
hohe Affinitét fiir ZP-Protein gezeigt (GUPTA, 2005).

Zu den lysosomalen Enzymen des Akrosoms zdhlen saure Glycohydrolasen, Proteinasen,
Esterasen, Sulfatasen, Phosphatasen und Phospholipasen (TULSIANI et al., 1998; GUPTA,
2005). Sie dienen insbesondere der chemischen Auflosung der Eihiille, konnen aber auch
weitere Funktionen besitzen. Eines dieser Enzyme ist das B-Acrosin. Acrosin ist eine
spermienspezifische Serinproteinase mit Ahnlichkeit zum Trypsin. Das Enzym wird als
enzymatisch inaktives Zymogen, dem Proacrosin, in frithen haploiden Spermatiden hergestellt
und wihrend der Akrosomreaktion zum reifen Enzym aktiviert. Hierbei wird das einstrangige
Zymogen in zwei Polypeptide, eine schwere (H-) und eine leichte (L-) Kette, geteilt, welche
iber zwei Disulfidbriicken miteinander verbunden sind. So wird das a-Acrosin oder auch die
kleineren Isoformen B- und y-Acrosin gebildet. Neben der lytischen Wirkung des Acrosins,
welche dem Spermium wahrscheinlich das Durchdringen der Eihiille erleichtert, werden fiir
das B-Acrosin weitere Funktionen angenommen. Es scheint als Rezeptor fiir Proteine der
Zona pellucida zu wirken und so eine Rolle bei der sekunddren ZP-Bindung einzunehmen.
Zudem wird vermutet, dass es die Freisetzung akrosomaler Proteine wéhrend der
Akrosomreaktion beschleunigt (vgl. HONDA et al, 2002). Fiir die Auslosung der
Akrosomreaktion sind die Kapazitation des Spermiums im weiblichen Genitaltrakt und der
Kontakt mit der Oozyte entscheidend. Dem Akrosom kommt mdglicherweise auch eine
Schutzfunktion fiir den Zellkern zu. Da sich der Zellkern dem Flagellum vorausbewegt,
konnte er bis zum Erreichen der Oozyte durch das Akrosom vor mechanischer Beschadigung
geschiitzt werden (dhnlich einem Airbag). Andererseits konnte das Akrosom bei
Beschiddigungen der Zelle durch vorzeitige Akrosomreaktion sicherstellen, dass der evtl.

beschédigte Zellkern nicht mehr fiir die Befruchtung ,,zugelassen* wird.

1.2.2 Das Spermienflagellum: Motor fiir den Transport des méannlichen

Erbmaterials

Das Flagellum gibt dem Spermium die Moglichkeit sich aktiv zu bewegen und eine
gewisse Vorschub- bzw. Schlagkraft zu entwickeln. Beide Eigenschaften sind fiir die
Befruchtungsfdhigkeit des Spermiums notwendig. Zentral gelegen, liefert das Axonem die
eigentliche Maschinerie fiir die Bewegung. Spermienspezifische periaxonemale
Cytoskelettelemente (dicke Filamente und fibrose Scheide) dienen der flagellaren Elastizitit,
Stabilitdit und Flexibilitdt. Daneben besitzt die fibrose Scheide eine Ankerfunktion fiir
zahlreiche funktionelle Proteine, die fiir Energiegewinnung und Signaltransduktion im

Spermium wichtig zu sein scheinen. Die Entwicklung des Flagellums wéhrend der
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Spermiogenese geht von zwei Zentriolen aus, die in T-Stellung zueinander liegen
(BERGMANN, 2005). Das proximale Zentriol nimmt Kontakt mit dem Spermatidenkern auf
und wird im Spermium vom Capitulum bedeckt. Das distale Zentriol bildet den Ursprung des
Axonems. Mit der Kappenphase der Akrosombildung wachsen hieraus Mikrotubuli. Dies
fiihrt zur Entwicklung des Flagellums, welche erst mit der Spermiation endet (BERGMANN,
2005). Wichtig bei der Flagellenentwicklung scheint auch die Manschette zu sein. Hier
konnen Proteine (z.B. Sak57, Odfl und Odf2, Spag4 und 26S Proteasom) voriibergehend
gespeichert werden, bevor sie an ihren Bestimmungsort im entstehenden Flagellum

transportiert werden (,,intramanchette transport*; KIERSZENBAUM, 2001).

1.2.2.1 Die fibrose Scheide

Die fibrose Scheide ist ein spezialisiertes Cytoskelettelement in den Spermien von
Sdugern (FOUQUET und KANN, 1994) und denen einiger Reptilien (JAMIESON et al., 1996), das
weder auf struktureller noch auf biochemischer Ebene ein Gegenstiick in somatischen Zellen
besitzt. Es handelt sich also um ein spermienspezifisches Zellelement, das im Hauptstiick des
Flagellums unter der Plasmamembran liegt und die dicken Filamente (und das Axonem)
ummantelt. Zwei laterale, longitudinale Saulen sind iiber zahlreiche transversale,
halbkreisformige Rippen miteinander verbunden (S1 und OKUNO, 1995). Die longitudinalen
Séulen sind im vorderen Bereich des Hauptstiicks mit den dicken Filamenten 3 und 8
verbunden. Im mittleren und hinteren Bereich ersetzen sie diese und stehen somit mit den
zentraler liegenden Mikrotubulidupletts 3 und 8 in Verbindung. Vermutlich werden hierdurch
die Bewegungmoglichkeiten des Flagellums eingeschrinkt. Zudem verjiingen sich die
longitudinalen Sédulen vom vorderen zum hinteren Bereich des Hauptstiicks, wihrend die
transversalen Rippen ebenfalls diinner werden (FAWCETT, 1975). Die einzigartige Struktur der
fibrosen Scheide beeinflusst vermutlich die flagellare Flexibilitdt sowie die Ebene und Gestalt
der Flagellenbewegung (EDDY et al., 2003). Daneben bewirken intermolekulare
Disulfidbriicken der fibrosen Scheide vermutlich eine Stabilisierung des Flagellums wihrend
der Passage des Nebenhodens sowie der Spermienreifung (BEDFORD und CALVIN, 1974;
SHALGI et al., 1989).

Die Entwicklung der fibrosen Scheide wurde an Ratten- und Mausspermatiden
untersucht (IRONS und CLERMONT, 1982; SAKAI et al., 1986; OKO und CLERMONT, 1989). Die
fibrose Scheide wird hier von distal nach proximal aufgebaut. Zuerst werden die
longitudinalen Sdulen gebildet, die in proximale Richtung wachsen. Dann erscheinen die
transversalen Rippen, die sich von distal nach proximal mit den longitudinalen Saulen

verbinden. Die Entwicklung endet mit der Bildung zusétzlicher Rippen und dem
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Dickerwerden der longitudinalen Sdulen. Nach OkO (1998) werden die Proteine der fibrosen
Scheide in der zweiten Hélfte der Spermiogenese gebildet.

Wie die perinukleare Theka, ist die fibrose Scheide hochresistent gegen Solubilisierung.
Hierdurch konnte sie isoliert und einige ihrer Bestandteile identifiziert werden. Es zeigte sich,
dass die fibrose Scheide, neben ihrer mechanischen Funktion, als Geriist fiir Proteine dient. Es
handelt sich sowohl um Komponenten von Signaltransduktionswegen als auch um Enzyme
der Glykolyse (vgl. EDDY et al., 2003). Die Hauptkomponente der fibrosen Scheide stellen
Ankerproteine fiir Proteinkinase-A (PKA) (AKAPs) dar, und hier vor allem das AKAPA4.
Daneben wurden auch AKAP3 (AKAP110 und FSP95) und TAKAP-80 (testis A-kinase
anchoring protein-80) identifiziert. GUPTA (2005) beschreibt weitere Ankerproteine fiir
Proteinkinasen (Sperm AKAPS82, Fibrous sheath component 1 [FSC1]), die in der fibrosen
Scheide gefunden wurden. Uber die Phosphorylierung von Proteinen an Serin- und
Threoninresten aktiviert die Proteinkinase A eine bisher nicht identifizierte Tyrosinkinase, die
wiederum Proteine v.a. im Flagellum phosphoryliert (SAKKAS et al., 2003). Der PKA wird
allgemein eine wichtige Rolle fiir die Spermienmotilitit, Kapazitation und Akrosomreaktion
zugeschrieben (vgl. EDDY et al., 2003). Die Signalwege, die hierzu fiihren, sind allerdings
noch nicht vollstindig geklart.

Die Bindungsregion fiir PKA in AKAP3 interagiert auch mit dem keimzellspezifischen
Ropporin, welches reichlich auf der inneren, aber auch auf der duBeren Oberfliche der
fibrosen Scheide gefunden wurde (FUJITA et al., 2000). Dieses tritt iiber Rhophilin, welches
hauptséchlich auf der duleren Oberfliche der dicken Filamente, aber auch auf der inneren und
duBeren Oberfldache der fibrosen Scheide lokalisiert ist (FUJITA et al., 2000), mit der kleinen
GTPase Rho in Kontakt. Rho induziert {iber Effektormolekiile den Aufbau von
Cytoskelettkomponenten, reguliert Zell-Substrat-Adhésion, Motilitit und Cytokinese (BISHOP
und HALL, 2000; TAKAI et al., 2001). Fiir Spermien wurde dementsprechend die Funktion der
AKAP3 als Anker fiir einen Rho-GTPase-Signalweg vorgeschlagen, wobei Rho iiber die
Aktivierung von Kinasen und Phosphatasen die Motilitdt von Spermien regulieren soll
(NAKAMURA et al., 1999; FUJITA et al., 2000; CARR et al., 2001).

Auch glykolytische Enzyme wurden als Komponenten der fibrosen Scheide identifiziert.
So wurde keimzellspezifische GAPDH (GAPDH-S, GAPDS oder GAPD2 genannt)
gefunden, welche fest an der fibrosen Scheide von Eber- und Mausspermien gebunden
vorliegt (WELCH et al., 1992; WESTHOFF und KAMP, 1997; BUNCH et al., 1998; KRISFALUSI et
al., 2006). In Human- und Rattenspermien wurde GAPD2 bzw. GAPDS im Hauptstiick der
Flagellen detektiert (WELCH et al., 2000, 2006). Auch eine keimzellspezifische Form der
Hexokinase (HKI1-S) ist an die fibrose Scheide gebunden, jedoch weniger fest als die
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GAPDH-S (TRrRAVIS et al., 1998; MORI et al., 1998; KRISFALUSI et al., 2006). PK und die
A-Isoformen von Aldolase 1 und Laktatdehydrogenase (LDH) wurden weder durch Triton
X-100 noch durch KSCN oder Harnstoff aus gereinigter fibroser Scheide von Mausspermien
gelost (KRISFALUSI et al. 2006). Die fibrose Scheide besitzt also eine Ankerfunktion fiir
glykolytische Enzyme (EDDY et al., 2003), vermutlich um hier ATP unabhédngig von den
Mitochondrien fiir die Dynein-ATPasen (WESTHOFF und KAMP, 1997), aber auch fiir andere
Spermienfunktionen [Signaltransduktion (TRAVIS et al., 2001), Ionentransport, etc.]
bereitstellen zu konnen.

Neben den PKA-Anker-Proteinen und den glykolytischen Enzymen wurden einige
weitere Bestandteile der fibrosen Scheide gefunden. Hierunter befinden sich eine
keimzellspezifische Form der Glutathion S-Transferase Familie (p-Klasse), die GSTMS,
sowie ein Intermedidrfilament-dhnliches Protein, das FS39 (EDDY et al., 2003). Die Funktion
dieser Proteine in der fibrosen Scheide ist noch nicht geklart. Hinweise auf weitere Proteine

der fibrosen Scheide sind in GUPTA (2005) zusammengestellt.

1.2.2.2 Die dicken Filamente

Bei den dicken Filamenten (,,outer dense fibers, ODFs*) handelt es sich, neben der
fibrosen Scheide, um eine weitere spermienspezifische Cytoskelettkomponente, die das
Axonem im Mittelstiick und teilweise im Hauptstiick des Flagellums direkt ummantelt. Neun
dicke Filamente verlaufen parallel zu den Mikrotubulidupletts und sind umgeben von den
Mitochondrien im Mittelstiick sowie von der fibrosen Scheide im Hauptstiick. Nach FOUQUET
und KANN (1994) enden sie ca. in der Hilfte des Hauptstiicks wihrend GuUPTA (2005)
hinzufiigt, dass sie in einigen Arten, wie Ratte und Hamster, im gesamten Hauptstiick zu
finden sind. FAWCETT (1975) beschreibt, dass die dicken Filamente 3 und 8 im mittleren oder
hinteren Teil des Hauptstiicks enden und ab hier durch die longitudinalen Sdulen der fibrésen
Scheide ersetzt werden. Zudem unterscheiden sich die dicken Filamente in ihrer Form im
Querschnitt und ihrer Lange in unterschiedlichen Arten (GUPTA, 2005). Die dicken Filamente
nehmen wahrscheinlich eine mechanische Funktion ein, z.B. fiir die Elastizitit des Flagellums
(FAWCETT, 1975), zur Verbesserung des Biegungsausmalles (,,bending torque®) des
Flagellums (LINDEMANN, 1996) und/oder zum Schutz vor Scherkriften wihrend dem
Transport durch den Nebenhoden und der Ejakulation (BALTZ et al., 1990). Daneben wurde
auch vorgeschlagen, dass der Phosphorylierungszustand von Proteinen der dicken Filamente
die genannten Funktionen und somit die Spermienmotilitit beeinflussen kann (ROSALES et al.,

2003).
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Die Entwicklung der dicken Filamente findet in der zweiten Hélfte der Spermiogenese
statt. In dieser Phase werden von den Spermatiden die entsprechenden Proteine produziert, die
voriibergehend als kornige Substanz im Cytoplasmalappen gespeichert und dann von
proximal nach distal um das Axonem angeordnet werden (OKO, 1998). Fiir einige Proteine
(Ofd1, Ofd2, Sak57 und Spag 4) gibt es Hinweise darauf, dass sie voriibergehend an der
Manschette gespeichert werden, bevor sie in das entstehende Flagellum transportiert werden
(KIERSZENBAUM, 2001). In Rattenspermien wurden elektrophoretisch 6 Hauptproteine der
dicken Filamente identifiziert, wobei die Mehrheit dieser an Serinresten phosphoryliert
werden (VERA et al., 1984; Oko, 1988; GuUPTA, 2005). Dariiber hinaus sind auch einige
Gensequenzen fiir Proteine der dicken Filamente bekannt. Als Bestandteile dicker Filamente
wurden Odfl bzw. ODF27 und das ihm &hnliche RT7 sowie Odf2 bzw. ODF84 und sein
Orthologon KTT4 beschrieben. Daneben wurden Proteine gefunden, die mit Odfl
interagieren (SPAG2, Spag4, Spag5, OIP1). Einige Cystein-reiche Proteine (z.B. TPX-1 und
Sak57) sind ebenfalls in den dicken Filamenten zu finden (vgl. GUPTA, 2005).

1.2.3 Energiestoffwechsel

1.2.3.1 ATP-konsumierende Reaktionen

In ihren Zellfunktionen sind Spermien im Vergleich zu somatischen Zellen deutlich
reduziert. Um ihre Aufgabe, den sicheren Transport zur Eizelle und die Ubertragung des
mannlichen Erbmaterials, zu erfiillen, werden in Spermien nur noch die Funktionen ausgeiibt,
die hierzu notwendig sind. Uberfliissiger ,,Ballast“, wie z.B. der Hauptteil des Cytoplasmas,
das endoplasmatische Retikulum und der Golgi-Apparat, werden mit dem Residualkorper und
dem Cytoplasmatropfen entfernt. So ist die Zelle speziell fiir ihre Transport- und
Ubertragungsaufgabe ausgeriistet und optimiert.

Die Nutzung von Energie im reifen Spermium scheint aus diesem Grund relativ einseitig
gestaltet zu sein. Da in der reifen Samenzelle keine Biosynthesen, kein Zellwachstum und
keine Zelldifferenzierung mehr stattfinden, muss fiir diese Vorginge kein ATP bereitgestellt
werden (HAMMERSTEDT, 1993). Fiir die Spermienmotilitdt hingegen wird sehr viel ATP
gebraucht (BOHNENSACK und HALANGK, 1986; FORD und REES, 1990; MITA et al., 1991;
HOFMANN et al, 1992). Die Bewegung des Spermienflagellums basiert auf einem
Gleitfilamentmechanismus. Hierbei kommt es durch aufeinander folgende Bindung und
Hydrolyse von ATP durch das Dynein an den Subfasern A zu Ablosung und erneuter
Anbindung der Subfaser A eines Mikrotubulidupletts an die Subfaser B des benachbarten
Dupletts (Abbildung 5). Die Kopfregion des Dyneins erfidhrt wahrscheinlich bei Assoziation

mit der Subfaser B eine energiefreisetzende Konformationsinderung, wodurch die
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Dyneinarme der A-Subfaser durch ATP-Hydrolyse entlang der Subfaser B des benachbarten
Dupletts wandern. Das aneinander Vorbeigleiten der &duBleren Dupletts des Axonems fiihrt

gekoppelt mit dem Widerstand der radialen Speichen zu einer lokalen Biegung des

Flagellums.
Plasmamembran
Subfaser A
Subfaser B

radiale Speiche

Nexin zentrale

Scheide

aulRerer
innerer Dyneinarm
Dyneinarm

éugeres/ ' zentrales
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Abbildung 5: Schematische Darstellung der Axonemstruktur
Quelle: STRYER (1999)

Ein anderer Teil des Energieumsatzes ist vermutlich auf regulatorische Prozesse im
Spermium zuriickzufiihren. Von grofer Bedeutung ist u.a. der ATP-Verbrauch in
Zusammenhang mit der Kapazitation und der Akrosomreaktion. ATP-erfordernde
Ionentransporte liber Plasma- und Akrosommembranen sowie das Erfordernis von ATP fiir
Signaltransduktionsprozesse scheinen hier wichtig zu sein. So wird ATP bspw. von den ATP-
gekoppelten Ca*"-Pumpen in der Spermienplasmamembran und in den Membranen des
Akrosoms benétigt, um eine vorzeitige Einleitung der Kapazitation bzw. der
Akrosomreaktion zu verhindern (vgl. FENG et al., 2006). Mechrere Ca®"-ATPasen wurden im
Akrosombereich und im Ubergangsbereich, aber auch in der Plasmamembran des Flagellums
gefunden (vgl. JIMENEZ-GONZALEZ et al., 2006). Verglichen mit anderen ATPasen bendtigen
Ca®"-ATPasen fiir ihre Funktion héhere negative AGarp-Werte (KAMMERMEIER, 1993) und
somit eine effiziente ATP-Regeneration. KAMMERMEIER (1987) bestimmte fiir die
sarkoplasmatische Ca’"-ATPase des humanen Herzmuskels ein AG des ATP von 52 kJ/mol.
Wichtig fiir die Aufrechterhaltung des Membranpotentials sind Na',K'-ATPasen. Die
testisspezifische Isoform der Na" K'-ATPase (ATP1A4) wurde in Kopf und Mittelstiick von

Bullenspermien gefunden und mit der Kapazitation in Zusammenhang gebracht (THUNDATHIL
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et al., 2006). Zudem wurde eine testisspezifische Isoform der V-ATPase (vacuolar-type H'-
ATPase, E1-Untereinheit-Isoform) im Akrosombereich reifer Mausspermien gefunden (SUN-
WADA et al., 2002). Diese soll, iiber eine Ansduerung des Akrosoms, einen geeigneten pH fiir
die bei der Akrosomreaktion ausgeschiitteten Hydrolasen schaffen (NELSON und HARVEY,
1999). Neben dem aktiven Ionentransport wird ATP auch in Spermien zur Herstellung des
sekunddren Messengers cAMP und fiir Proteinphosphorylierungen gebraucht. cAMP und die
Phosphorylierung von Proteinen spielen vermutlich im Signaltransduktionsgeschehen der
Kapazitation sowie der Akrosomreaktion eine wichtige Rolle, der Bedarf an ATP fiir diese

Reaktion ist jedoch marginal im Vergleich zur Motilitét.

1.2.3.2  ATP-Synthese in Spermien

Jede Zelle bendtigt ATP, um ihre energieabhéngigen Aktivitidten durchfithren zu konnen.
Zur Aufrechterhaltung dieser Prozesse ist es unumgénglich, den chemischen Energietrager
ATP zu regenerieren. Die notwendige Energie hierzu kann aus organischen Betriebsstoffen
wie Kohlenhydraten, Fetten und Proteinen gewonnen werden, wobei jeder Zelltyp

unterschiedliche Stoffwechselwege nutzt bzw. bevorzugt.

Trotz umfangreicher Literatur zum Energiestoffwechsel von Sdugerspermien, ist bislang
nur fiir einige Arten geklért, welche Substrate von den Spermien genutzt werden konnen.
Viele Untersuchungen liegen vor, in denen bestimmte Stoffwechselwege {iiber
Enzyminhibitoren oder Gen“knockout™ ausgeschaltet wurden, um die Folgen auf die
Funktionen von Spermien zu belegen. Zum Teil lieferten die Untersuchungen gegensétzliche
Ergebnisse, so dass es sehr schwierig ist, allgemeingiiltige Aussagen zur Nutzung der
verschiedenen Stoffwechselwege in vivo zu treffen. Es ist offenbar nicht mehr haltbar vom
»typischen Energiestoffwechsel“ bzw. von ,,der ATP-Gewinnung® in Sdugerspermien zu
sprechen. Vielmehr zeichnen sich mittlerweile klare Unterschiede im Stoffwechsel der
Spermien verschiedener Sduger ab. Es wurden aber mittlerweile auch einige allgemeingiiltige
Merkmale der ATP-Produktion in Sdugerspermien anerkannt.

Die untersuchten Spermien unterschiedlicher Sduger sind generell in der Lage,
verschiedene Stoffwechselwege zur ATP-Produktion zu nutzen. Sowohl die Glykolyse mit
anschlieBender Laktatproduktion (Gérung) als auch mit anschlieBendem Citratzyklus,
Atmungskette und oxidativer Phosphorylierung sind moglich. Substrate wie Citrat und Laktat
konnen auch direkt in den Citratzyklus eingefiihrt werden (MEDRANO et al., 2006a). Daneben
scheinen einige Sdugerspermien eine Enzymausstattung zu besitzen, die sie dazu befdhigt,

Fette zu spalten und die Produkte, sei es iiber Glykolyse und Citratzyklus oder B-Oxidation,
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zur ATP-Produktion zu nutzen (LENZI et al., 1992; JONES und BUBB, 2000; TANAKA et al.,
2004). Inwiefern Fette in vivo, in der natiirlichen, kohlenhydratreichen Umgebung der
Sdugerspermien fiir die Energiegewinnung Bedeutung besitzen, ist allerdings fraglich. Auch
eine Protein- oder Aminosdurenutzung zur ATP-Synthese hat, wenn iiberhaupt, nur eine
untergeordenete Bedeutung fiir Sdugerspermien. In der Literatur konnten hierzu keine
Angaben gefunden werden. Neben den katabolen Stoffwechselwegen wurden auch anabole
Stoffwechselwege in  Spermien  einiger  Sduger  beschrieben. Neben  dem
Pentosephosphatzyklus (MOUNIB und CHANG, 1964; HICKS et al., 1973; FORD et al., 1997;
URNER und SAKKAS, 1999) sind die Spermien einiger Sdugerarten, entgegen fritherer
Vorstellungen (ANDERSON und PERSONNE, 1970; BROOKS und MANN, 1972; BACCETTI et al.,
1975), auch in der Lage Glykogen zu produzieren und bei Bedarf zur Energiegewinnung zu
nutzen. Ein funktioneller Glykogenstoffwechsel wurde iiberzeugend an Hundespermien
gezeigt (BALLESTER et al., 2000; PALOMO et al., 2003).

Wie durch die Vielseitigkeit der Stoffwechselwege zu erwarten, sind Sdugerspermien in
der Lage, verschiedene Substrate fiir die ATP-Produktion zu nutzen, wobei die
Substratbevorzugung sowie die -verwertung artspezifisch sind (BUSCH et al, 1991;
RODRIGUEZ-GIL, 2006). Generell stellen jedoch die Kohlenhydrate sehr wahrscheinlich die
Hauptenergiequelle fiir Sdugerspermien dar. Neben Monosacchariden wie Glukose, Fruktose,
Sorbitol und Mannose (JONES und CONNOR, 2000; RIGAU et al., 2002; MARIN et al., 2003;
MEDRANO et al., 2006b) sind u.a. Pyruvat, Laktat, Citrat und Glycerin als Energiesubstrate
bekannt (JONES et al., 1992; JONES, 1997; MEDRANO et al., 2006a). In begrenztem Ausmal}
konnen nach JONES und CHANTRILL (1989) auch kurzkettige Fettsduren (wie Acetat und
Propionat) genutzt werden. Mdgliche Quellen endogener Substrate sind wahrscheinlich Di-
und Triglyceride sowie Membranphospholipide und Acetylcarnitin (JONES und BUBB, 2000).
Saugerspermien besitzen also vielfdltige Moglichkeiten ihren Stoffwechsel den vorliegenden
Substraten anzupassen. Inwiefern und ob bestimmte Stoffwechselwege oder auch Substrate
speziell zur ATP-Produktion notwendig sind, wird kontrovers diskutiert.

Aus Kohlenhydratsubstraten kann ATP {iber die Folge von Glykolyse, Citratzyklus,
Atmungskette und oxidativer Phosphorylierung sowie 1iber die Glykolyse mit
Laktatproduktion gewonnen werden. Die Zellatmung stellt das leistungsfahigste System zur
Bildung von ATP dar. Dennoch weisen praktisch alle Sdugerspermien in frischem Ejakulat
eine sehr hohe glykolytische Aktivitit auf (RODRIGUEZ-GIL, 2006). Sie produzieren auch
dann Laktat, wenn geniigend O, zur Zellatmung sowie die notwendigen Stoffwechselwege
vorhanden sind (JONES, 1997; KAMP et al.,, 2003). Zudem wurden in Saugerspermien

spezifische glykolyische Enzyme mit ungewohnlicher Lokalisation identifiziert (Abschnitt
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1.2.5). Diese Besonderheiten lassen vermuten, dass die Glykolyse eine auBergewohnliche
Bedeutung in Sdugerspermien besitzt. So wird angenommen, dass sie fiir die ATP-
Versorgung der Dynein-ATPasen im Hauptstiick des Flagellums unabhidngig von den
Mitochondrien verantwortlich ist (WESTHOFF und KAMP, 1997), und somit notwendig fiir die
essentielle Spermienmotilitdt (vgl. EDDY et al., 2003). Auf Stoffwechselebene wird diese
Hypothese unterstiitzt durch eine Untersuchung von MUKAI und OKUNO (2004). Sie zeigten
zum einen, dass bei Hemmung der mitochondrialen ATP-Produktion (iiber Carbonylcyanid
m-Chlorophenylhydrazon [CCCP] oder Antimycin A) das ATP aus der Glykolyse fiir die
praktisch unverénderte Spermienmotilitdt (verglichen zur Motilitit ohne Atmungsinhibitor bei
gleicher Glukosekonzentration von 5 mM) ausreicht. Zum anderen berichten sie, dass 2-
Deoxy-D-Glukose (DOG), welches die Glykolyse teilweise hemmt, nicht aber den
Citratzyklus, die Motilitdt von Mausspermien in Anwesenheit von Pyruvat (ohne Glukose)
stark reduziert. Auch FRASER und QUINN (1981) hatten bereits eine Reduktion der generellen
Motilitdt mittels 2-Desoxyglukose in Mausspermien beobachtet. Hieraus folgern MUKAI und
OKUNO eine wichtige Rolle der Glykolyse fiir die Spermienmotilitdit. Da Mausspermien,
welchen nur Pyruvat, aber keine Glukose zur Verfligung gestellt wird, nicht in ihrer Motilitét
gehemmt sind, nehmen sie weiterhin an, dass die Atmungssubstrate hier iiber die
Gluconeogenese in Glukose umgewandelt werden und so als Glykolysesubstrat genutzt
werden konnen. Einen weiteren Hinweis auf die Bedeutung der Glykolyse fiir die
Spermienmotilitit lieferten MIKI et al. (2004). Sie zeigten, dass die Spermien von Méusen, in
denen das Gen fiir die testis-/spermienspezifische GAPDH-S ausgeschaltet (,,Knock out™)
war, nicht progessiv motil waren und trotz unverdnderter mitochondrialer Atmung, einen
niedrigen ATP-Gehalt hatten. FORD (2006) bezweifelt jedoch, dass die Folgen des Gen-
»Knock out“s auf eine Notwendigkeit der Glykolyse flir die Spermienmotilitét
zuriickzufiihren sind. Er ist vielmehr der Meinung, dass der niedrige ATP-Gehalt und somit
die Immotilitidt auf eine Anreicherung von glykolytischen Metaboliten zurlickzufiihren ist,
wodurch anorganisches Phosphat gebunden wird und nicht mehr fiir die oxidative
Phosphorylierung bereitsteht. Auch bei der von MUKAI und OKUNO eingesetzten DOG
vermutet er einen dhnlichen Abzug von Phosphat durch die Anhdufung von 2-Deoxyglukose
6-Phosphat. Da die Hemmung der Motilitdt durch DOG jedoch iiber die Zugabe von Glukose
wieder aufgehoben werden kann, scheint noch geniigend Phosphat fiir die Produktion von
ATP vorhanden zu sein und es ist fraglich, ob FORDs Einwinde weiterhin haltbar sind. Aber
auch die Ergebnisse anderer Autoren sind nicht vollstindig mit den beschriebenen
Ergebnissen zur Glykolyse in Einklang zu bringen, sind zum Teil sogar gegensétzlich. So

beeintrichtigt der Antifertilitdtswirkstoff Ornidazol, ein Inhibitor glykolytischer Enzyme
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(vermutlich GAPDH und geringer TIM), die Motilitdt von Rattenspermien, wenn Glukose als
alleiniges Substrat vorliegt (YEUNG et al., 1995; COOPER et al., 1997), nicht aber wenn
Pyruvat oder Laktat zugefligt wird (YEUNG et al., 1995). Dass Pyruvat und Laktat iiber
mitochondriale ATP-Produktion die Spermienmotilitdit und die ATP-Konzentration in der
Samenzelle, trotz Glykolyseinhibition, vermutlich aufrechterhalten koénnen (FORD und
HARRISON, 1987) steht im Gegensatz zu den Ergebnissen von MUKAI und OKUNO. Ebenso
stehen die Ergebnisse von MANN und LUTWAK-MANN (1981), dass Eberspermien in
anoxischer Umgebung ihre Vorwirtsbewegung verlieren, obwohl sie eine relativ hohe
glykolytische Kapazitit besitzen (KAMP et al., 1996), nicht in Einklang mit MUKAI und
OKUNOs Ergebnis, dass das ATP aus der Glykolyse fiir die Spermienmotilitét ausreicht. Dass
die Glykolyse einen hohen Stellenwert in Sdugerspermien einnimmt, ist nicht zuletzt aufgrund
der gezeigten hohen glykolytischen Aktivititen und der Besonderheiten der Glykolyse in
Sdugerspermien sehr wahrscheinlich. Inwiefern die Glykolyse tatsdchlich fiir die
Bereitstellung von ATP im Hauptstiick oder auch fiir andere Funktionen notwendig ist, bleibt
allerdings noch zu klaren.

Auch fiir den Citratzyklus (Krebszyklus) ist nicht klar, welche Bedeutung er in der ATP-
Produktion von Sdugerspermien einnimmt. Wahrend MUKAI und OKUNO (2004) ihn als nicht
notwendig fiir die Spermienmotilitit ansehen, beschreiben andere Autoren das Gegentelil,
obwohl fiir einige Arten gezeigt wurde, dass vermutlich nur wenig ATP iiber diesen
Stoffwechselweg erhalten wird (HALANGK et al., 1985; FOLGERO et al., 1993; RUIZ-PESINI et
al., 1998). Diese kontroversen Ergebnisse wie auch weitere, die andere Stoffwechselwege
(z.B. Glykolyse, Glykogenstoffwechsel und Pentosephosphatzyklus) betreffen, konnten
unterschiedliche Griinde haben (vgl. RODRIGUEZ-GIL, 2006). Zum einen muss beachtet
werden, dass die Ergebnisse unterschiedlicher Untersuchungen meist auf der Grundlage
unterschiedlicher Versuchsbedingungen durchgefiihrt wurden. Dies ist bei Spermien
besonders nachteilig, da bei diesen Zellen kleinste Verdnderungen der externen Bedingungen
(z.B. Medienzusammensetzung, O,-Druck, extrazelluldrer pH) zu groflen Verdnderungen in
der Zelle und somit auch ihres Energiestoffwechsels fithren konnen. So wird das
Gleichgewicht zwischen der ATP-Gewinnung iiber Girung oder Zellatmung vermutlich u.a.
iiber die extrazellulire Umgebung kontrolliert. Es ist auch wichtig zu beachten, welche
anderen Energiesubstrate vorhanden sind und genutzt werden kénnen, wenn Aussagen zur
Notwendigkeit oder Nicht-Notwendigkeit von Stoffwechselwegen getroffen werden. Ein
weiterer wichtiger Punkt liegt beim funktionellen Status, den die Spermien bei der
Untersuchung besitzen. Sdugerspermien durchlaufen verschiedene Stadien mit groflen

Verianderungen ihrer Funktionen (Teil 1.1). Dementsprechend ist es anzunehmen, dass sich
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der ATP-Bedarf den jeweiligen Anforderungen, z.B. von epididymalen, ejakulierten,
kapazitierten und bereits akrosomreagierten Spermien, anpasst. RODRIGUEZ-GIL vermutet,
dass kapazitierte Spermien, die ihre hyperaktive Motilitdt sowie Prozesse in Verbindung mit
Akrosomreaktion und Besamung aufrechterhalten miissen, mehr ATP benétigen als frisch
ejakulierte Spermien und es somit zu Verdnderungen der ATP-Produktion wéhrend der
Kapazitation kommen muss. Es wird vermutet, dass in Phasen erhohten ATP-Bedarfs die
Zellatmung iiberwiegt, da die konstante Erhaltung eines angemessenen ATP-Spiegels nur
tiber die Glykolyse schwierig erscheint. Dementsprechend scheint die mitochondriale ATP-
Produktion in frisch ejakulierten Spermien sehr gering zu sein, wéhrend sie bei in vitro-
kapazitierten Spermien deutlich ansteigt (RODRIGUEZ-GIL, 2006). Uberdies zeichnet sich
immer mehr ab, dass es bei Sdugerspermien unterschiedliche metabolische Phinotypen gibt,
d.h., dass der Energiestoffwechsel von Spermien unterschiedlicher Siugerarten deutlich
differieren kann. Bei den bisher untersuchten Spermien weisen die von Hunden einen
speziellen Stoffwechsel auf, der sich z.B. von dem in Eberspermien unterscheidet (MARIN et
al., 2003). Bei Betrachtung ejakulierter Spermien ist der Eberspermien-Phénotyp durch eine
hohe Glykolyserate mit niedrigem GO6P-Spiegel und das Fehlen anaboler
Stoffwechselaktivititen charakterisiert (MARIN et al., 2003; MEDRANO et al., 2006b).
Extrazelluldr bereitgestellte Glukose wurde von den Eberspermien also hauptséchlich iiber die
Glykolyse metabolisiert, nur ein geringer Teil wurde in den Citratzyklus eingefiihrt. Die
Glukose wurde weder iiber Gluconeogenese noch iiber den Pentosephosphatweg oder die
Fettsduresynthese metabolisiert. Eine geringe Glykogensynthese iiber den direkten Weg
wurde aber beschrieben. Wihrenddessen zeigt sich beim Hundespermien-Phénotyp ein
anderes Bild (BALLESTER et al., 2000; RIGAU et al., 2002). Frisch ejakulierte Hundespermien
sind in der Lage Glykogen zu synthetisieren und besitzen einen hohen Spiegel an G6P. Sie
zeigen eine hohere oxidative Aktivitdt der Mitochondrien als Eberspermien. Zudem besitzen
Hundespermien im Gegensatz zu den anderen untersuchten Spermien eine zweite Isoform der
Hexokinase mit geringerer Affinitdt zu Glukose, welche an die Glucokinase von Leber und
Pankreas erinnert (FERNANDEZ-NOVELL et al., 2004). Diese konnte den Eintritt der
verschiedenen Energiemetabolite je nach Bedarf in anabole oder katabole Stoffwechselwege
regulieren (RODRIGUEZ-GIL, 2006). Der Grund unterschiedlicher metabolischer Phinotypen
bei den Sdugerspermien konnte in den ebenfalls unterschiedlichen Reproduktionsstrategien

(z.B. Toleranz gegen Glukosemangel im weiblichen Genitaltrakt) liegen.
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1.2.4 Stoffwechselkompartimentierung

Die Kompartimentierung von Stoffwechselwegen ist in Sdugerspermien insbesondere fiir
die mitochondrialen Stoffwechselwege offensichtlich, da die Mitochondrien sich nur im
relativ kurzen Mittelstiick des Flagellums befinden. Immer deutlicher werden auch die
Befunde, die fiir eine Kompartimentierung der Glykolyse im Hauptstiick des Flagellums
sprechen. Hier scheinen Glykolyseenzyme an der fibrosen Scheide assoziiert zu sein (STOREY
und KAYNE, 1975; WESTHOFF und KAaMP, 1997; BUNCH et al., 1998; TRAVIS et al., 1998;
MOoRI et al., 1998).

Die ATP-Versorgung der axonemalen Dynein-ATPasen entlang des gesamten
Flagellums stellt die Zelle vor eine besondere Aufgabe. Aufgrund der Kompartimentierung
der oxidativen Phosphorylierung im Mittelstiick des Spermiums kann nur hier effizient ATP
generiert werden. Da der Transfer von ATP jedoch in den langen Spermienflagellen [bei den
meisten Arten 40-200 pm (KALDIS et al, 1997)] vermutlich diffusionsbedingten
Beschriankungen unterliegt, wird davon ausgegangen, dass die Spermien Mechanismen
entwickelt haben, um die Versorgung der Dynein-ATPasen im Hauptstiick zu gewéhrleisten.

Eine mdgliche Strategie ist der Transport energiereichen Phosphates iiber ein CK/PCr-
Shuttle-System. Eine mitochondriale Creatinkinase libertrdgt eine Phosphorylgruppe von ATP
auf Creatin, so dass entstandenes Phosphocreatin zu den Orten des ATP-Verbrauchs im
Flagellum diffundieren kann. Creatin und anorganisches Phosphat diffundieren anschliefend
zu den Mitochondrien zuriick (Abbildung 6). Der Vorteil dieses Shuttles liegt in einer
Optimierung der Diffusion, da die Metabolite Phosphocreatin und Creatin in deutlich héherer
Konzentration in den Spermien vorliegen, als ATP bzw. ADP. Zudem sind die Molekiile
Phosphocreatin und Creatin kleiner als ATP und ADP, was ebenfalls die Diffusion verbessert
(vgl. KALDIS et al., 1997).
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Abbildung 6: Modell des CK/PCr-Shuttle-Systems in Siugerspermien
Quelle: Eigener Entwurf in Anlehnung an KALDIS et al. (1997)

Wie in anderen Geweben mit hohem ATP-Bedarf (z.B. Herz, arbeitender Skelettmuskel,
Gehirn) kann in den Spermien vieler Spezies Phoshocreatin als Reservoir fiir energiereiches
Phosphat generiert werden. Wéhrend diesem Transportsystem in den Spermien von Seeigel,
Hahn und Forelle eine bedeutende Rolle zugeschrieben wird, existiert es in Sdugerspermien
nicht in vergleichbarem MaBe. In Eber- und Bullenspermien scheint dieses System sogar
vollig zu fehlen (KALDIS et al., 1997), da weder Creatinkinaseaktivitit (KAMP et al., 1996)
noch Phosphocreatin (BROOKS, 1971; ROBITAILLE et al., 1987) in ejakulierten Spermien zu
finden waren. Ferner wurde festgestellt, dass bei ejakulierten Bullenspermien die
Creatinkinase, die wahrscheinlich auf der Aufenseite der Plasmamembran sitzt und im
Nebenhoden noch aktiv zu sein scheint, vermutlich durch einen sehr wirksamen Inhibitor aus
dem Sekret akzessorischer Driisen ausgeschaltet wird (KALDIS et al., 1997). Der biologische
Sinn dieser Inhibition ist gegenwirtig nicht geklart.

Ein weiterer Energie-Shuttle wurde durch SCHOFF et al. (1989) vorgeschlagen. Es handelt
sich hierbei um den Adenylatkinase (AK)-Shuttle (Abbildung 7), welcher in Spermien, die
keinen CK/PCr-Shuttle besitzen, vermutet wird. In diesem System wiirden, in Analogie zum
CK/PCr-Shuttle, das Cr durch AMP als mitochondrialer Akzeptor des energiereichen
Phosphats sowie die mitochondrialen und cytosolischen CK-Isoenzyme durch entsprechende
AK-Isoformen ersetzt (TANABE et al.,, 1993). Es wiirden dementsprechend durch ein
Wechselspiel der mitochondrialen AK mit der ATP-Synthase im Mitochondrium
energiereiche Phosphatgruppen auf AMP iibertragen, wodurch ADP und nachfolgend ATP
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gebildet wird. ATP diffundierte zum Ort seines Verbrauchs, den Dynein-ATPasen, wo es zu
ADP und energiereichem Phosphat hydrolysiert wiirde. Aus dem entstandenen ADP konnte
nun mit Hilfe der cytoplasmatischen AK wieder ATP und AMP werden. AMP wiirde dann

wieder mit zwei energiereichen Phosphatgruppen in den Mitochondrien beladen.

Abbildung 7: Modell des AK-Shuttle-Systems in Sdugerspermien
Quelle: Eigener Entwurf
Beachte: ATP + AMP ———= ADP + ADP
AK

Ob ein solches Shuttle-System in Sdugerspermien operiert, ist noch nicht ausreichend
geklart. Gegeniiber dem CK/PCr-Shuttle hitte es den Vorteil, dass pro Molekiill ATP 2
energiereiche Phosphate transportiert wiirden. Der Nachteil besteht jedoch darin, dass die
Diffusionsrate fiir AMP deutlich niedriger liegt als fiir Creatin. Dennoch gibt es Anzeichen
fiir eine besondere Bedeutung der AK in Sdugerspermien. SCHOFF et al. (1989) konnten einen
experimentellen Hinweis fiir die Beteiligung der AK am Energiestoffwechsel liefern.
Permeabilisierte Bullenspermien waren bei Bereitstellung von MgADP in der Lage, ihre
Motilitdt aufrechtzuerhalten, d.h., ADP wurde zu AMP und ATP umgesetzt. Weiterhin
konnten in Mausspermien zwei verschiedene Isoformen (AK1 und AK2) identifiziert werden,
die in der Zelle unterschiedlich lokalisiert sind (CAO et al., 2006). AK2 mRNA wird wéhrend
der gesamten Spermatogenese in geringen Mengen gefunden. Das zugehorige Protein ist im
Bereich der Mitochondrien im Mittelstiick des Flagellums lokalisiert. AK/ mRNA hingegen
ist keimzellspezifisch und wird vermehrt in der spiten Spermiogenese gebildet. Im Spermium
wurde AK1 im Bereich der &uBeren Mikrotubulidupletts sowie der dicken Filamente

lokalisiert. Diese beiden Isozyme konnten Teil des vorgestellten AK-Shuttle-Systems sein. Da



36 Einleitung

bei médnnlichen 4K/-null-Miusen aber keine Fertilititseinbu3en beobachtet wurden (JANSSEN
et al., 2000), ist zu vermuten, dass dieser Shuttle die Spermienmotilitit unterstiitzten kann,
aber nicht essentiell ist. Es wére auch moglich, dass die Bedeutung der Adenylatkinase-
reaktion an einer anderen Stelle zu suchen ist. So wurde ein AK-Shuttle zwischen ATP-
produzierenden und -verbrauchenden Reaktionen im Zytoplasma (ZELEZNIKAR et al., 1995)
sowie im Intermembranraum der Mitochondrien vorgeschlagen, welches die Anhdufung von
cytosolischem ADP im Flagellum verhindern und somit wichtig fiir die thermodynamische
Effizienz ATP-produzierender und -verbrauchender Reaktionen sein konnte (KALDIS et al.,
1997). Auch ein Wechselspiel zwischen CK-Shuttle- und AK-Shuttle-System, wie fiir
Muskelgewebe beschrieben (DZEJA et al., 1996), wire im Spermium denkbar.

Eine weitere Moglichkeit, die axonemalen Dynein-ATPasen im Spermienflagellum mit
ihrem Substrat ATP zu versorgen, konnte in der Kompartimentierung von Stoffwechselwegen
im Spermium liegen. Wie in Abschnitt 1.2.5 genauer beschrieben, wurde eine Assoziation
glykolytischer Enzyme mit der fibrosen Scheide des Flagellums gezeigt. Diese Assoziation
konnte fiir die Versorgung der Dynein-ATPasen mit ATP bedeutsam sein, da sie die
Moglichkeit bote, die ATPasen im mitochondrienfreien Teil des Flagellums unabhéngig von
den Mitochondrien mit ATP zu versorgen. Uber die Substratkettenphosphorylierung der
Glykolyse konnte in direkter Nachbarschaft vom Verbrauchsort ATP generiert werden
(WESTHOFF und KAmP, 1997; EDDY et al., 2003).

Neben der Versorgung der Dynein-ATPasen mit ATP wird diskutiert, dass die
Lokalisierung der Glykolyse an der fibrosen Scheide ATP fiir Signalereignisse bereitstellt.
Die fibrése Scheide fungiert wahrscheinlich auch als Geriist fiir Signalmolekiile, die an der
Kontrolle der Motilitdt beteiligt sind. So wire eine lokale Kopplung der Energieversorgung
und Regulation der Motilitdt im Flagellum denkbar (TRAVIS et al., 2001).

Man muss davon ausgehen, dass bei Sdugerspermien je nach Art verschiedene Systeme
zur ATP-Versorgung genutzt werden (vgl. FORD, 2006). Die Kompartimentierung der
Glykolyse im Hauptstiick bietet hier eine der Mdoglichkeiten. Dieses Ergebnis passt zu der
Erkenntnis, dass wichtige physiologische Funktionen im Organismus mehrfach abgesichert

sind (Redundanz).

1.2.5 Strukturbindungen glykolytischer Enzyme

Die glykolytischen Enzyme in vielen somatischen Zellen wurden hauptsédchlich als
cytosolische Proteine beschrieben. Daneben wurden aber auch Interaktionen glykolytischer
Enzyme mit Strukturkomponenten gefunden. So koénnen glykolytische Enzyme {iber

schwache ionische oder hydrophobe Interaktionen mit dem Cytoskelett, mit kontraktilen
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Fasern (Muskel), mit Mikrotubuli und mit der Plasmamembran (Erythrozyten) assoziiert sein
(MASTERS et al., 1987; SRERE, 1987; DURRIEU et al., 1987; HUITOREL und PANTALONI, 1985;
KUMAGATI und SAKAIL 1983; VERTESSY et al., 1997; WALSH et al., 1989; KNULL und WALSH,
1992; SRERE und KNULL, 1998). Fiir somatische Hexokinase vom Typ 1 ist bekannt, dass sie
iiber eine Porin-Bindungsdoméne an die duBlere mitochondriale Membran gebunden werden
kann (FELGNER und WILSON, 1977; POLAKIS und WILSON, 1985; SMITH und WILSON, 1991).
Diese Assoziationen sind reversibel und konnen teilweise die Enzymaktivititen modulieren
(iiber Phosphorylierung oder als Folge von Enzym-Struktur-Interaktionen), so dass
regulatorische Effekte moglich sind (MINASCHEK et al., 1992).

In den letzten Jahren wurden durch verschiedene Arbeitsgruppen Besonderheiten
glykolytischer Enzyme in Sdugerspermien aufgezeigt. Bereits 1975 berichteten STOREY und
KAYNE, dass glykolytische Enzyme und die Laktatdehydrogenase nur partiell aus
Kaninchenspermien extrahierbar sind. JONES und PiccoLo (1999) beobachteten bei
hypotonisch behandelten Eberspermien, dass die glykolytischen Enzyme, mit Ausnahme von
Phosphofruktokinase und Laktatdehydrogenase in nicht-loslicher Form vorliegen. Die am
hiufigsten untersuchten glykolytischen Enzyme in Séugerspermien sind die Hexokinase und
die GAPDH. Fiir beide Enzyme wurden keimzell- bzw. spermienspezifische Isoformen auf
der Ebene der Nukleinsduren identifiziert und in Sdugerspermien lokalisiert (HK1-S: MORI et
al., 1993; TrRAVIS et al., 1998; GAPDH-S: WELCH et al., 1992, 2000, 2006; WESTHOFF und
Kamp, 1997). Die zugehorigen Aminosduresequenzen beider Enzyme besitzen N-Termini, die
sich von denen der entsprechenden Enzyme in somatischen Zellen unterscheiden. Fiir die
Hexokinasen somatischer Zellen ist eine N-terminale Porinbindungsdoméne typisch, die der
Anbindung an die Mitochondrien dient. Der HK1-S fehlt diese Doméne. Sie wird durch eine
keimzellspezifische Region ersetzt (MORI et al., 1993; TRAVIS et al., 1998). Gegeniiber
somatischen Glycerinaldehyd-3-phosphat-Dehydrogenasen ist die GAPDH-S N-terminal
verldngert. So wurde z.B. anhand einer spezifischen cDNA aus Mausekeimzellen GAPDH-S
vorhergesagt, welche N-terminal eine zusdtzliche 105 Aminosduren lange, prolinreiche
Sequenz besitzt (WELCH et al., 1992). Uber die Nukleotidebene wurde auch
keimzellspezifische GAPDH-S bei Mensch (WELCH et al., 2000) und Ratte (WELCH et al.,
2006) identifiziert, fiir die ebenfalls prolinreiche Verlingerungen am Aminoterminus
beschrieben sind. Fiir beide Proteine, HK1-S und GAPDH-S, wurde zudem gezeigt, dass sie
wiahrend der Spermatogenese erstmals in Spermatiden auftreten. So konnten sie gebildet
werden, um spezielle Funktionen in Spermien zu unterstiitzen. Aufgrund einer
ungewohnlichen Lokalisierung der beiden Enzyme in Sdugerspermien wurde vermutet, dass

die ungewohnlichen N-Termini fiir die Bindung der Proteine an Zellstrukturen verantwortlich
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sind. Fir beide Enzyme wurde eine ungewohnliche Bindung an Spermienstrukturen
beschrieben, wobei sich die Art der Bindung unterscheidet. Wahrend HK1-S mit Hilfe von
Detergenzien wie Triton X-100 abgeldst werden konnte (TRAVIS et al., 1998; KRISFALUSI et
al., 2006), war dies bei der GAPDH-S nicht moglich (WESTHOFF und Kamp, 1997;
KRISFALUSI et al., 2006). Zur Ablosung der in Eberspermien zu iiber 90% fest gebundenen
GAPDH-S war ein kurzfristiger proteolytischer Verdau, z.B. mit Trypsin, nétig (WESTHOFF
und Kamp, 1997). Mit Hilfe spezifischer Antikdrper wurde die GAPDH-S ausschlieBlich im
Hauptstiick von Spermienflagellen (WELCH et al., 2000, 2006; MIKI et al., 2004) und hier an
der fibrosen Scheide (WESTHOFF und KAMP, 1997) lokalisiert. Die HK1-S wurde neben der
fibrosen Scheide auch im Bereich der Mitochondrien und an Membranen des Spermienkopfes
gefunden (TRAVIS et al., 1998). Wie bereits in Unterabschnitt 1.2.2.1 beschrieben, wurden an
gereinigter fibroser Scheide aus Mausspermiem neben der HK1-S und der GAPDH-S, weitere
glykolytische Enzyme identifiziert, welche ebenfalls eine ungewohnlich feste Bindung an
diese Struktur aufwiesen. So wurden die A-Isoform der Aldolase 1 sowie die PK, aber auch
die LDH-A weder durch Triton X-100 noch durch KSCN oder Harnstoff von der fibrésen
Scheide geldst (KRISFALUSI et al., 2006). Verschiedene glykolytische Enzyme und die LDH
sind also ungewohnlich fest mit der fibrosen Scheide assoziiert.

Neben den bereits angefiihrten glykolytischen Enzymen, wurden weitere mit besonderen
Eigenschaften beschrieben. So wurden fiir die Phosphoglyzeratkinase (PGK-2, CHEN et al.,
2004) und die Enolase (EDWARDS und GROOTEGOED, 1983) testes- bzw. spermienspezifische
Formen nachgewiesen. Fiir andere glykolytische Enzyme -die Phosphoglukoseisomerase
(BUEHR und MCLAREN, 1981), Aldolase (GILLIS und TAMBLYN, 1984),
Triosephosphatisomerase (RUSSELL und KiM, 1996), Phosphoglyzeratmutase (FUNDELE et al.,
1987) und auch die Pyruvatkinase (STOREY und KAYNE, 1980; KRISFALUSI et al., 2006)-
liegen zwar noch keine Aminosduresequenzen vor, sind aber strukturelle oder funktionelle

Besonderheiten bekannt.

1.3 Die Pyruvatkinase

Die Pyruvatkinase (PK) katalysiert die unter physiologischen Bedingungen irreversible
Ubertragung der Phosphorylgruppe von Phosphoenolpyruvat auf ADP. Sie kontrolliert die
Bildung der Glykolyse-Produkte ATP und Pyruvat iiber folgende Reaktion:

ADP ATP

N A

PK

Phosphoenolpyruvat > Pyruvat
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Entstandenes Pyruvat kann in den Mitochondrien weiter zu CO, abgebaut werden oder
unter Produktion von NAD zu Laktat reduziert werden. Fiir ihre katalytische Aktivitét

benotigt die PK mono- und divalente Kationen (K+, Mg2+; NOWAK und SUELTER, 1981).

1.3.1 Somatische Pyruvatkinase

In somatischen Zellen wurden bisher vier Isozyme der PK identifiziert, welche sich
sowohl in ihren molekularen und kinetischen Eigenschaften als auch in ihrem Vorkommen
und der genetischen Herkunft unterscheiden. Es handelt sich um PK-M1, PK-M2, PK-L und
PK-R. Bei der nativen somatischen PK handelt es sich um ein Tetramer, welches je nach
Isoform aus gleich- (Homomer; bei PK-M1, PK-M2 und PK-L) oder verschiedenartigen
Untereinheiten (Heteromer; bei PK-R) besteht. Die Molekulargewichte der Untereinheiten
variieren zwischen 47,5 und 62,5 kDa (HALL und COTTAM, 1978). Diese Variationen in den
Molekulargewichten diirften zumindest teilweise methodisch bedingt sein.

Obwohl die Isoenzyme der PK &dhnlich aufgebaut sind, unterscheiden sie sich in ihren
regulatorischen Eigenschaften. Besonders die MIl-Isoform weist deutliche kinetische
Unterschiede im Vergleich mit den drei anderen Isoformen auf. So zeigt die PK-M1 eine hohe
Affinitdt fiir das Substrat PEP und eine hyperbolische Abhéngigkeit der Aktivitit von der
PEP-Konzentration gegeniiber einer sigmoidalen bei PK-L und PK-R (HALL und COTTAM,
1978). Ein weiterer Unterschied besteht in der allosterischen Aktivierung durch Fruktose 1,6-
bisphosphat. Die PK-L, -R und -M2 sind aktivierbar, nicht jedoch die M1-Form (HALL und
CoTTAM, 1978; STOREY und KAYNE, 1980). Auch die inhibitorische Wirkung von L-Alanin
zeigt sich nur bei der L-, R- und M2-Form der PK (HALL und COTTAM, 1978; IMAMURA und
TANAKA, 1982). Wihrend die L-Form der PK deutlich durch ATP gehemmt wird, wird PK-
M1 hierdurch nur leicht gehemmt (NEWSHOLME und LEECH, 1983). Durch solch
unterschiedlich geregelte Enzymformen ist es dem Organismus moglich, die Glykolyse
gewebespezifisch zu kontrollieren (NEWSHOLME und LEECH, 1983) und an spezielle
Stoffwechselerfordernisse anzupassen.

Die Isoenzyme der PK werden in den Geweben zu verschiedenen Zeiten der Ontogenese
unterschiedlich stark exprimiert. So findet man in ausdifferenzierten Geweben wie Herz,
Gehirn und adultem Skelettmuskel hauptsidchlich das M1-Isoenzym. Der M2-Typ herrscht
z.B. im Fotus und in undifferenzierten oder proliferierenden Geweben vor, ist aber auch in
reifen Geweben (z.B. in der Niere) stark verbreitet. Das L-Typ-Isoenzym ist vorwiegend in
der Leber zu finden. In Erythrozyten sowie hdmatopoetischen Geweben liegt der R-Typ der
PK vor (vgl. DABROWSKA et al., 1998). Die PK-Isozyme wurden im Cytosol und im Kern

verschiedener Gewebezellen nachgewiesen (IMAMURA und TANAKA, 1972; CARBONELL et al.,
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1973; STRANDHOLM et al., 1976; NOWAK und SUELTER, 1981; GUMINSKA et al., 1988).
Interaktionen der PK mit Komponenten des Cytoskeletts (z.B. Aktin), vermutlich {iiber
elektrostatische Kréfte, wurden ebenfalls beschrieben (REID und MASTERS, 1986; MASTERS et
al., 1987).

Die bekannten PK-Isozyme in Sdugern werden von zwei Genen codiert: PKM und PKL.
PK-M1 und PK-M2 werden in Ratte und Mensch vom PKM-Gen codiert und unterscheiden
sich aufgrund von alternativem Splicing des gleichen Primértranskripts (TAKENAKA et al.,
1989, 1991). Das PKM-Gen besteht aus 12 Exons und 11 Introns, wobei fir PK-M1
spezifische Sequenzen in Exon 9 und fir PK-M2 spezifische in Exon 10 liegen. Zur
Herstellung von PK-M1 wird also das Exon 10, zu der von PK-M2 das Exon 9 aus dem
Primértranskript geschnitten. Unterschiedliche Transkripte fiir PK-L und PK-R in Ratte
werden vom PKL-Gen durch alternative gewebespezifische Promotoren erhalten (NOGUCHI et
al., 1987). Die N-Termini von PK-L und PK-R sind im Vergleich zu PK-M1 und PK-M2
verldngert, worin ein Grund fiir die unterschiedlichen kinetischen Eigenschaften der Isozyme

liegen konnte (vgl. MUIRHEAD et al., 1986).

1.3.2 Pyruvatkinase in Spermien und Zielsetzung dieser Arbeit

Uber die PK von Sdugerspermien ist bislang nur wenig bekannt. STOREY und KAYNE
(1975, 1980) untersuchten die PK reifer Epididymalspermien von Kaninchen und fanden
heraus, dass PK bei hypotonischer Behandlung der Spermien an Zellstrukturen gebunden
bleibt. Die katalytischen Eigenschaften dhnelten denen der Muskel-PK (PK-M1), welche als
16sliches bzw. leicht ablosbares Enzym vorliegt (Abschnitt 1.3.1). So wurden dhnliche Ky-
Werte fir die Substrate (PEP und ADP) sowie keine Aktivierung durch
Fruktose 1,6-bisphosphat (bis zu 1 mM) festgestellt. Die Zugabe von ATP (1 mM) hatte nur
eine partielle Hemmung der PK zur Folge. Aulerdem inhibierte Phenylalanin (2,5 bzw. 4,5
mM) die Spermien-PK, wihrend Alanin (4,8 bzw. 2,9 mM) teilweise de-inhibierend wirkte.
Ferner wurde beobachtet, dass die Aktivitit der Spermien-PK zwischen verschiedenen Tieren
einer Art variiert (STOREY und KAYNE, 1975).

MEDRANO et al. (2006b) untersuchten die Substratabhdngigkeit von PK aus
Eberspermien. Nach Ultraschallbehandlung gewaschener Eberspermien in
Homogenisationspuffer und anschlieBender Zentrifugation wurde sowohl im Uberstand als
auch im Sediment PK-Aktivitit gezeigt. Losliche und gebundene PK zeigten hohe Affinitit
fiir PEP und ADP. Besonders dem ADP wurde hier eine besondere Funktion fiir die Aktivitit
in vivo zugesprochen. Das intrazelluldre Verhiltnis von ADP zu ATP konnte also wesentlich

fiir die PK-Aktivitdt und damit fiir die Glykolyserate sein.
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Die Bindung von PK an Spermienstrukturen wurde auch von weiteren Arbeitsgruppen
beobachtet. So sprechen JONES und PiccoLO (1999) von nicht 16slich vorliegender PK in
Eberspermien. Nach WESTHOFF (1996) liegt in Eberspermien etwa 83% der PK
strukturgebunden vor. Vor wenigen Monaten berichteten KRISFALUSI et al. (2006) erstmals,
dass die PK fest an gereinigter fibroser Scheide aus Mausspermien gebunden ist und weder
durch Triton X-100, noch KSCN oder Harnstoff abgelost werden konnte. Sie folgerten
aufgrund von mRNA-Untersuchungen wihrend der Spermatogenese in Mausen (DE LUIS und

DEL MAZ0, 1998), dass es sich bei der gebundenen PK um PK-M1 handelt.

Zu Beginn dieser Arbeit war nicht klar, an welchen Strukturen der Spermien die PK
gebunden ist. Auch nach der Publikation von KRISFALUSI und Mitarbeitern bleibt weiterhin
unklar, ob die PK ausschlieBlich an der fibrésen Scheide lokalisiert ist und ob Spermien eine
somatische und/oder eine spermienspezifische Form besitzen. Auflerdem ist unklar, in
welcher Art PK an Spermienstrukturen gebunden ist und worin die physiologischen
Funktionen der Strukturbindung liegen. Dient sie der rdumlichen Organisation der Glykolyse
in Spermien oder verdndert sie die kinetischen Eigenschaften des Enzyms oder beides? Des
Weiteren ist zu liberpriifen, ob die PK in Spermien unterschiedlicher Sdaugerarten dhnlich oder
unterschiedlich lokalisiert vorliegt. So konnten bekannte artspezifische Unterschiede im
Stoffwechsel von Sdugerspermien (MARIN et al., 2003) eventuell {iber eine unterschiedliche
Lokalisierung von Stoffwechselenzymen erklért werden. Zu kliren ist weiterhin, in welchem
Ausmal PK in den verschiedenen Stadien der Spermatogenese in den mannlichen Keimzellen
vorhanden ist, und ob beim Vorliegen mehrerer PK-Formen, deren Expression wiahrend der
Spermatogenese Unterschiede aufweist. Wird eine spermienspezifische PK-Form eventuell

erst fiir spezielle Funktionen im Spermium gebildet?

Um einige dieser offenen Fragen zu beantworten, wurde in dieser Arbeit die an
Strukturen gebundene PK aus ejakulierten Eberspermien gereinigt und spezifische Antikodrper
gegen ihre N-terminale Aminosduresequenz produziert. Mit Hilfe dieser Antikorper wurde
untersucht, ob unterschiedliche Formen der PK in Sdugerspermien vorliegen und wo diese
lokalisiert sind. Zudem wurden sie genutzt, um die gebundene PK in Spermien verschiedener
Sauger (Eber, Bulle, Mann) sowie in Eberhodenschnitten zu lokalisieren. Es wurde auerdem
iiberpriift, ob die kinetischen Eigenschaften von PK aus Eberspermien sich von denen
somatischer PK unterscheidet. Letztlich dient diese Studie dazu, die Bedeutung der Glykolyse

in Sdugerspermien besser zu verstehen.
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2 Material und Methoden

2.1 Versuchsmaterial

Eberejakulate wurden iiber die Genossenschaft zur Forderung der Schweinehaltung eG
(GFS) in 59387 Ascheberg (Zum Popping 29) bezogen. Die Lieferung erfolgte per
Nachtexpress. Die Eberejakulate waren zur kurzfristigen Aufbewahrung 1:2 mit Beltsville
Thawing Solution (BTS) verdiinnt. Fiir die Immunogoldmarkierung glykolytischer Enzyme
an Sdugerspermien wurden in das Methylacrylat LR White eingebettete Eber-, Bullen- und
Humanspermien verwendet. Die LR White-Blockchen wurden von Dr. D. Westhoff
bereitgestellt. Hoden eines geschlechtsreifen Ebers wurden von einer lokalen Veterindrstation
bezogen.

Polyklonales Antiserum gegen gereinigte strukturgebundene Eberspermien-PK wurde bei
der Firma CovalAb (69007 Lyon, Frankreich) produziert. Die Antikdrper wurden dann {iber
Sepharose gereinigt, an die ein flir die strukturgebundene Eberspermien-PK spezifisches
Peptid gekoppelt war. Das Peptid wurde ebenfalls bei der Firma CovalAb synthetisiert und an

die Sepharose gekoppelt. Kéuflich erworbene Antikorper, die verwendet wurden, sind

nachfolgend aufgelistet.

Antikérper

Herstellerangaben

Bezugsfirma

Anti-PK-M1

Anti-Kaninchenmuskel-

Anti-Kaninchenmuskel-PK aus Ziege

monoklonale Antikdrper gegen

DPC Biermann, 61231 Bad
Nauheim

Calbiochem, EMD

GAPDH Kaninchenmuskel-GAPDH aus Maus, Isotyp Biosciences Inc., San Diego,
. 1gG1, Klon 6C5, Protein A affinitdtsgereinigt CA, USA
Primar-
antikoérper Anti-GAPDH-S Antiserum gegen die gereinigte bereitgestellt von Dr. D.
strukturgebundene GAPDH aus Eberspermien Westhoff
Anti-Acrosin monoklonale Antikérper gegen Eberacrosin Acris Antibodies GmbH,
aus Maus, Isotyp 1gG1, Klon ACR-2, Protein A 32120 Hiddenhausen
affinitatsgereinigt
Anti-Ziegen IgG Anti-Ziegen IgG (ganzes Molekiil) aus Sigma-Aldrich Inc., Saint
Kaninchen, affinitatsgereinigt Louis, Missouri, USA
Perqxid.ase- Anti-Kaninchen I1gG Anti-Kaninchen IgG (ganzes Molekiil) aus Sigma-Aldrich Inc., Saint
kSonliugI(?"'—te Ziege, affinitatsgereinigt Louis, Missouri, USA
aﬁtiﬁgrpagr_ Anti-Maus IgG Anti-Maus IgG [H&L] aus Ziege, Rockland Immunochemicals

affinitatsgereinigt

Inc., Gilbertsville, PA 19525,
USA

Fluoreszenz-

Anti-Ziegen IgG

Anti-Ziegen IgG aus Esel, Alexa Fluor 546

Molecular Probes, 2333AA
Leiden, Niederlande

markierte Anti-Kaninchen IgG Anti-Kaninchen IgG aus Ziege, highly cross- Molecular Probes, 2333AA
Sekundar- adsorbed, Alexa Fluor 568 Leiden, Niederlande
antikérper Anti-Maus 1gG Anti-Maus 1gG aus Ziege, highly cross- Molecular Probes, 2333AA

adsorbed, Alexa Fluor 488

Leiden, Niederlande

Gold-markierte
Sekundar-
antikérper

Anti-Ziegen 1gG
Anti-Kaninchen IgG

Anti-Maus I1gG

Anti-Ziegen 1gG [H&L] aus Kaninchen,
affinitatsgereinigt, 10 nm Goldpartikel

Anti-Kaninchen IgG [H&L] aus Ziege,
affinitatsgereinigt, 10 nm Goldpartikel
Anti-Maus IgG [H&L] aus Ziege,

affinitatsgereinigt, 10 nm Goldpartikel

Biotrend Chemikalien
GmbH, 50933 Kdln

Biotrend Chemikalien
GmbH, 50933 Kdln

Biotrend Chemikalien
GmbH, 50933 Kaln
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2.2 Chemikalien und Gerite

2.2.1 Verwendete Chemikalien

Chemikalien Bezugsfirma

Bio-Rad Protein Assay Bio-Rad Laboratories GmbH, 80939 Miinchen
BTS Minitiib, 84184 Tiefenbach

DAPI (4’-6-Diamidino-2-Phenylindol)
Fractogel EMD Phenyl (S), Propyl (S) und SO; (S)
Glycerin

Kaltwasserfischgelatine

LMW

LR White

Mowiol

Ovalbumin

Roti-Block und Roti-Load 1

Tissue tec, Jung Tissue Freezing Medium
Triton X-100

Tween 20

Sigma-Aldrich Inc., Saint Louis, Missouri, USA

Merck KGaA, 64271 Darmstadt

Carl Roth GmbH und Co., 76185 Karlsruhe
Sigma-Aldrich Inc., Saint Louis, Missouri, USA
Amersham Biosciences Europe GmbH, 79111 Freiburg
Sigma-Aldrich Inc., Saint Louis, Missouri, USA
Hoechst, 65926 Frankfurt

AppliChem GmbH, 64291 Darmstadt

Carl Roth GmbH und Co., 76185 Karlsruhe

Leica Microsystems Nussloch GmbH, 69226 Nussloch
Roche Diagnostics GmbH, 68305 Mannheim
AppliChem GmbH, 64291 Darmstadt

Andere Cemikalien wurden von Sigma-Aldrich Inc., Merck KGaA und Serva Electrophoresis

GmbH (69115 Heidelberg) sowie Biochemikalien und Enzyme von Roche Diagnostics GmbH
(68305 Mannheim) und Sigma-Aldrich Inc. bezogen.

2.2.2 Verwendete Gerite und Hilfsmittel

Gerat/Hilfsmittel

Bezugsfirma

Centrifuge 5412
DM RP Mikroskop
FPLC System

bestehend aus:
2 x Pump P-500
Programmer GP-250 Plus
Mixer 24 V, 50-60 Hz, 5 MPa
Valve V-7, 5 MPa
Fraktionssammler FRAC-100

6. Monitor UV-M
Gelsystem (Glasplatten, Kdmme und Spacer)
Grids fur Elektronenmikroskopie
Kontron Uvikon Spectrophotometer 922
Gefriertrocknungsanlage
Metrawatt Servogor 120
Mikrotom HM 560
Multiskan Ascent
Nitrocellulosemembran (Protan BA 85
Cellulosenitrat)
ORCA ER CCD Kamera
PAP-Pen, Liquid Blocker
Phero-minivert Elektrophoresekammer
pH-Meter CG 702
Plastibrand Einmalkiivetten, 1,5 ml, halbmikro
PM2 DL Spektralphotometer
Resource Phe- und Resource Q-Saule
Saulen
Sonifier B-12
Sorvall Rotor SS-34
Sorvall Zentrifuge RC5C

o wd=

Eppendorf, 50389 Wesseling-Berzdorf
Leica, 64625 Bensheim
Amersham Bioscience Europe, 79111 Freiburg

Biotec-Fischer GmbH, 35447 Reiskirchen

Plano, 35578 Wetzlar

Tresser Instruments, 64846 Gro3-Zimmern
Christ, 37520 Osterode am Harz

Asea Brown Boveri (ABB), 8050 Zirich, Schweiz
MICROM International GmbH, 69190 Walldorf
Thermo Life Sciences, 63505 Langenselbold
Schleicher und Schuell, 37582 Dassel

Hamamatsu, 82211 Herrsching

Science Services, 80637 Miinchen

Biotec-Fischer GmbH, 35447 Reiskirchen

Schott, 55122 Mainz

Brand, 97861 Wertheim

Carl Zeiss AG, 73447 Oberkochen

Amersham Bioscience Europe, 79111 Freiburg
Amersham Bioscience Europe, 79111 Freiburg
Branson Sonic Power Company, Danbury, Connecticut
Thermo Electron Corporation, 63505 Langenselbold
Thermo Electron Corporation, 63505 Langenselbold
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Spannungsgerat: PHERO-stab. 500, Biotec-Fischer GmbH, 35447 Reiskirchen
Electrophoresis Powersupply

Tecnai 12 Biotwin Elektronenmikroskop FEI Company, 5600 KA Eindhoven, Niederlande
Tischzentrifuge Amicon Bioseparations, Millipore, 65824 Schwalbach/Ts.
Trans-Blot Semi-Dry Bio-Rad Laboratories, Hercules, Ca, USA

Transsonic 460 Schalltec, 64546 Morfelden-Walldorf

Ultrospec llI Amersham Bioscience Europe, 79111 Freiburg

Waagen PN 1210 und AE 240 Mettler-Toledo GmbH, 35353 GielRen

Wasserbad GFL, 30938 Burgwedel

96well Platten Thermo Life Sciences, 63505 Langenselbold

2.3 Extraktion strukturgebundener PK aus Eberspermien

Die Eberspermien wurden zuerst von Seminalplasma und BTS getrennt. Hierzu wurde
die Spermiensuspension 15 min bei 3000 x g und 17°C zentrifugiert. Der Uberstand wurde
vorsichtig abgenommen und verworfen; die sedimentierten Spermien wurden bis zum
Versuchsbeginn bei -20°C gelagert.

Aufgetaute Spermien wurden in Natriumphosphatpuffer (25 mM; pH 7,3) inkl. 1 mM EDTA
und 1 mM DTT resuspendiert und mit Ultraschall behandelt (5-7 x 6 sec, dazwischen
Lagerung auf Eis). AnschlieBend wurde das Homogenat 3-4 min bei 10000 x g und 4°C
zentrifugiert. Das Sediment wurde erneut in Phosphatpuffer resuspendiert und mit Ultraschall
behandelt. Nach Zentrifugation der Probe wurde das Sediment zweimal in Phosphatpuffer
gewaschen (d.h. jeweils Resuspendierung und Zentrifugation wie zuvor). Das Sediment
wurde dann erneut in Phosphatpuffer resuspendiert und fiir 5 min bei RT mit Trypsin (3 mg/g
Spermiennassgewicht) inkubiert. Der Trypsinverdau wurde mit je 20 pul 0,1 M
Phenylmethylsulfonylfluorid (PMSF) pro g Spermiennassgewicht gestoppt. Anschlieend
wurde die Probe sofort fiir 20 min bei 40000 x g und 4°C zentrifugiert. Der Uberstand mit der
proteolytisch von Spermienstrukturen abgeldsten PK wurde vorsichtig abgenommen und bis

zur Weiterverarbeitung auf Eis gelagert.
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1,1 g Spermien
l+ 10 ml Phosphatpuffer

5-7 x 6 sec Ultraschall

Homogenat 1 —> Kontrollprobe H1 abnehmen

3-4 min, 10000 x g

Kontrollprobe Ul abnehmen <—— S
l+ 10 ml Phosphatpuffer

=

l5-7 x 6 sec Ultraschall

Homogenat 2 —> Kontrollprobe H2 abnehmen
3-4 min, 10000 x g
Kontrollprobe U2 abnehmen <— S2

+ 10 ml Phosphatpuffer
S2-Suspension —> Kontrollprobe S2 abnehmen

3-4 min, 10000 x g

Kontrollprobe U3 abnehmen <— S3
+ 10 ml Phosphatpuffer

S3-Suspension —> Kontrollprobe S3 abnehmen

3-4 min, 10000 x g

Kontrollprobe U4 abnehmen <—— S
iJr 4,5 ml Phosphatpuffer

=

S4-Suspension —> Kontrollprobe S4 abnehmen

Trypsinbehandlung: 3 mg Trypsin/g
Spermiennassgewicht, 5 min Einwirkzeit

Stoppen des Trypsinverdaus: 20 pl
0,1 M PMSF/g Spermiennassgewicht

20 min, 40000 x g (Rotor: SS-34)
bzw. 27000 x g (Rotor: GSA)

Abbildung 8: Ablauf der Extraktion von PK aus Eberspermien.

Die aufgetauten Spermien (z.B. 1,1 g) werden iiber die Behandlung mit Ultraschall aufgeschlossen. Die
nach Zentrifugation sedimentierten Spermienstrukturen werden gewaschen und mit Trypsin inkubiert.
Mit Trypsin abldsbare Proteine (u.a. PK) befinden sich nach Zentrifugation der Probe im Uberstand.

Abkiirzungen: H=Homogenat, U=Uberstand, S=Sediment, UnT=Uberstand nach Trypsinbehandlung,
PMSF=Phenylmethylsulfonylfluorid
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2.4 Reinigung der tryptisch von Spermienstrukturen abgelosten PK

Die proteolytisch von den Eberspermienstrukturen abgeloste PK sollte nun angereichert
werden. Es wurde versucht, die verunreinigenden Proteine im Uberstand nach
Trypsinbehandlung auf der Grundlage unterschiedlicher Proteineigenschaften von der PK
abzutrennen. So wurde gepriift, ob Unterschiede in Hydrophobizitit oder Proteinladung zur
Reinigung der PK genutzt werden konnen. Die Chromatographien wurden jeweils als FPLC
(Fast Performance Liquid Chromatographie) durchgefiihrt, bei der die mobile Phase fliissig
(Liquid) ist und eine schnelle Durchfiihrung (Fast Performance) durch Pumpen erreicht wird.
An einer Kontrolleinheit werden u.a. die Flussrate und das Mischungsverhiltnis der zur
Chromatographie verwendeten Losungen iiber die Saule definiert.

Das Ergebnis der Reinigung wurde {iiber die Bestimmung von spezifischer Aktivitit,
Reinigungsfaktor und Ausbeute, SDS-gelelektrophoretische Proteinauftrennung und
-anfarbung sowie teilweise iiber die Messung von Fremdaktivititen (v.a. der GAPDH)

bewertet.

2.4.1 Hydrophobizititschromatographie

Bei der Hydrophobizititschromatographie werden die spezifischen hydrophoben
Oberfliachen von Proteinen ausgenutzt. Diese werden durch Aminosduren mit hydrophobem
Charakter, welche auf der Proteinoberflache exponiert liegen, gebildet. Die Sdulenmatrix tragt
hydrophobe Gruppen, mit welchen die hydrophoben Oberflichen der Proteine interagieren.
Diese Protein-Saulen-Wechselwirkung kann je nach Aufbau und Struktur der Proteine sehr
unterschiedlich ausfallen. Salze beeinflussen die hydrophoben Wechselwirkungen zwischen
Protein und S&ulenmaterial. So fithren hohe Salzkonzentrationen zu einem gesteigerten nach
auBen Kehren von hydrophoben Proteinregionen und somit zu einer vermehrten Ausbildung
von hydrophoben Wechselwirkungen. Zum Probenauftrag wird eine Salzkonzentration im
Puffer gewihlt, bei welcher das Zielprotein ausreichend hydrophob vorliegt und (fest) an das
Sdulenmaterial bindet. Den Einfluss der lonenstdrke auf die hydrophoben Wechselwirkungen
macht man sich auch bei der Elution zunutze. Je nach Hydrophobizititsgrad kénnen die
Proteine durch Reduktion der Salzkonzentration unterschiedlich schnell von der Sdule gelost
und somit im giinstigsten Fall voneinander getrennt werden.

Zu Beginn wurde versucht, die proteolytisch abgeloste PK aus dem Uberstand nach
Trypsinbehandlung iiber das hydrophobe Sédulenmaterial Resource Phe von Pharmacia
Biotech (Volumen: 1 ml) anzureichern. Die polymerische Matrix (Polystyren/Divinyl
Benzen) tragt hier Phenylketten, die an aromatische Aminosduren binden. Die Anbindung von

Proteinen (u.a. der PK) an das Sdulenmaterial erfolgte bei 30% (NH4),SO4 [in
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Natriumphosphatpuffer (25 mM; pH 7,3) inkl. 1 mM EDTA und 1 mM DTT]. Nach dem
Auswaschen nicht bindender Proteine wurde iiber eine lineare und/oder gestufte Absenkung
der (NH4)>SO4-Konzentration im Chromatographiepuffer die Elution sowie teilweise auch
eine Trennung der Proteine bewirkt.

Um Aktivititsverluste wahrend/infolge der Reinigungsprozedur zu verhindern, wurde
nachfolgend versucht, die PK durch 10% Glycerin in den Chromatographiepuffern zu
stabilisieren. Auflerdem wurde die Einsatzmenge an Spermien und so die auf die Siule
aufgetragene Proteinmenge erhoht, um ausreichend PK fiir die nachfolgenden Vorhaben
(Reinigungsbeurteilung,  Antikorperproduktion,  Teilsequenzierung und  kinetische
Untersuchungen) zu reinigen.

Um die Menge an gereinigtem Protein zu erhdhen, wurden zwei weitere hydrophobe
Séulenmaterialen auf ihr Vermdgen zur PK-Reinigung hin getestet. Es handelte sich hierbei
um Fractogel EMD Phenyl (S) und Fractogel EMD Propyl (S) von Merck (jeweils
kreuzvernetzte Polymethacrylatharze mit Phenyl bzw. Propyl als funktionelle Gruppen;
PartikelgroBe 20-40 um; Volumen: 10 ml). Es wurden jeweils 50 ml Uberstand nach
Trypsinbehandlung des Zentrifugationssediments von Spermienhomogenat eingesetzt. Diese
wurden mit 25 mM Natriumphosphatpuffer inkl. | mM EDTA und 1 mM DTT sowie 50%
(NH4)2SO4 (pH 7,3), auf 30% (NH4),SO4 gebracht und auf die jeweilige, mit Laufpuffer
[Natriumphosphatpuffer (25 mM; pH 7,3) inkl. 1 mM EDTA und 1 mM DTT sowie 10%
Glycerin und 30% (NH4),SO4] dquilibrierte (Puffervolumen: 110 ml, Pumpgeschwindigkeit: 2
ml/min) Sdule aufgetragen (Probenvolumen: 125 ml, Pumpgeschwindigkeit: 1 ml/min). Nach
dem Probenauftrag wurden die Sdulen mit Laufpuffer gewaschen (Puffervolumen: 55 bzw.
150 ml, Pumpgeschwindigkeit: 1 bzw. 3 ml/min). Auftrage- und Waschdurchfluss wurden
aufgefangen und auf PK-Aktivitdt hin iiberpriift. Die Elution erfolgte mit Hilfe eines linearen
(NH4)2SO4-Gradienten von 30% nach 0% tiber 50 bzw. 120 ml (Pumpgeschwindigkeit: 1
bzw. 2 ml/min, FraktionsgroBe: 1 ml). Die Aktivititen von PK und GAPDH sowie von

Enolase und LDH wurden fiir die aufgefangenen Fraktionen bestimmt.

2.4.2 lonenaustauschchromatographie

Die Reinigung iiber Ionenaustauschchromatographie basiert auf der reversiblen
Wechselwirkung zwischen einem geladenen Protein und einem entgegengesetzt geladenen
Chromatographiemedium. Die Proteinoberflichenladung variiert mit dem pH-Wert. Uber dem
isoelektrischen Punkt (plI) ist das Protein negativ geladen. Zur Reinigung dieses Proteins wére
ein positiv geladenes Chromatographiemedium (Anionenaustauscher) notwendig. Ein pH-

Wert unter dem pl eines Proteins fiihrt bei diesem zu positiver Ladung. Entsprechend wiére
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hier ein Kationenaustauscher zur Reinigung des Proteins notwendig. Die Elution der Proteine
erfolgt {iber Erhdhung der Salzkonzentration oder pH-Anderung.

Zur Anreicherung der strukturgebundenen Spermien-PK wurden zwei Sdulenmaterialien
verwendet: der Anionenaustauscher Resource Q von Pharmacia Biotech (Polystyren/Divinyl
Benzen mit quaterndrem Ammonium als funktionelle Gruppen; Partikelgrofe: 15 pm;
Volumen: 1 ml) und der Kationenaustauscher Fractogel EMD SOs;  (S) von Merck
(kreuzvernetzte Polymethacrylatharze mit Sulfoisobutyl als funktionelle Gruppen;
PartikelgroBe: 20-40 um; Volumen: 10 ml).

Fir die Anionenaustauschchromatographie = wurde ein  Fraktionsmix nach
Chromatographie iiber Resource Phe verwendet, welcher groBBe Mengen an mit Glycerin
stabilisierter PK und GAPDH enthielt und iiber Nacht gegen Laufpuffer (20 mM Tris, 1 mM
DTT, 10% Glycerin, pH variiert) dialysiert worden war. Der pH-Wert der Proteinprobe nach
der Dialyse wurde tberpriift. Die Chromatographie wurde bei verschiedenen pH-Werten
zwischen pH 7,6 und 8,6 durchgefiihrt. Nach dem Aquilibrieren der Resource Q-Sdule mit
20 ml Laufpuffer (Pumpgeschwindigkeit: 1 ml/min) wurde die Proteinprobe auf die Séule
aufgetragen (Probenvolumen: zw. 1 und 2 ml, Pumpgeschwindigkeit: 1 ml/min,
Fraktionsgrofle: 1 ml). Nachfolgend wurden nichtbindende Proteine mit Laufpuffer von der
Saule gewaschen (Puffervolumen: 40 ml, Pumpgeschwindigkeit: 1 ml/min, FraktionsgrofBe:
1 ml). Die Proteinelution erfolgte iiber eine Erhohung der NaCl-Konzentration im Puffer (0
bis 1 M, 0 bis 0,2 M, 0 bis 0,1 M und zuletzt 0 bis 0,05 M NaCl iiber 50 ml,
Pumpgeschwindigkeit: 1 ml/min, Fraktionsgrof3e: 1 ml). Die Aktivititen von PK und GAPDH
in den aufgefangenen Fraktionen (Auftragedurchfluss bis FEluat) wurden iiber
Enzymaktivititsmessungen am Multiskan Ascent bestimmt. Der aufgetragene Fraktionsmix
sowie die beim Auftragen bei den verschiedenen pH-Werten nicht bindenden Proteine wurden
einer SDS-Gelelektrophorese mit nachfolgender Proteinanfiarbung unterzogen. So wurde die
Reinigung sowie der Effekt unterschiedlicher pH-Werte auf die Bindung von PK und
GAPDH an das Sdulenmaterial bewertet.

Bei der Kationenaustauschchromatographie iiber Fractogel EMD SO; (S) wurde
Uberstand nach  Trypsinbehandlung (UnT) des Zentrifugationssediments  von
Spermienhomogenat  eingesetzt, wobei die  Trypsinbehandlung in 10 mM
Natriumphosphatpuffer, pH 7,3 (inkl. 1 mM EDTA und 1 mM DTT) durchgefiihrt wurde. Es
sollte zuerst mit Hilfe eines pH-Gradienten herausgefunden werden, bei welchem pH-Wert
die PK gerade noch am S#ulenmaterial bindet. Hierzu wurde der pH-Wert im UnT auf pH 6,1
eingestellt. Nach dem Aquilibrieren der Siule mit Laufpuffer [Phosphatpuffer (10 mM; pH
6,1) inkl. 1 mM DTT und 10% Glycerin; Puffervolumen: ca. 200 ml, Pumpgeschwindigkeit:
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5ml/min] wurde die Proteinprobe aufgetragen (Probenvolumen: 25 ml UnT,
Pumpgeschwindigkeit: 2 ml/min) und die Sdule gewaschen (Puffervolumen: 150 ml,
Pumpgeschwindigkeit: 5 ml/min). Der Auftrage- und der Waschdurchfluss wurden auf PK-
Aktivitit hin gepriift. Dann wurden am S&ulenmaterial gebundene Proteine mit Hilfe eines
linearen pH-Gradienten von 6,1 nach 7,9 tber 190 ml eluiert (Pumpgeschwindigkeit: 3
ml/min, FraktionsgroBe: 1 ml). Bei dem ermittelten pH-Wert, bei welchem die PK gerade
noch am Sdulenmaterial bindet, wurde eine zweite Chromatographie iiber Fractogel EMD
SO;™ (S) durchgefiihrt. Hierbei sollten die gebundenen Proteine aus dem UnT iiber eine
Erhohung der Molaritét des Phosphatpuffers getrennt werden. Durch den zuvor ermittelten
pH-Wert (pH 7,15) sollte die Menge an Fremdproteinen, die bei diesem pH noch keine
ausreichende Ladung besitzen, um an das Sdulenmaterial zu binden, maximiert werden. Nach
dem Aquilibrieren der Siule mit Laufpuffer [Natriumphosphatpuffer (10 mM; pH 7,15) inkl.
1 mM DTT und 10% Glycerin; Volumen: ca. 200 ml, Pumpgeschwindigkeit: 5 ml/min], dem
Probenauftrag (34 ml UnT in 10 mM Phosphatpuffer, pH 7,3, nachtriglich auf pH 7,15
eingestellt; Pumpgeschwindigkeit: 2 ml/min) und dem anschlieBenden Waschen der Siule
(Puffervolumen: 150 ml, Pumpgeschwindigkeit: 5 ml/min) wurde mit einem linearen
Gradienten von 10 mM bis 250 mM Phosphatpuffer iiber 190 ml eluiert
(Pumpgeschwindigkeit: 3 ml/min, Fraktionsgrofe: 2 ml). Die Aktivititen von PK und
GAPDH in den aufgefangenen Fraktionen wurden iiber Enzymaktivititsmessungen am
Multiskan Ascent bestimmt. Die Fraktionen des PK-Peaks wurden zusitzlich auf LDH-
Aktivitdt hin iiberpriift. Das Reinigungsergebnis wurde iiber die Bestimmung von spezifischer
Aktivitdt, Reinigungsfaktor und Ausbeute sowie TUlber die Messung der genannten

Fremdaktivitidten bewertet.

2.4.3 Kombination von Kationenaustausch- und Hydrophobizitits-

chromatographie

Nachdem sowohl fiir die Reinigung {iiber Kationenaustausch-, als auch {iber
Hydrophobizitdtschromatographie gute Ergebnisse erzielt waren, wurden sie kombiniert. Der
Kationenaustauscher wurde hierbei an erster Stelle gewéhlt, da er mit 130 mg (Lysozym) pro
ml Gel eine hohere Proteinbindungskapazitét besitzt als das Fractogel EMD Propyl (S) [20-30
mg (Ovalbumin) pro ml Gel] und somit gréBere Mengen der PK aus dem UnT praktisch fiir
die Hydrophobizitidtschromatographie vorgereinigt werden konnten. Die Abtrennung der
GAPDH sollte iiber die hydrophobe Chromatographie erfolgen.

Die Spermieneinsatzmenge wurde nun stark erhoht (von urspriinglich 3 g auf 88 g

Spermiennassgewicht). Das Extraktionsprotokoll wurde an die erhohte
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Spermienausgangsmenge sowie an die nachstehende Kationenaustauschchromatographie
angepasst. Die Trypsinbehandlung wurde nicht wie zuvor in 25 mM, sondern in 10 mM
Phosphatpuffer ausgefiihrt. Nach dem Abstoppen des Trypsinverdaus wurde das mit Trypsin
behandelte Spermienhomogenat sofort zentrifugiert (20 min bei 40000 x g und 4°C). Der
Uberstand wurde vorsichtig abgenommen und zum Auftragen auf die Fractogel EMD SO3
(S)-Sdule auf pH 7,15 eingestellt.

Nach dem Aquilibrieren der Sdule mit Laufpuffer [Natriumphosphatpuffer (10 mM; pH
7,15) inkl. 1 mM DTT und 10% Glycerin; Puffervolumen: ca. 200 ml, Pumpgeschwindigkeit:
5 ml/min] wurde UnT, pH 7,15 auf die Siule aufgetragen (Probenvolumen: 372 ml,
Pumpgeschwindigkeit: 2 ml/min). Die proteinbeladene Sdule wurde nach dem Probenauftrag
tiber Nacht gewaschen (Puffervolumen: ca. 1 1, Pumpgeschwindigkeit: 1 ml/min). Auftrage-
und Waschdurchfluss wurden auf PK- und GAPDH-Aktivitdt hin {iberpriift. Am nichsten
Morgen wurde mit einem Stufengradienten eluiert: zundchst mit 15 mM Phosphatpuffer
(Puffervolumen: 80 ml, Pumpgeschwindigkeit: 3 ml/min, Fraktionsgréfe: 5 ml), dann mit
38 mM Phosphatpuffer (Puffervolumen: 285 ml, Pumpgeschwindigkeit: 5 ml/min,
FraktionsgroBe: 3 ml) und schlieBlich mit 50 mM Phosphatpuffer (Puffervolumen: 150 ml,
Pumpgeschwindigkeit: 5 ml/min, FraktionsgroBe: 3 ml). Die PK- und die GAPDH-
Aktivitdten in den Elutionsfraktionen wurden am Multiskan Ascent gemessen. Die Fraktionen
des PK-Hauptpeaks wurden dann vereinigt, auf pH 7,3 eingestellt und auf 30% (NH4)2SO4
gebracht (mit 25 mM Phosphatpuffer inkl. 1 mM EDTA und 1 mM DTT sowie 50%
(NH4),S04, pH 7,3). Nach nochmaligem Uberpriifen des pH-Wertes wurde die Probe auf die
Fractogel EMD  Propyl (S)-Sdule aufgetragen  (Probenvolumen: 398 ml,
Pumpgeschwindigkeit: 2 ml/min). Die Sdule war zuvor mit Laufpuffer [Phosphatpuffer (25
mM; pH 7,3) inkl. | mM EDTA und 1 mM DTT sowie 10% Glycerin und 30% (NH4),SO4]
dquilibriert worden (Puffervolumen: 110 ml, Pumpgeschwindigkeit: 2 ml/min). Nach dem
Probenauftrag wurde die Sdule iiber Nacht gewaschen (Puffervolumen: ca. 400 ml,
Pumpgeschwindigkeit: 0,5 ml/min). PK- und GAPDH-Aktivitditsmessungen wurden mit
Auftrage- und Waschdurchfluss durchgefiihrt. Die Proteinelution wurde am néchsten Morgen
ebenfalls iiber einen Stufengradienten bewirkt. Neben den Stufen bei 20,5% (Puffervolumen:
230 ml, Pumpgeschwindigkeit: 2 ml/min, FraktionsgroBe: 5 ml) und 14% (NH4)>SO4
(Puffervolumen: 88 ml), die zur Elution der GAPDH und der PK dienen sollten, wurden noch
drei Sicherheitsstufen bei 19,5% (Puffervolumen: 96 ml), 12,5% (Puffervolumen: 58 ml) und
11% (NH4),SO4 (Puffervolumen: 44 ml) eingesetzt. Die Elution bei 19,5%, 14%, 12,5% und
11% (NH4),SO4 wurde bei einer Pumpgeschwindigkeit von 2 ml/min und einer

Fraktionsgrof3e von 2 ml durchgefiihrt.
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Der Reinigungserfolg der beiden Chromatographien wurde iiber die Bestimmung von
spezifischer Aktivitat, Reinigungsfaktor, Ausbeute und dem Verhiltnis von PK- zu GAPDH-

Aktivitdt sowie liber SDS-gelelektrophoretische Proteinauftrennung und -anfarbung bewertet.

Die 4 Fraktionen nach der Chromatographie iiber Fractogel EMD Propyl (S), fiir welche
die beste Reinigung der PK gezeigt werden konnte, wurden vereinigt. Hiervon wurden 5,5 ml
gegen Natriumphosphatpuffer (1 mM; pH 7,3) dialysiert (3maliger Pufferwechsel, je 1 1
Dialysepuffer, Dauer insgesamt 22 h). Nach Abnahme einer Kontrollprobe nach der Dialyse
(Probenvolumen nach Dialyse: 7 ml) wurden 6,7 ml der PK-Losung in einem Rundkolben fiir
3’ h lyophilisiert. Das erhaltene Lyophilisat wurde gewogen und anschliefend trocken bei
-40°C gelagert. Ein Teil des Lyophilisates wurde zur Produktion von Antikorpern gegen die

von Eberspermienstrukturen proteolytisch abgeldste, gereinigte PK eingesetzt (Teil 2.10).

2.5 Anreicherung der loslichen PK aus Eberspermien

Um die Spezifitidt der immungereinigten Antikorper zu lberpriifen (Teil 2.15), war eine
Anreicherung der loslichen PK aus Eberspermien notwendig. Es wurde versucht, die 16sliche
PK mit einem an die Reinigung der strukturgebundenen PK angelehnten Verfahren
anzureichern. 20 g Eberspermien wurden in 120 ml Natriumphosphatpuffer (10 mM; pH 7,15)
inkl. 1 mM EDTA und 1 mM DTT resuspendiert. Die PK wurde mit Hilfe von Ultraschall
(6x6 sec, dazwischen Kiihlung auf Eis) aus den Eberspermien extrahiert. Nach
Zentrifugation (40000 x g, 1 h, 4°C) befand sie sich im Uberstand. Dieser wurde einer
Ionenaustauschchromatographie an Fractogel EMD SOj5™ (S) unterzogen. Hierzu wurde das
Kationenaustauschmaterial zuerst mit Laufpuffer [Natriumphosphatpuffer (10 mM; pH 7,15)
ink. 1 mM DTT und 10% (v/v) Glycerin] &quilibriert (Puffervolumen: 200 ml,
Pumpgeschwindigkeit: 5 ml/min). Nach Uberpriifung des pH-Wertes des Uberstandes mit der
16slichen PK (Sollwert: pH 7,15), wurde dieser auf die Sdule aufgetragen (Probenvolumen:
113 ml, Pumpgeschwindigkeit: 2 ml/min). Der Durchfluss wurde aufgefangen und auf PK-
Aktivitdt hin iberpriift. Die Sdule wurde iiber Nacht mit dem Laufpuffer gewaschen
(Puffervolumen: ca. 500 ml, Pumpgeschwindigkeit: 0,5 ml/min). Es wurde dann mit einem
linearen Gradienten von 10 mM nach 225 mM Natriumphosphatpuffer (pH 7,1; inkl. 1 mM
DTT und 10% (v/v) Glycerin) liber 285 ml eluiert (Pumpgeschwindigkeit: 3 ml/min,
Fraktionsgrofle: 3 ml). Die PK-Aktivititen in den aufgefangenen Fraktionen wurden am
Multiskan Ascent sowie bei Fraktionen mit PK-Aktivitit zusdtzlich am Photometer gemessen.
Die Fraktionen des PK-Peaks wurden vereinigt, auf pH 7,3 eingestellt und mit 25 mM
Phosphatpuffer inkl. 1 mM EDTA und 1 mM DTT sowie 50% (NH4),SO4, pH 7,3 auf 30%
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(NH4),SO4 gebracht. Nach erneuter Priifung des pH-Wertes wurden die vereinigten
Fraktionen auf die mit Laufpuffer dquilibrierte [Natriumphosphatpuffer (25 mM; pH 7,3) inkl.
I mM EDTA und 1 mM DTT sowie 10% (v/v) Glycerin und 30% (v/w) (NH4),SO4;
Puffervolumen: 110 ml, Pumpgeschwindigkeit: 2 ml/min] Fractogel EMD Propyl (S)-Séule
aufgetragen  (Probenvolumen: 80 ml, Pumpgeschwindigkeit: 2 ml/min). Der
Auftragedurchfluss wurde auf PK-Aktivitét hin tiberpriift und die Séule dann tiber Nacht mit
Laufpuffer gewaschen (Puffervolumen: ca. 450 ml, Pumpgeschwindigkeit: 0,5 ml/min). Am
nichsten Morgen wurde mit einem linearen Gradienten von 30% nach 0% (NH4),SO4 (in
Natriumphosphatpuffer [25 mM; pH 7,3] inkl. 1 mM EDTA und 1 mM DTT sowie 10%
Glycerin) iiber 190 ml eluiert (Pumpgeschwindigkeit: 2 ml/min, Fraktionsgrofe: 2 ml). Die
PK-Aktivititen in den aufgefangenen Fraktionen wurden am Multiskan Ascent gemessen, um
die PK-haltigen Fraktionen aufzufinden. Die PK-Aktivititen in diesen wurden dann am
Photometer gemessen.

Uber die Bestimmung von spezifischer Aktivitit und Reinigungsfaktor sowie iiber SDS-
gelelektrophoretische Proteinauftrennung und -anfarbung wurde iiberpriift, ob und wie gut die

16sliche PK aus Eberspermien angereichert wurde.
2.6 Enzymaktivititsbestimmungen

2.6.1 Das Prinzip

Der optische Test nach WARBURG basiert auf dem Unterschied der
Absorptionseigenschaften von NAD(P)H und NAD(P)" bei 340 nm. Bei dieser Wellenlinge
absorbiert die reduzierte Form des NAD(P)', die oxidierte aber nicht. Die Absorption einer
Probe bei 340 nm ist demnach direkt proportional zur Menge an reduziertem NAD(P)". Dies

kann man sich zunutze machen, um die Aktivitit von Enzymen photometrisch zu bestimmen.

Die Aktivitétstests wurden im vorliegenden Fall modifiziert nach BERGMEYER (1983)
durchgefiihrt. Mit Hilfe von einfachen und gekoppelten Testsystemen wurde in den Proben
bei Anwesenheit des getesteten Enzyms eine Zu- oder Abnahme von NAD(P)H erreicht,
welche in direktem Zusammenhang zur Menge des untersuchten Enzyms steht. Durch eine
kontinuierliche ~Absorptionsmessung der Probenlosung im Testverlauf kann die
Konzentrationsédnderung des NAD(P)H als Funktion der Zeit (= Umsatzrate) ermittelt und
daraus die Enzymaktivitit berechnet werden. Damit ein Enzymtest Giiltigkeit besitzt, miissen
fiir die enzymkatalysierte Reaktion eine iiber einen bestimmten Messzeitraum lineare

Extinktionsverdnderung sowie eine proportionale Umsatzreaktion mit zunehmender
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Probeneinsatzmenge gewdhrleistet sein. Die Reaktionsbedingungen (Temperatur, pH-Wert,

Substratkonzentration, lonenstérke, etc.) miissen genau definiert sein. (SUELTER, 1990)

Grundlage fiir die Absorptionsphotometrie stellt das LAMBERT-BEER’sche Gesetz dar:
IO
E =log v =g*xcx*xd

E : Extinktion

I : Intensitét des einfallenden Lichtes

Iy : Intensitét des ausfallenden Lichtes

d : Schichtdicke

¢ : Konzentration der absorbierenden Substanz

¢ : Extinktionskoeffizient
(abhéngig von der Wellenldnge der Messstrahlung, der absorbierenden Substanz, dem
Losungsmittel)

Durch ein elektrisches Photometer wird die durch eine Losung bewirkte
Lichtschwéchung, durch Messung der Intensitit eines Lichtstrahls vor und nach Durchtritt
durch die Messlosung, direkt bestimmt. Der Quotient aus austretender Strahlungsintensitét I
und eintretender Strahlungsintensitidt I, gibt die Durchldssigkeit der Testlosung an. Die
Extinktion ist direkt proportional zur Konzentration der absorbierenden Substanz und zur

Schichtdicke der Messlosung.

Die Maximalaktivititen der PK und anderer glykolytischer Enzyme wurden wie folgt

berechnet:
AE . KV uMol U
t*e*d PV | ml*min ml
AE :  Extinktionsdnderung
t : Zeit[min]
& : Extinktionskoeffizient [fir NAD(P)H + H': 6,22]
d . Schichtdicke [hier: 1 cm]
KV : Kiivettenvolumen [hier: 500 oder 1000 pl]
PV : Probenvolumen im Test [ul]

Die Menge an Enzym in einer Probe wurde in Form von ,Internationalen Einheiten*
angegeben. Hierbei ist 1 IU (International Unit) oder kurz 1 U (Unit) definiert als die Menge
eines Enzyms, die zu 1 pMol Substratumsatz/min unter definierten Reaktionsbedingungen

(hier: 25°C, pH 7,6) fiihrt.
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Die spezifische Aktivitit eines Enzyms unter bestimmten Reaktionsbedingungen ist

definiert als (SUELTER, 1990):

Gesamteinheiten an Enzymaktivitét in einer Probe

spezifische Aktivitit = - -
in der Probe enthaltenes Gesamtprotein
U Mol
Y bw _HMol
mg Protein min*mg

2.6.2 Die Testsysteme fiir Aktivititsmessungen von Enzymen

2.6.2.1 Glycerinaldehyd-3-phosphat-Dehydrogenase (GAPDH: EC 1.2.1.12)

a) Testprinzip:

ATP ADP NADH +H" NAD" P,
Gl 3p N A 13— BPG NS 7 GAP p Halb-
yeerat- PGk 7T GAPDH red. Glutathion*  mercaptal

* Das reduzierte Glutathion entfernt das entstthende GAP unter Bildung eines
Halbmercaptals. Somit kann GAP nicht mehr iiber DAP zu Glycerol-3-P reduziert werden

und Ergebnisverfialschungen wird vorgebeugt.

b) Testansatz:

Substanz Vorratslosung Testkonzentration Einsatzmenge/Test
TRAP, pH 7,6 250 mM 50 mM 100 pl
EDTA, pH 7,6 25 mM 1mM 20 l

MgSO, 100 mM 4 mM 20 ul
Glutathion (red.) 60 mM 2,4 mM 20 yl
NADH 5 mM 0,2 mM 20l
ATP 25 mM 1 mM 20 ul
PGK 250 U/ml 10 U/ml 20 l
Extrakt var. var. var.
H,O ad 480 pl

Vorlauf

3-

Phosphoglycerat 175 mM 7mM 20u

Gesamtvolumen 500 ul




Material und Methoden

2.6.2.2 Enolase (ENO: EC 4.2.1.11)

a) Testprinzip:

H,O ADP ATP NADH+H" NAD'
Glycerat-2-P / » PEP \/ » Pyruvat » L-Laktat
ENO PK LDH
b) Testansatz:
Substanz Vorratslosung Testkonzentration Einsatzmenge/Test
TRAP, pH 7,6 250 mM 50 mM 100 pl
NADH 5 mM 0,2 mM 20 pl
MgSO, 100 mM 8 mM 40 pl
ADP 12,5 mM 0,5 mM 20 l
LDH 275 U/ml 22 U/ml 40 pl
PK 50 U/ml 2 U/ml 40 pl
Extrakt var. var. var.
H.0 ad 480 pl
Vorlauf
2-
Phosphoglycerat 125 mM SmM 20 ul
Gesamtvolumen 500 ul
2.6.2.3  Pyruvatkinase (PK: EC 2.7.1.40)
a) Testprinzip:
ADP\/A‘TP NADH+H" NAD"
PEP " » Pyruvat o » Laktat
b) Testansatz:
Substanz Vorratsléosung Testkonzentration Einsatzmenge/Test
TRAP, pH 7,6 250 mM 50 mM 100 pl
KCI 500 mM 50 mM 50 pl
MgCl, 100 mM 4 mM 20 pl
NADH 5mM 0,2 mM 20 pl
PEP 25 mM 1 mM 20 pl
LDH 100 U/ml 4 U/ml 20 pl
Extrakt var. var. var.
H.O ad 480 pl
Vorlauf
ADP 25 mM 1 mM 20 pl
Gesamtvolumen 500 pl
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Wenn die Aktivitit der PK in Proben mit Adenylatkinaseaktivitit (z.B. Extrakten)
gemessen werden sollte, wurde dem Testsystem ein spezifischer Inhibitor letztgenannter, das

Diadenosinpentaphosphat (APsA), zugefiigt (Testkonzentation 10 uM).

2.6.2.4 Laktatdehydrogenase (LDH: EC 1.1.1.27)

a) Testprinzip:
NADH+H" NAD'

Pyruvat 1D » [-Laktat
b) Testansatz:

Substanz Vorratslésung Testkonzentration Einsatzmenge/Test
TRAP, pH 7,6 250 mM 50 mM 100 pl
EDTA, pH 7,6 125 mM 5 mM 20 l

NADH 5mM 0,2 mM 20l
Extrakt var. var. var.
H,O ad 480 pl
Vorlauf
Pyruvat 50 mM 2mM 20 pl
Gesamtvolumen 500 pl

2.7 Proteinbestimmung

Zur Bestimmung des Proteingehaltes wurden zwei Methoden angewandt: die grobe
Bestimmung durch Extinktionsmessung bei 280 nm sowie die Proteinbestimmung nach

BRADFORD.

2.7.1 Messung bei 280nm

Eine grobe Bestimmung der Proteinkonzentration in Loésung wurde durch
Extinktionsmessung bei 280 nm erreicht. Diese Methode basiert auf der Absorption der
aromatischen Aminosduren Tyrosin, Phenylalanin und Tryptophan. Der Anteil an diesen
Aminosduren unterscheidet sich von Protein zu Protein, was teilweise zu groflen Differenzen
im Extinktionskoeffizienten fithrt. Zudem koénnen Verunreinigungen durch andere
Zellbestandteile zu Verfdlschungen fiihren. Nukleinsduren bspw. absorbieren ebenso bei
280 nm. (ECKERT und KARTENBECK, 1997)

Diese Methode zeichnet sich durch ihre Einfachheit aus, ist allerdings nicht fiir alle Zwecke

geeignet.
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Eine Standardgerade zur Proteinbestimmung durch Extinktionsmessung bei 280 nm
wurde mit BSA-LOosung verschiedener Konzentration (0,2 mg bis 1 mg BSA/ml

Phosphatpufter) erstellt.

2.7.2 Proteinbestimmung nach BRADFORD (BIO-RAD Microassay)

Bei der quantitativen Proteinbestimmung nach BRADFORD (1976) handelt es sich um
einen kolorimetrischen Proteinnachweis. Man nutzt aus, dass Proteine mit bestimmten
farbstoffbildenden Reagenzien Farbreaktionen eingehen. Der Farbstoff Coomassie-
Brilliantblau erfiahrt durch Bindung an Proteine im sauren Milieu eine Absorptionsdnderung.
Chemisch betrachtet tritt hierbei eine Komplexbildung zwischen Protein und Farbstoff ein,
wobei der Farbstoff an kationische und nicht polare, hydrophobe Seitenketten des Proteins
bindet. So tritt eine bevorzugte Bindung an Argininreste und in kleinerem Umfang an einige
andere basische und aromatische Aminosédurereste statt. Das Coomassie-Brilliantblau wird in
seiner unprotonierten, anionischen Form stabilisiert. (ECKERT und KARTENBECK, 1997)

Die hier verwendete Testlosung der Firma Bio-Rad (BIO-RAD Protein Assay) enthilt
den Trimethylmethan-Farbstoff Coomassie-Brilliantblau G 250. Bei diesem tritt durch
Bindung an Proteine eine Verschiebung des Absorptionsmaximums von 465 nm nach 595 nm
auf. Die Zunahme der Absorption bei 595 nm macht man sich zunutze, um den Gehalt an
Protein in Losung zu bestimmen. Hierzu wird vorab mit Hilfe von Standardprotein eine
Standardgerade erstellt. Im vorliegenden Fall wurde Rinderserumalbumin (BSA) zur
Erstellung der Standardgerade eingesetzt. BSA-Stammlosung (25 mg/l) wurde gemif
nachfolgender Tabelle in eine 96-well-Platte pipettiert und mit dH,O entsprechend verdiinnt.

Tabelle 1: Pipettierschema fiir die Erstellung einer Standardgerade zur Proteinbestimmung nach

BRADFORD in 96-well-Platte

BSA- dH,0 [ul] BIO-RAD Protein [ug/mi] E
Stammlésung [pl] Protein Assay [ul]
0 80 20 0 0
5 75 20 1,25
10 70 20 2,5
20 60 20 5
30 50 20 7,5
40 40 20 10
50 30 20 12,5
60 20 20 15
70 10 20 17,5

80 0 20 20
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Auch die Proteinproben wurden mit dH,O auf ein Gesamtvolumen von je 80 ul verdiinnt.
Es wurden unterschiedliche Verdiinnungen angesetzt, um einen Absorptionswert innerhalb
der Standardgerade zu erhalten. Die Farbstoffreaktion wurde durch Zugabe von je 20 ul BIO-
RAD Protein Assay in jedes well gestartet.

Die Proteinbestimmung wurde durch einen Multiskan Ascent V1.24 ausgefiihrt. Mit
Hilfe der zugehorigen Ascent Software wurden die Messparameter und -schritte definiert:
Nach 10-sekiindigem Schiitteln der Messplatte bei 960 RPM und einer 10-miniitigen
Inkubationspause, wurde die Platte ein zweites Mal geschiittelt (10 sec, 960 RPM). Nun folgte
die eigentliche Absorptionsmessung bei 595 nm.

Spéater wurde die Proteinmenge in gréferen Gesamtvolumina (500 oder 1000 pnl)

photometrisch genauer bestimmt, wenn ein ausreichendes Probenvolumen vorhanden war.

2.8 Bestimmung der Zellzahl

Die Auszéhlung der Spermien erfolgte mit Hilfe einer Thoma-Zahlkammer (0,1 mm
Tiefe, 0,0025 mm?) und eines Phasenkontrastmikroskops. Die Proben wurden anfinglich mit
dH,O verdiinnt. Aufgrund der Erschwerung der Zellzahlbestimmung wegen teilweiser
Aggregation der Spermien wurde spédter 20 mM EDTA zur Verdiinnung eingesetzt. Ziel war
hierbei das Abfangen von Ca*” und Metallionen. Je Probe erfolgte jeweils eine Auszihlung
von zehn Kleinquadraten aus drei GroBquadraten. Spermien, die sich nur zum Teil im
betrachteten Kleinquadrat befanden, wurden nur dann gezahlt, wenn sie eine von zwei vorher
definierten Seiten des Quadrats iiberragten.

Die Berechnung der Zellzahl a pro ml erfolgte nach folgender Formel:

B ZZellzahl der Quadrate
~ Anzahlder Quadrate

# 4% 10° * Verdiinnungsfaktor

2.9 SDS-Gelelektrophorese

Die SDS-Gelelektrophorese stellt eine sehr verbreitete Methode zur Auftrennung von
Proteinkomponenten unter denaturierenden Bedingungen nach ihrer Masse dar. Eine Zugabe
des anionischen Detergenz SDS zur Proteinprobe fiihrt dazu, dass fast alle nichtkovalenten
Wechselwirkungen des nativen Proteins zerstort werden. Durch die Zugabe von
Thiolreagenzien wie B-Mercaptoethanol oder Dithiothreitol zum Probenpuffer kdnnen auch
Schwefelbriicken gespalten werden. Mit Hilfe von diesen Reagenzien und Hitze werden
Proteine vollstindig denaturiert und gegebenenfalls in ihre Untereinheiten zerlegt. Die SDS-

Anionen binden iiber hydrophobe Wechselwirkungen gleichméfig an die Polypeptidketten.
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So werden letztgenannte, unter Uberdeckung ihrer Eigenladung, stark negativ geladen, wobei
diese negative Ladung in etwa proportional zu ihrer Masse ist. Eine elektrophoretische
Auftrennung der Proteine/Proteinuntereinheiten nach ihrer relativen Molekiilgrofe ist durch
ihre wunterschiedlich verzogerte Wanderung innerhalb der vernetzten Matrix des
Polyacrylamidgels mdglich. Die Proteine wandern aufgrund ihrer negativen Ladung im
elektrischen Feld, wobei ihre Beweglichkeit meist direkt proportional zum Logarithmus ihrer
Masse ist. Uber parallel aufgetrennte Standardproteine kann die relative molekulare Masse
(M;) eines Proteins im Gel nach Proteinanfiarbung bestimmt werden.

Proteine, die nur gering konzentriert in Losung vorlagen, wurden gefillt, um sie in
ausreichender Menge auf das Gel auftragen zu kénnen. Hierzu wurden sie jeweils mit 1/10
der Probe an 0,15% Na-Desoxycholat und 1/10 der Probe an 72%iger Trichloressigsdure
versetzt. Die gut gemischten Proben wurden dann 10 min bei 10000 x g zentrifugiert.
AnschlieBend wurden die Proteinsedimente in SDS-Probenpuffer gelost. Kauflich erworbene
Proteine/Enzyme wurden meist durch Zentrifugation (10000 x g, 5 min) von der
Ammoniumsulfatldsung, in der sie vorlagen, getrennt und im Probenpuffer gelost. War das
Volumen der Proteinsuspension verhdltnismiBig sehr gering, so wurde die
Ammoniumsulfatlosung nicht abgetrennt. Die LMW-Standardproteine (Phosphorylase, 97
x103; Albumin, 66 x10° ; Ovalbumin, 45 x103; Carbonische Anhydrase, 30 x10* und Trypsin
Inhibitor, 20,1 x10%), die lyophilisiert vorlagen, wurden direkt in Probenpuffer geldst.
Anfangs wurde SDS-Probenpuffer nach LAMMLI (1970; 125 mM Tris-HCI, pH 6,8; 2% SDS,
10% Glycerin, 20 mM DTT, 1 mM EDTA, 0,01% Bromphenolblau) verwendet, spiter der
reduzierende SDS-Probenpuffer Roti-Load 1 (Carl Roth GmbH + Co, 76185 Karlsruhe). Alle
Proteinproben wurden schlieBlich fiir 5 min bei 100°C bzw. spiter fiir 6 min bei 95°C im
Wasserbad inkubiert.

Die SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese (SDS-PAGE) wurde in Anlehnung an LAMMLI
(1970) durchgefiihrt. Die denaturierten Proteine wurden in SDS-Minigelen (8,1 x 9,1 x 0,2
cm) oder groflen SDS-Polyacrylamidgelen (17 x 16 x 0,2 cm) mit einem 10%igen Trenngel
sowie einem 4%igen Sammelgel (zur Herstellung s. Tabelle 2) aufgetrennt. Die
Elektrophorese wurde in einer PHERO-minivert Elektrophoresekammer (Biotec-Fischer
GmbH, 35447 Reiskirchen) bei 4°C und 70 V (Sammelgel) sowie 130 V (Trenngel)
durchgefiihrt. Der Elektrophoresepuffer enthielt 25 mM Tris, 0,192 M Glycin sowie 0,1%
SDS. Die Proteine wurden anschieend mit Coomassie Brilliantblau angefédrbt oder durch

Western-Blotting auf eine Nitrocellulosemembran tibertragen.
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Tabelle 2: Pipettierschema zur Herstellung eines SDS-Minigels

Trenngel: T = 10% Sammelgel: T = 4%
Lésung Einsatzvolumen Lésung Einsatzvolumen
[ml] [ml]
30% Acrylamid / 0,8% 3,3 30% Acrylamid / 0,8% 1,3
Methylen- Methylen-
bisacrylamid bisacrylamid
Trenngelpuffer (4x) 2,5 Sammelgelpuffer (4x) 2,5
1,5 M Tris, pH 8,8 0,5 M Tris, pH 6,8
dH,O 41 dH,0 6,1
SDS (10%) 0,1 SDS (10%) 0,1
TEMED 0,01 TEMED 0,01
APS (10%) 0,05 APS (10%) 0,05

2.9.1 Proteinanfirbung

Es wurden zwei Methoden angewandt, um die Proteine im Polyacrylamidgel anzuférben.
Die Standardmethode mit Coomassie Brilliantblau zeichnet sich durch ihre einfache
Durchfiihrbarkeit aus. Die aufwendigere Farbung durch Silberimprignierung fiihrt hingegen

zu einer deutlich empfindlicheren Proteinanfarbung.

2.9.1.1  Firbung mit Coomassie Brilliantblau

Zur Proteinanfarbung wurde ein dhnlicher Farbstoff wie beim BRADFORD-Test verwendet
(vgl. Abschnitt 2.7.2). Es handelt sich hierbei um den Triphenylmethan-Farbstoff Coomassie
Brilliantblau R-250, welcher in saurem Medium v.a. {iber elektrostatische Wechselwirkungen
an freie geladene Amino- und Iminogruppen der Proteine bindet. So steht die Intensitét einer
Proteinbande im Gel in Korrelation zum Anteil von Lysin-, Arginin- und Histidinresten im
jeweiligen Protein. Die Nachweisgrenze dieser Methode liegt bei 0,3-1 pg Protein pro Bande.

Um die Proteine im Gel anzufdrben, wurde das Trenngel bei Raumtemperatur unter
leichter Bewegung fiir eine Stunde in Farbefixierlosung (0,2% Coomassie Brilliantblau R-250
in 44,44% Methanol, 11,12% Essigsaure, 44,44% dH,0) inkubiert. AnschlieBend wurde die
starke Hintergrundfarbung durch mehrfaches Waschen mit Entfarbelosung (10% Methanol,
10% Essigsdure, 80% dH,O) entfernt. Die Dauer des Entfarbens richtete sich nach dem

jeweiligen Kontrast zwischen Protein- und Hintergrundfarbung.

2.9.1.2  Farbung mit Silbernitrat

Bei der Silberimprignierung werden unter sauren oder alkalischen Bedingungen
Silberionen an den Proteinbanden reduziert und als metallisches Silber abgelagert. Im

vorliegenden Fall wurde sie nach BLUM et al. (1987) durchgefiihrt. Bei dieser Methode wird



Material und Methoden 61

Natriumthiosulfat eingesetzt, um das Silbernitrat zu reduzieren und iiberschiissige Silberionen
zu entfernen.

Nach Abtrennung des Sammelgels wurde das Trenngel 60 min in Fixierlosung (500 ml
Methanol, 120 ml Eisessig, 0,5 ml Formaldehyd [37%], mit ddH,O auf 1000 ml auffiillen)
inkubiert. Danach wurde es 3 x 20 min in Waschlosung (50% Methanol in ddH,O)
gewaschen, um es dann exakt 1 min in Vorbehandlungslosung (0,2 g Na;S,0; in 1000 ml
ddH,0) zu bewegen. Nach 3-maligem Waschen mit ddH,O (jeweils exakt 20 sec) wurde das
Gel fiir 20 min in Imprignierlésung (2 g AgNOs;, 0,75 ml Formaldehyd [37%] in 1000 ml
ddH,O l16sen) inkubiert. Dem erneuten Waschen (2 x 20 sec mit ddH,O) folgte die
10-miniitige Behandlung mit Entwicklungslésung (60 g Na,COs, 0,5 ml Formaldehyd [37%],
4 mg NaS;03-5H,0 in 1000 ml ddH,O 16sen). Das Gel wurde dann gewaschen (2 x 2 min
mit ddH,0O) und die Silberimprignierung gestoppt (10 min Inkubation in 50% Methanol und
12% Eisessig in ddH,0). Zuletzt wurde das Gel fiir 20 min in Waschlésung (50% Methanol in
ddH,0) gewaschen und bis zum Scannen dunkel und kalt (4°C) gelagert, um weitere

Verfarbungen zu verhindern (aus ECKERT und KARTENBECK, 1997).

2.10 Produktion von polyklonalen Antikorpern gegen die gereinigte
strukturgebundene PK aus Eberspermien

Mit der Produktion von Antikérpern gegen die gereinigte strukturgebundene PK aus
Eberspermien wurde die Firma Coring System Diagnostix GmbH in 64579 Gernsheim
beauftragt. Thre Partnerfirma CovalAb in 69007 Lyon, Frankreich fiihrte die
Antikorperproduktion aus.

Vor der Immunisierung wurden die Praimmunseren zweier Kaninchen auf unspezifische
Proteindetektion hin untersucht. Hierzu wurden, neben Kaninchenmuskel-PK und -GAPDH,
16sliche und strukturgebundene Eberspermienproteine (Uberstand 1, Uberstand nach
Trypsinbehandlung und ein PK- und GAPDH-enthaltender Fraktionsmix) SDS-
gelelektrophoretisch getrennt. Im Immunoblotting wurde dann getestet, ob und in welchem
Ausmall die unterschiedlich verdiinnten Praimmunseren (jeweils 1:2000 und 1:200) zu
unspezifischer Proteindetektion fithren. Das geeignete Kaninchen [New Zealand White-
Stamm, Aufzucht nach Norm S.P.F. (Specific Pathogen Free), weiblich, Gewicht am Tag 0:
2,5-2,7 kg] wurde nach standardisiertem Protokoll (Tabelle 3) immunisiert. Als Antigen
wurden 4 x 100 pg von Eberspermienstrukturen abgeldste, gereinigte und lyophilisierte PK
subkutan an multiplen Stellen injiziert. Die Primdrimmunisierung erfolgte mit komplettem
Freund’s Adjuvans, die weiteren Immunisierungsschritte mit inkomplettem Freund’s

Adjuvans. Wihrend der Immunisierung (insgesamt 88 Tage) wurden von der Firma CovalAb
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steril gewonnene Testseren von den Tagen 53, 74 und 81 zur Kontrolle der
Antikorperproduktion und -spezifitdt bereitgestellt. Die terminale Blutabnahme fand am Tag
88 statt.

Tabelle 3: Protokoll zur Immunisierung eines Kaninchens mit gereinigter Spermien-PK

Tag Protokoll

-23 Versand der Praimmunseren
-3 Transfer der Tiere in die Versuchsraume
0 Praimmun-Blutabnahme (4 ml)

1. Injektion (1 ml)
Ansatz fiir ein Kaninchen:
0,5 ml Antigen + 0,5 ml komplettes Freund's Adjuvans

21 2. Injektion (1 ml)
Ansatz flr ein Kaninchen:
0,5 ml Antigen + 0,5 ml inkomplettes Freund's Adjuvans

42 3. Injektion (1 ml, Ansatz wie an Tag 21)

53 Blutabnahme (15 ml)

54 Versand der Seren von den Tagen 0 und 53
63 4. Injektion (1 ml, Ansatz wie an Tag 21)

74 Blutabnahme (3 ml)

75 Versand des Serums vom Tag 74

81 Blutabnahme (15 - 20 ml)

88 Letzte Blutentnahme (70 ml)

89 Versand der Seren von den Tagen 81 und 88

2.11 Sequenzierung

Die Teilsequenzierung der Eberspermien-PK wurde am Theodor-Boveri-Institut der
Universitdt Wiirzburg (Physiologische Chemie II, Biozentrum, Am Hubland, 97074
Wiirzburg)  durchgefiihrt. Hierzu wurde eine Probe mit proteolytisch von
Eberspermienstrukturen  abgeloster und anschlieBend iiber Ionenaustausch- und
Hydrophobizitidtschromatographie gereinigter PK verwendet.

Die in SDS-Probenpuffer geloste, bereits erhitzte (6 min, 95°C) PK-Probe wurde an das
Institut  in  Wiirzburg  gesendet.  Hier  wurde die  Proteinprobe  einer
Polyacrylamidgelelektrophorese [10% PAGE (30% Acrylamid, 0,8% Bis, Geldicke
0,75 mm)] und nachfolgend einem Westen-Blotting (semi-dry Phase; 1 h bei 65 mA;
Transferpuffer: 35 mM CAPS, 0,75 mM 3MPS, pH 10, 30% CH;OH, 0,1% SDS;
Féarbelosung: 50 mg Coomassie + 25 ml CH;OH + 25 ml H,O + 6,25 ml AcOH) auf eine
PVDF-Membran unterworfen. Die Spermien-PK-Hauptbande bei 64,5 x10° wurde

ausgeschnitten und zur Sequenzierung eingesetzt.
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Die Teilsequenzierung wurde mit Hilfe eines Aminosdurensequenators (ABI 473A)
durchgefiihrt. Es sollten die ersten 20 Aminosduren des Aminoterminus iiber Edman-Abbau
bestimmt werden. Beim Edman-Abbau wird mit Hilfe einer reaktiven Chemikalie, dem
Phenylisothiocyanat (PITC), eine Aminosdure nach der anderen vom Aminoterminus eines
Peptids oder Proteins abgespalten. Das PITC reagiert im mild Alkalischen mit der
ungeladenen endstdndigen Aminogruppe zu einem Phenylthiocarbamoylderivat. Unter
schwach sauren Bedingungen wird dann ein zyklisches Derivat der endstdndigen Aminosiure
abgespalten. Es entsteht ein Thiazolinonderivat, welches im Sauren zu einer
Phenylthiohydantoin(PTH)-Aminosédure reagiert. Von dem um eine Aminosiure verkiirzten
Peptid/Protein kann dann mit Hilfe des PITC die nichste Aminosdure abgespalten werden.

PTH-Aminosduren konnen iiber HPLC getrennt werden. Im Vergleich mit Standard-
PTH-Aminosduren, konnen die durch Edman-Abbau abgespaltenen PTH-Aminoséduren iiber

ihre Retentionszeit identifiziert werden.

2.12 Sequenzbeurteilung/-vergleich

Auf der Grundlage der HPLC-Elutionsprofile wurde eine Aminosduresequenz bestimmt.
Hierbei wurde fiir jeden Aminoséureabspaltungsschritt basierend auf der Peakanzahl, -hohe
und -retentionszeit auch beurteilt, wie sicher die Aminoséure bestimmt werden konnte.

Die erhaltene Sequenz wurde mit denen der Proteine in den Datenbanken Swiss-Prot und
TrEMBL sowie mit iibersetzten Nukleotidsequenzen aus den Datenbanken GenBank, EMBL,
DDBIJ und PDB verglichen, um dhnliche Sequenzen aufzuspiiren. Sie wurde zudem mit
bekannten Sequenzen der PK verschiedener Herkunft und verschiedener Isotypen sowie mit
der Elongation der spermienspezifischen GAPDH verglichen. Hierzu wurden die

Computerprogramme ClustalX und Jalview genutzt.

2.13 Peptidsynthese und Antikorperproduktion

Bei der Wahl des Peptids fiir die Antikorperproduktion ist anzustreben, dass es eine
bestmdgliche Immogenitét besitzt, d.h., dass es eine moglichst starke Immunantwort bewirkt,
wenn es in den Korper eingefiihrt wird. Zur Uberpriifung bzw. Beurteilung der Immogenitt
eines Peptids werden verschiedene Kriterien, wie z.B. Antigenindex, Hydrophobizitit,
Zuginglichkeit, etc. herangezogen. Um die Spezifitdt des Peptids bzw. seiner Teilabschnitte
zu iberpriifen, wurden dieses bzw. diese mit Sequenzen diverser Proteine aus Datenbanken
(SwissProt und TrEMBL) verglichen. Vom N-Terminus der erhaltenen Teilsequenz der
Spermien-PK ausgehend, wurden nach und nach die weiteren Aminosduren an das Peptid

angehdngt und fir jede Sequenz nach gleichen bzw. &hnlichen Sequenzen in
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Proteindatenbanken gesucht. So sollte der Peptidabschnitt mit der hochsten Spezifitit
gefunden werden.

Nach meiner Beurteilung des Peptids, wurde die erhaltene Peptidsequenz iiber die Firma
Coring System Diagnostix GmbH (64579 Gernsheim) an die franzdsische Partnerfirma
CovalAb weitergeleitet. In der letztgenannten wurde die Peptidsequenz einer Reihe von
Untersuchungen unterzogen, um den Peptidabschnitt mit der stirksten Antigenitit zu
ermitteln. Neben Untersuchungen zur Antigenitit, Hydrophobizitit, Zugénglichkeit und
Spezifitit des Peptids bzw. seiner Abschnitte wurden Sekundarstrukturanalysen sowie Studien
zur Realisierbarkeit der Peptidsynthese durchgefiihrt. Obwohl die ersten 5 Aminosduren
(TSEAM) fiir das Vorhaben als nicht ideal befunden wurden, war CovalAb bereit, die
Sequenz aus den 13 N-terminalen Aminosduren der gereinigten Eberspermien-PK zu
synthetisieren und nachfolgend zur Immunisierung einzusetzen. Die Peptidsynthese erfolgte
nach der Festphasenmethode und der Fmoc-Strategie unter FEinsatz moderner
Syntheseautomaten. Die Reinheit des synthetisierten Peptids wurde {iber HPLC (Chromolith
RP18e; Puffer A: 0,1% TFA in Wasser, Puffer B: 0,1% TFA in Acetonitril; Gradient von 5%
nach 100% Puffer B in 10 min und von 100% nach 5% Puffer B in 2,5 min; 3,5 ml/min;
Detektion bei 215 nm) {berprift und die Molekiilmasse des Peptids iiber
Massenspektrometrie (MALDI-TOF-MS) bestimmt. Das Peptid wurde an das Hdmocyanin
der Schliissellochschnecke (Keyhole Limpet Hemocyanin, KLH) als Trédgerprotein {iiber
Cystein C-terminal gekoppelt. Die Sequenz lautete somit: NH,-TSEAMPKAHMDAGC-
COOH.

Vor der Immunisierung wurden die Priimmunseren von 4 Kaninchen auf unspezifische
Proteindetektion hin untersucht. Nach Auswahl der 2 am besten geeigneten Kaninchen [New
Zealand White-Stamm, Aufzucht nach Norm S.P.F. (Specific Pathogen Free)], wurde der
Auftrag erteilt, diese mit dem synthetisierten, Carrier-gekoppelten Peptid gemil
Standardimmunisierungsprotokoll zu immunisieren. Das konjugierte Peptid wurde gemil3
dem Protokoll subkutan an multiplen Stellen injiziert. Die Primdrimmunisierung erfolgte mit
komplettem Freund’s Adjuvans, die weiteren Immunisierungsschritte mit inkomplettem
Freund’s Adjuvans. Die Antikdrperproduktion wurde hierbei immunisierungsbegleitend iiber
ELISA von Testseren kontrolliert. Hierzu wurde ein von CovalAb entwickelter Festphasen-
Enzymimmunoassay (CovAbtest) verwendet. Aufgrund der hieriiber gezeigten schlechten
Immunantwort beider Kaninchen auf das synthetisierte, KLH-gekoppelte Peptid wurde der
Proteincarrier fiir das Peptid gewechselt. So wurde bei der 4. Antigeninjektion an Ovalbumin
gekoppeltes Peptid verwendet. Das Immunisierungsprotokoll wurde verldngert und eine 5.

und 6. Injektion des synthetisierten Peptids (d.h. eine 2. und 3. Injektion des an Ovalbumin
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gekoppelten Peptids) hinzugefiigt. Das endgiiltige Immunisierungsprotokoll ist in Tabelle 4
gezeigt.

Tabelle 4: Protokoll zur Immunisierung zweier Kaninchen mit dem synthetisierten Peptid

Tag Protokoll

-23 Versand von 4 Praimmunseren
-3 Transfer der Tiere in die Versuchsrdume
0 Praimmun-Blutabnahme (je 4 - 5 ml)

1. Injektion (1 ml)
Ansatz fiir zwei Kaninchen:
1 ml Antigen + 1 ml komplettes Freund's Adjuvans

21 2. Injektion (1 ml)
Ansatz fir zwei Kaninchen:
1 ml Antigen + 1 ml inkomplettes Freund's Adjuvans

42 3. Injektion (1 ml/Kaninchen, Ansatz wie an Tag 21)
53 Blutabnahme (je 15 ml)
ELISA
54 Versand der Seren von den Tagen 0 und 53
63 Wechsel von KLH auf Ovalbumin als Tragerprotein

far das synthetisierte Peptid,
4. Injektion (1 ml/Kaninchen, Ansatz wie an Tag 21)

74 Blutabnahme (je 20 ml)

ELISA
84 5. Injektion (1 ml/Kaninchen, Ansatz wie an Tag 21)
95 Blutabnahme (je 5 ml)

ELISA

105 6. Injektion (1 ml/Kaninchen, Ansatz wie an Tag 21)

116 Letzte Blutentnahme (88 und 103 ml)
ELISA

Immunoaffinitatsreinigung (Teil 2.14)
und ELISA

124 Versand der Seren von den Tagen 74, 95 und 116,
der immungereinigten Antikérper, der Immuno-
affinitdtssaule und des restlichen Peptidvorrats

2.14 Antikorperreinigung

Ein Teil des synthetisierten Peptids wurde bei der Firma CovalAb an Sepharose
gekoppelt, um Antikdrper gegen das Peptid aus den gewonnenen Antiseren zu reinigen.

CovalAb setzte 10 ml der Antiseren vom Tag 74 (Pool der Seren der 2 immunisierten
Kaninchen) zur Immunoaffinititsreinigung an dieser Peptid-gekoppelten Sepharose ein. Das
Serum wurde 1:1 mit PBS (139 mM NaCl, 12 mM Na,HPO4, 3,6 mM KH,PO4; pH 7.,2)
verdiinnt und zur Peptid-Sepharose (1 ml in 5 ml PBS inkl. 0,02% Natriumazid) gegeben. Das
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Sepharose-Serum-Gemisch wurde dann unter leichtem Schiitteln zuerst 1 Stunde bei 37°C,
dann iiber Nacht bei 4°C inkubiert. Am nichsten Tag wurde das Gemisch in eine leere Sdule
gefiillt und der Durchfluss aufgefangen. Das Sdulenmaterial wurde mit 15 ml PBS inkl. 0,1%
Tween 20 wund anschlieBend mit 30 ml PBS gewaschen. Die Extinktion des
Waschdurchflusses bei 280 nm wurde kontrolliert (Die Extinktion sollte unter 0,002 liegen.
Wenn Extinktion >0,002: Waschen mit weiteren 20 ml PBS notwendig). In den
Auffangrohrchen fiir die immungereinigten Antikorper wurden jeweils 200 pl Tris (1 M; pH
8) vorgelegt. Zur Elution der Antikdrper wurde zuerst die liber dem Sdulenmaterial stehende
Waschlosung fast vollstindig entfernt. Dann erfolgte die Elution mit 5 ml Glycin (0,1 M; pH
2). Es wurde jeweils 1 ml des Eluates pro Rohrchen aufgefangen und die Extinktion bei
280 nm zur Bestimmung des Proteingehalts gemessen. Die Antikdrper-enthaltenden Eluate
wurden zusammengegeben und die Extinktion der Losung bei 280 nm erneut gemessen.
Abschlieend wurde die Spezifitit der immungereinigten Antikdrper durch ELISA bestimmt.
Es wurde ein kompetitiver Immunoassay durchgefiihrt, wobei freies Peptid als Inhibitor
verwendet wurde.

Die Affinitdtssdule wurde regeneriert [ Waschen mit 10 ml PBS inkl. 0,02% Natriumazid,
Kontrolle des pH-Wertes des Durchflusses (Soll-Wert: pH 7)] und mir fiir weitere

Immunreinigungen bereitgestellt. Die Lagerung der Sdule erfolgte bei 4°C.

Um eventuell im Antiserum gegen die gereinigte, strukturgebundene Eberspermien-PK
enthaltene AntikOrper gegen das synthetisierte Peptid zu reinigen, wurden 10 ml des
Antiserums vom Tag 88 eingesetzt. Die Immunreinigung erfolgte groBtenteils wie oben
beschrieben. Die Elution erfolgte dagegen in 1 ml-Stufen bei 10%, 20%, 30%, 40%, 60%,
80% und 100% Glycin (0,1 M; pH 2) in PBS. AnschlieBend wurde mit weiteren 11 ml Glycin
(0,1 M; pH 2) eluiert. Die Extinktion der Eluatfraktionen wurde bei 280 nm gemessen.
Verschiedene Eluatfraktionen wurden im Immunoblotting eingesetzt, um die am besten

gereinigten Antikdrper aufzufinden.

2.15 Priifung der Spezifitat der Antikorper

Zur Priifung der Antikorperspezifitit wurden neben Kaninchenmuskel-PK und -GAPDH,
16sliche und strukturgebundene Eberspermienproteine (Uberstand 1, Uberstand nach
Trypsinbehandlung und vereinigte PK- und GAPDH-enthaltende Fraktionen nach
chromatographischer Anreicherung) SDS-gelelektrophoretisch getrennt. Im Immunoblotting
wurde dann getestet, ob und in welchem Ausmal die verschiedenen Testseren, Endseren und

die immungereinigten AntikOrper sowie die gekauften Antikorper gegen verschiedene
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somatische Enzyme der Glykolyse und das Acrosin zu unspezifischer Proteindetektion fiihren.
Das Immunoblotting wurde mit unterschiedlichen Verdiinnungen der Antikdrper/-seren
durchgefiihrt. Die immungereinigten Antikorper gegen die strukturgebundene PK aus
Eberspermien wurden zudem auf unspezifische Detektion der angereicherten 16slichen PK aus
Eberspermien hin tiberpriift.

Weiterhin wurde die Spezifitdt der Antikorper bei der Immunogoldmarkierung nach
Prédinkubation mit dem jeweiligen Antigen (Protein oder Peptid) kontrolliert, wenn dieses

vorlag (Unterabschnitt 2.16.3.1).
2.16 Immunologische Methoden

2.16.1 Immunoblotting

Der Transfer von Proteinen aus Polyacrylamidgelen auf Trigermembranen wird als
Western-Blotting-Verfahren  bezeichnet. SchlieBt sich dem Western-Blotting ein
immunologischer Nachweis spezifischer Antigene auf dem Protein-Blot an, so bezeichnet
man dieses Verfahren in seiner Gesamtheit als Immunoblotting.

Die durch Polyacrylamidgelelektrophorese getrennten Proteine wurden mit Hilfe einer
lateralen Elektrophorese auf eine Nitrocellulosemembran iibertragen. Sie waren hierdurch fiir
die spezifischen primédren Antikorper leichter zugénglich. Um die Protein-Antikdrper-
Komplexe sichtbar zu machen, wurden fiir die primidren Antikorper spezifische sekundire
Antikorper eingesetzt, an welche ein Enzym, die Meerrettich-Peroxidase (HRP), zum
kolorimetrischen Nachweis chemisch gekoppelt war. Als Nachweisreagenz wurde 3,3’-
Diaminobenzidin (DAB) verwendet, welches, wenn sowohl HRP als auch H,O, vorhanden
ist, durch oxidative Polymerisierung und Zyklisierung in ein unldsliches, braungefarbtes
Phenazin-Polymer umgesetzt wird. Diese Methode macht die Detektion eines spezifischen
aufgetrennten Proteins im Blot und folglich auch im parallelen Polyacrylamidgel moglich.

Nachdem die zu untersuchenden Proteinproben iiber eine SDS-PAGE aufgetrennt
worden waren, wurde das Gel fiir ca. 15 min in Transferpuffer (25 mM Tris, 25 mM Glycin,
pH 8,3) gelegt, um das SDS herauszuwaschen und das Gel auf den Transfer-pH-Wert von 8,3
vorzubereiten. Die Proteine aus dem Gel wurden dann mit Hilfe eines Trans-Blot Semi-Dry
(Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA) iiber das SemiDry-Blotting-Verfahren auf eine
Nitrocellulosemembran iibertragen (15V, < 5.5 mA/cm?® 20 min). AnschlieBend wurde die
Membran in PBS (139 mM NaCl, 12 mM Na,HPOy,, 3,6 mM KH,POy; pH 7,2) {iberfiihrt. Es
folgte der immunologische Nachweis des jeweiligen Proteins auf der Blot-Membran

entsprechend Tabelle 5.
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Wenn fiir die Auswertung erforderlich, wurde vor der immunchemischen Detektion
gepriift, ob die Proteine einwandfrei auf die Membran transferiert wurden. Hierzu wurden die
Proteine, nach Waschen der Membran in dH,O, reversibel mit dem sauren Azofarbstoff
Ponceau S [0,2% (w/v) Ponceau S in 3% (v/v) Essigsdure] angefarbt. Die Farbung wurde
visuell beurteilt, mit dem zugehorigen Coomassie-gefarbten SDS-Gel verglichen und die
Markerproteine auf der Membran mit einem weichen Bleistift markiert. Der Farbstoff wurde
dann durch 2-maliges Waschen der Membran in dH>O (je 100 ml und 1 min) zum GroBteil
entfernt. Die immunchemische Antigendetektion (Tabelle 5) folgte.

Tabelle 5: Ablauf der immunchemischen Detektion eines Antigens auf der Blotmembran

Die Nitrocellulosemembran wurde in den verschiedenen Losungen unter leichter Bewegung auf dem Schiittler
bei RT inkubiert. Die Markierungen auf der getrockneten Membran wurden durch Scannen digital festgehalten.

Vorgang verwendete Lésung Dauer
1. Membran waschen je 100 mI PBS 4 x 5 min
2. Absattigen der unspezifischen 100 ml 3% BSA in PBS oder Roti- 60 min
Bindungsstellen Block 1:10 verdiinnt mit dH,O
3. Membran waschen je 100 ml PBS 4 x 5 min
4. Inkubation mit den primaren primare Antikdrper in 100 ml Uber Nacht
Antikorpern Blockpuffer (1% BSA in PBS) oder
1:10 mit dH,0 verdiinntes Roti-
Block 1:3 verd. mit PBS
5. Membran waschen je 100 ml PBS 4 x5 min
6. Inkubation mit den sekundaren sekundare Antikorper in 100 ml 60 min
Antikérpern Blockpuffer (1% BSA in PBS) oder
1:10 mit dH,O verdinntes Roti-
Block 1:3 verd. mit PBS
7. Membran waschen je 100 mI PBS 4 x5 min
8. Farben DAB-Ldsung (Sigma) 1-5min
(Kontrollen bis
zu 30 min)

9. Stoppen der Farbreaktion

10. Trocknen der Membran

100 ml PBS

2.16.2 Fluoreszenzmarkierung

Bei der Fluoreszenzmarkierung binden spezifische Primérantikorper an ihre Antigene in
Zellen oder Gewebeschnitten. Die dann eingesetzten sekundiren Antikdrper sind gegen die
priméren gerichtet und tragen fluoreszierende Gruppen. Uber diese wird die Lage der
Antigene/Proteine, an  welche die

Primdrantikérper ~ gebunden  haben, im

Fluoreszenzmikroskop sichtbar. Die Fluoreszenzmarkierung wurde zur Lokalisierung von PK,
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GAPDH und Acrosin an ejakulierten Eberspermien sowie an Kryostatschnitten aus

Eberhoden durchgefiihrt.

2.16.2.1 Ausstriche von Eberspermien mit oder ohne deren nachtrigliche

Fixierung/Permeabilisierung

Ebersperma wurde 1:10 mit BTS verdiinnt. Je 5 pl der Spermiensuspension wurden
vorsichtig mit Hilfe eines zweiten Deckglédschens auf einem Poly-L-Lysin-beschichteten
Deckgliaschen ausgestrichen und trocknen gelassen. Ein Teil der Spermien wurde unfixiert
fluoreszenzmarkiert. Diese Spermien wurden wiederum teilweise zuvor bei RT fiir 5 min mit
0,1% Triton X-100 in PBS permeabilisiert. Der andere Teil der Spermien wurde vor der
Fluoreszenzmarkierung auf unterschiedlichen Wegen fixiert. Zur Fixierung wurden das
quervernetzende Reagens Paraformaldehyd (PFA) sowie organische Losungsmittel wie
Aceton und Methanol, welche zur Ausfillung der Proteine fiihren, verwendet. Es wurde mit
einem Reagenz oder mit einer Kombination zweier Reagenzien fixiert. Die Ausstriche
wurden, mit Ausnahme der Methanol- und/oder Aceton-behandelten, mit einem speziellen
Stift (PAP-Pen) mit einer hydrophoben Barriere umrandet, um ein Auslaufen der Losungen
zur Fixierung und Fluoreszenzmarkierung zu verhindern. Im Vergleich zur Fixierung mit 2%
PFA in PBS (2 min, bei RT) wurde der PFA-Fixierung noch eine 1-miniitige Inkubation in
Aceton bei -20°C angefiigt. Aulerdem wurden 1-miniitig PFA-fixierte Spermien auch mit
Triton permeabilisiert (0,1% Triton X-100 in PBS, 5 min bei RT). Des Weiteren wurden die
Spermien nur mit Aceton fixiert und permeabilisiert (4 min bei -20°C) oder iiber eine
Kombination aus Methanol (6 min bei -20°C) und Aceton (1 min bei -20°C). Da der
hydrophobe Film bei Behandlung mit organischen Losungsmitteln aufgeldst wird, wurden
die mit Methanol und/oder Aceton behandelten Spermien getrocknet und erst dann hydophob
umrandet. Die Deckgldschen wurden dann in kleinen, nummerierten, feuchten Kammern

platziert. Es folgte die Fluoreszenzmarkierung (Unterabschnitt 2.16.2.7).

2.16.2.2 Hodenpriparation

Von dem Hoden eines 12 Jahre alten Zuchtebers wurde zuerst auf der
gegeniiberliegenden Seite zum Nebenhoden parallel zum Mediastinum testis nahe der Tunica
albuginea eine diinne Scheibe abgeschnitten. Dann wurden mit weiteren gleichgerichteten
Schnitten jeweils etwa 2 cm dicke Scheiben vom Eberhoden abgetrennt. Aus dem
Hodenparenchym wurden mit einer Rasierklinge Gewebewlirfel in Spielwiirfelgrofe
herausgeschnitten. Diese wurden spiter so orientiert, dass gleichgerichtete Kryostatschnitte zu
der Schnittfliche angefertigt werden konnten, die in gleicher Ebene zur Hodenoberfldche

gerichtet war und der Tunica albuginea ndher lag. So sollte gewihrleistet werden, dass
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Querschnitte der Hodenkandlchen mit aktiver Spermatogenese fiir die Fluoreszenzmarkierung

erhalten werden.

2.16.2.3 Gewebefixierung fiir Kryoeinbettung

Die Hilfte der Gewebewiirfel wurde fiir 2 h bei Raumtemperatur in Fixierlosung (3%
PFA in PBS, pH 7,3) gelegt und dann 1 h in PBS gewaschen (5-maliger PBS-Austausch).
Danach wurden die Wiirfel langsam von einer 10%igen bis zu einer 30%igen
Saccharoselosung (in PBS) iiberfiihrt. Die Saccharose dient dem Gefrierschutz bei der
Kryoeinbettung. Die Wiirfel wurden jeweils erst in die nidchste Saccharoselosung tliberfiihrt,
wenn sie in der aktuellen Losung abgesunken waren. Nach einer etwa 30-miniitigen
Inkubation in 10%iger Saccharoselosung und zweimaliger Inkubation in 20%iger
Saccharoselosung bei Raumtemperatur (jeweils etwa 30 min) folgte eine Inkubation in
30%iger Saccharoselosung {iber Nacht (12 h). Dann wurde erneut in 30%iger
Saccharoselosung fiir etwa 24 h inkubiert. Vor der Kryoeinbettung des fixierten Gewebes
wurde die Saccharose von den Wiirfeln abgetupft. Die Wiirfel wurden dann in dem

Einbettmedium Tissue tec ,,gewaschen®, um den Zucker zu entfernen.

2.16.2.4 Kryoeinbettung von fixiertem oder unfixiertem Gewebe

Ein kleiner Plastikbecher wurde mit Isopentan befiillt und in einer Styroporbox mit
fliissigem Stickstoff festgeklemmt. In der geschlossenen Styroporbox wurde das Isopentan
gefroren (Gefrierpunkt: -160°C). Wihrenddessen wurde der Eberhoden prépariert. Die
hieraus gewonnenen Hodenparenchymwiirfel wurden zur Hilfte in Fixierlosung gegeben, die
andere Hélfte wurde unfixiert eingebettet. Hierzu wurde von den frischen Gewebewiirfeln das
Blut abgetupft und die Wiirfel fiir 1-2 min im Einbettmedium Tissue tec gewendet. Auf ein
zuvor zugeschnittenes Styroporplittchen wurde ein Tropfen Tissue tec gegeben, dann wurde
der Gewebewilirfel darauf gesetzt. Der Wiirfel wurde so orientiert, dass die Schnittflache, die
in gleicher Ebene zur Hodenoberfliche gerichtet war und dem Mediastinum testis ndher lag,
auf das Styroporplittchen aufgelegt wurde. Mit einem Metallstab wurde das Isopentan
geschmolzen. Der Gewebewiirfel wurde nochmals mit Tissue tec bedeckt und dann
umgedreht (d.h. Gewebewlirfel unten) in das geschmolzene Isopentan fallen gelassen. Nach
30 sec wurde der Wiirfel in fliissigen Stickstoff iiberfiihrt. Die Gewebe-(+Styropor)wiirfel
wurden in Falcon-Rohrchen, die zuvor im Fliissigstickstoff heruntergekiihlt worden waren,
bis zur Anfertigung von Kryostatschnitten bei -80°C gelagert. Die Kryoeinbettung der

fixierten Gewebewiirfel wurde gleichermallen durchgefiihrt.



Material und Methoden 71

2.16.2.5 Anfertigung von Kryostatschnitten

Die gefrorenen Gewebewdirfel wurden bei -20°C an einem Mikrotom (Microm HM 560)
geschnitten. Die Schnittdicke betrug 10 um. Die Schnitte wurden vorsichtig auf Poly-L-
Lysin-beschichteten Deckgldschen aufgenommen und nach dem Trocknen mikroskopisch
betrachtet. Unversehrte Schnitte wurden mit einem PAP-Pen hydrophob umrandet und

anschlieBend fluoreszenzmarkiert.

2.16.2.6 Fixierung/Permeabilisierung von Schnitten aus unfixiertem Hodengewebe

Ein Teil der Schnitte aus unfixiertem Hodengewebe wurde nachtriglich auf dem
Deckgliaschen fixiert und/oder permeabilisiert. Wie schon bei den Spermienausstrichen
wurden hierzu die organischen Losungsmittel Methanol und Aceton und der Quervernetzer
PFA sowie das Detergenz Triton X-100 eingesetzt. So wurden Schnitte mit Aceton (4 min bei
-20°C) oder mit Methanol und Aceton (6 min und 1 min bei -20°C) fixiert und
permeabilisiert. Einer Fixierung mit PFA folgte vergleichsweise entweder eine
Permeabilisierung mit Triton (1 min 2% PFA und 5 min 0,1% Triton X-100, jeweils in PBS
und bei RT) oder eine Inkubation mit Aceton (1,5 min 2% PFA in PBS bei RT und 1 min
Aceton bei -20°C). Die mit Methanol und/oder Aceton behandelten Schnitte wurden, wie
zuvor bei den Spermien, getrocknet und dann hydophob umrandet. Es folgte die

Fluoreszenzmarkierung (Unterabschnitt 2.16.2.7).

2.16.2.7 Ablauf der Fluoreszenzmarkierung

Zur Reduktion der Oberflachenspannung wurden die Gewebeschnitte zuerst mit jeweils
100 pl 0,01% Tween 20 in PBS vorsichtig tiberschichtet und fiir 10 min inkubiert. Nach
vorsichtigem Absaugen der Inkubationslosung wurden die Schnitte 5 min durch
Uberschichten mit je 100 pl PBS gewaschen. Handelte es sich um fixiertes Gewebe, wurde
nach der Inkubation mit Tween 20 ein weiterer Inkubationsschritt eingefiigt: Zur Abséttigung
freier NH,-Gruppen wurden die Schnitte fiir 10 min mit 50 mM NH4Cl in PBS (je 100 pl)
inkubiert. Nach dem Waschen der Schnitte folgte das 2-stiindige Blocken unspezifischer
Bindungsstellen mit Blockldsung (0,1% Ovalbumin sowie 0,5% Kaltwasserfischgelatine in
PBS; je 50 ul) bei Raumtemperatur. AnschlieBend wurden die Gewebeschnitte iber Nacht mit
den jeweiligen, in Blocklosung verdiinnten Primirantikdrpern [Anti-Kaninchenmuskel-PK,
Antiserum und immungereinigte Antikorper gegen die strukturgebundene Eberspermien-PK,
Anti-somatische GAPDH, Antiserum gegen die gereinigte strukturgebundene Eberspermien-
GAPDH (von Dr. D. Westhoff), Anti-Acrosin; je 60 ul] bei 4°C inkubiert. Am nichsten
Morgen wurde nach 3-maligem Waschen mit PBS (30 min und 2 x 5 min; je 100 pl) mit den
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jeweiligen fluoreszenzmarkierten Sekundirantikorpern (Anti-Ziegen-IgG, Alexa Fluor 546;
Anti-Kaninchen-IgG, Alexa Fluor 568; Anti-Maus-IgG, Alexa Fluor 488; je 50 pl) fiir 2
Stunden bei Raumtemperatur im Dunkeln inkubiert. Die Sekundérantikdrper waren 1:400 mit
PBS verdiinnt. Dem PBS war zuvor das blau fluoreszierende 4’-6-Diamidino-2-Phenylindol
(DAPI) beigemischt worden (1:8000 Verdiinnung). DAPI bildet fluoreszierende Komplexe
mit DNA, (bevorzugt mit doppelstringiger) und wurde zur Anfirbung der Zellkerne
eingesetzt. AbschlieBend wurden die Gewebeschnitte 3 Mal mit PBS sowie 1 Mal mit ddH,O
gewaschen (je 100 pl und 10 min). Nach dem Absaugen des ddH,O wurde ein Tropfen
Mowiol 4.88 auf einen Objekttrager gegeben und das Deckgldaschen mit dem Gewebeschnitt
nach unten vorsichtig, unter Vermeidung von Luftblasen auf den Mowiol-Tropfen gelegt. Die
eingebetteten Gewebeschnitte wurden bis zur fluoreszenzmikroskopischen Auswertung

dunkel und bei 4°C gelagert.

2.16.2.8 Fluoreszenzmikroskopische Auswertung

Die Fluoreszenzmarkierung der Gewebeschnitte wurde mit einem Leica DM RP-
Mikroskop ausgewertet. Bildausschnitte, die préparattypische Gegebenheiten widerspiegelten,
wurden mit einer Hamamatsu ORCA ER CCD (charge coupled device)-Kamera festgehalten.
Die Bilder wurden mit Adobe Photoshop 7 bearbeitet und kombiniert.

2.16.3 Immunogoldmarkierung

Die Immunogoldmarkierung von Enzymen in Sdugerspermienschnitten wurde nach dem
Post-embedding-Verfahren durchgefiihrt. Im Gegensatz zum Pre-embedding-Verfahren
werden die primdren Antikorper erst nach der Einbettung der Zellen oder Gewebe in das
gewihlte Harz und dem Ultradiinnschnitt des Préparates an ihre Antigene gebunden. Die dann
eingesetzten sekunddren Antikorper sind gegen die primdren Antikorper gerichtet und tragen
iiber eine nichtkovalente, aber dennoch feste Bindung kolloidale Goldpartikel. Durch dieses
Verfahren konnen Proteine spezifisch in Zell- oder Gewebepriparaten lokalisiert und

mikroskopisch (in diesem Fall: Elektronenmikroskopie) sichtbar gemacht werden.

2.16.3.1 Durchfithrung der Immunogoldmarkierung

Die Immunogoldmarkierung wurde an Spermien verschiedener Sduger durchgefiihrt. Es
wurden Ultradiinnschnitte (Dicke: ca. 60 nm) von Eber-, Bullen- und Humanspermien,
welche ca. 1995 in L. R. White eingebettet worden waren, durch Frau Elisabeth Sehn
(technische Angestellte der AG von Professor Wolfrum) angefertigt und auf Formvar-

befilmte Nickelnetzchen (Typ: hexagonal 150 bzw. 200 mesh) gelegt.
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Zunéchst wurde die Immunogoldmarkierung in Anlehnung an WESTHOFF (1996; Tabelle
6) durchgefiihrt. Schritt fiir Schritt wurde das Protokoll modifiziert und so den Anforderungen

angepasst.

Tabelle 6: Ablauf der Immunogoldmarkierung in Anlehnung an WESTHOFF (1996)

Vorgang verwendete Losung Dauer [min]

1. Absattigen der unspezifischen Blocklésung (1% BSA in PBS) 60
Bindungsstellen

2. Inkubation mit den priméaren primére Antikorper in Blockldsung 60
Antikérpern

3. 3x Waschen Blocklésung je1

4. Inkubation mit den sekundaren sekundare Antikdrper in 60
Antikérpern Blocklésung

5. 3x Waschen Blocklésung je1

6. 3x Waschen ddH,O je1

7. Kontrastieren 2%iges wassriges Uranylacetat 5

8. 5x Waschen ddH,0 je 1

9. Trocknen 5

Zum Blocken unspezifischer Bindungsstellen wurden verschiedene Losungen ein-
gesetzt. Anfangs wurde gemi3 WESTHOFF 1% BSA in PBS verwendet, dann zu 5% BSA in
PBS iibergegangen. Es wurde das Blockierungsreagenz Roti-Block der Carl Roth GmbH und
Co. (76185 Karlsruhe) sowie schlieflich eine Blocklosung mit 0,1% Ovalbumin sowie 0,5%
Kaltwasserfischgelatine in PBS getestet. Zudem wurde die Dauer der Blockierung zwischen 1
und 2,5 h variiert. Auch die Blockldsung, mit welcher die Antikorper verdiinnt wurden, wurde
entsprechend variiert. Der sekunddre Antikorper wurde in spdteren Versuchen mit
Immunogold-Puffer (0,1% Ovalbumin, 0,5% Kaltwasserfischgelatine, 0,01% Tween 20 und
0,5 M NaCl in 10 mM Phosphatpuffer, pH 7,3) verdiinnt, um eine unspezifische Bindung der
Sekundérantikdrper am Schnitt zu verhindern.

Es wurden primire Antikorper gegen somatische PK (Ziegen-IgG), GAPDH (Maus-
IgG;) und Acrosin (Maus-IgG;) eingesetzt sowie ein gegen gereinigte Spermien-PK
produziertes Antiserum aus Kaninchen und hieraus immungereinigte Antikérper, welche
gegen eine fiir die Spermien-PK spezifische Peptidsequenz gerichtet sind (Teile 2.10 bis
2.14). Zudem stand das von Dr. D. Westhoff aus Kaninchen gewonnene Antiserum gegen
Spermien-GAPDH zur Verfiigung. Die Inkubationsdauer der Primérantikdrper wurde variiert
(anfangs 1 h bei Zimmertemperatur, spiter bis zu 70 h bei 4°C). Die sekundidren Antikorper
waren an die primdren AntikOrper angepasst (Anti-Ziegen-IgG aus Kaninchen, Anti-Maus-

IgG aus Ziege oder Anti-Kaninchen-IgG aus Ziege, alle gold-gekoppelt, GoldpartikelgroBe:
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10 nm). Primdre und sekundédre Antikdrper wurden in verschiedenen Verdiinnungen zur
Immunogoldmarkierung eingesetzt, um die optimalen Antikérperverdiinnungen zu ermitteln.
Ziel hierbei war es, die Antikdrperkonzentrationen so hoch zu wihlen, dass die Markierung
gut sichtbar und moglichst eindeutig ist, jedoch auch so niedrig, dass die Wahrscheinlichkeit
unspezifischer Antikoérperbindung minimiert ist. Die Spermienschnitte wurden 1 oder 2 h mit
den Sekundérantikdrpern inkubiert.

Im Gegensatz zum Versuchsablauf bei WESTHOFF (1996) wurde in spéteren Versuchen
eine Vorbehandlung der Spermienschnitte gemd WOLFRUM und SCHMITT (2000)
durchgefiihrt. Die Vorbehandlung umfasste das Anétzen der Schnitte mit Hilfe einer
gesittigten Natrium-Periodat-Losung, das Reduzieren der Oberflachenspannung mit 0,1%
Tween 20 in PBS sowie das Absittigen freier NH,-Gruppen mit 50 mM NH4Cl in PBS.

AuBlerdem wurde versucht, die Kontrastierung zu optimieren. Es wurden verschiedene
Losungen verwendet. 2%iges Uranylacetat wurde in wissriger oder ethanolischer (bis zu 50%
Ethanol) eingesetzt. Des Weiteren wurde mit einer Bleicitratlosung nach HANAICHI et al.
(1986) kontrastiert. Die Losungen wurden verschieden kombiniert und die Dauer der
Kontrastierung mit Uranylacetat variiert (5-30 min).

Im Resultat der Modifizierungsversuche wurde die Immunogoldmarkierung in

Anlehnung an WOLFRUM und SCHMITT (2000) (Tabelle 7) durchgefiihrt.
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Tabelle 7: Ablauf der Immunogoldmarkierung in Anlehnung an WOLFRUM und SCHMITT (2000)
Die Antikorper wurden wie folgt verdiinnt:

Primirantikérper: Antikorper gegen die Kaninchenmuskel-PK (Anti-PK-M1): 1:10000; immungereinigte Antikdrper

gegen die strukturgebundene Spermien-PK (Anti-PK-S): 1:5; Antiserum gegen die gereinigte strukturgebundene

Eberspermien-PK und zugehoériges Praimmunserum: 1:1000; Anti-somatische GAPDH: 1:100 - 1:10; Antiserum gegen die

gereinigte strukturgebundene Eberspermien-GAPDH (Anti-GAPDH-S): 1:3000; Anti-Acrosin: 1:250 - 1:50

Sekundirantikorper: Anti-Ziegen-IgG 1:15; Anti-Kaninchen-IgG 1:28 und Anti-Maus-IgG 1:23

Vorgang verwendete Losung Dauer
1. Anatzen der Schnitte Natrium-Perjodat in ddH,O, 2 min
gesattigte Losung
2. 2x Waschen ddH,0 5 min
3. Reduzieren der 0,1% Tween 20 in PBS 10 min
Oberflachenspannung
4. Abséttigen freier NH,-Gruppen 50 mM NH,CI in PBS 10 min
5. 1x Waschen PBS 5 min
6. Absattigen von unspezifischen Blockldsung (0,5% Kaltwasser- 1,5-3 h
Bindungsstellen fischgelatine, 0,1% Ovalbumin in
PBS)
7. Inkubation mit primaren Primare Antikorper in 40-70 h bei
Antikorpern Blocklésung 4°C
8. Jet-wash (vorsichtiges Abspritzen PBS
der Schnitte)
9. 2x Waschen PBS 5 min

10. Vorbereitung auf Inkubation mit Immunogold-Puffer (0,5% 5 min
sekundaren Antikorpern, 2x Kaltwasserfischgelatine, 0,1%

Waschen Ovalbumin, 0,01% Tween 20, 0,5
M NaCl in 10 mM
Phosphatpuffer, pH 7,3)

11. Inkubation mit sekundaren, Sekundare Antikorper in 2 h,
Goldpartikel-gekoppelten Immunogold-Puffer bei RT
Antikérpern

12. Abstoppen der Inkubation PBS

13. Jet-wash und 2x Waschen PBS

14. Fixieren der Antikorper 1% Glutaraldehyd in PBS 5 min

15. 2x Waschen, dazwischen in ddH,0
Becherglas mit ddH,O tauchen

16. Trocknen mind.

30 min

17. Kontrastieren 2%iges walriges Uranylacetat 10-20 min

18. 3x Waschen durch Eintauchen in  ddH,0
ddH,O

19. Kontrastieren Bleicitrat-Losung 2 min

20. 3x Waschen durch Eintauchen in  ddH,O

21.

ddH,0

Trocknen
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Es wurden verschiedene Kontrollen durchgefiihrt, um unspezifische Bindung von Antikérpern
aufzuspiiren:

a) Anstelle der in Blocklosung verdiinnten Primdrantikdrper wurde PBS in Blockldsung
eingesetzt. So wurde gepriift, ob die verwendeten Sekundérantikdrper unspezifisch an
die Spermienschnitte binden.

b) Die Primidrantikdrper wurden vor dem Einsatz zur Immunogoldmarkierung mit ihrem

Antigen prainkubiert, sofern dieses vorlag. Hierzu wurden die Antikérper mit dem
jeweiligen Protein bzw. Peptid in unterschiedlichem Verhiltnis gemischt und 1 h bei
37°C unter leichtem Schwenken sowie weitere 2 h bei 4°C inkubiert. Die
Immunkomplexe wurden dann abzentrifugiert (15 min, 10000 x g, 4°C) und der
Uberstand zur Immunogoldmarkierung eingesetzt. Hierbei wurde darauf geachtet, dass
die Antikdrper im gleichen Verhéltnis mit der Blockldsung verdiinnt wurden, wie bei
der zu kontrollierenden Markierung des entsprechenden Proteins. So sollte gepriift
werden, ob die Markierung allein auf die Bindung der Antikérper an das spezifische
Antigen zurlickzufiihren ist.
Die Antikorper gegen Kaninchenmuskel-PK wurden mit Kaninchenmuskel-PK
(160 pg PK/pg Anti-PK) prainkubiert/praabsorbiert, die immungereinigten Antikorper
gegen die fiir die Spermien-PK spezifische Peptidsequenz mit dem entsprechenden
synthetisierten Peptid (100 pg Peptid/6 pl immungereinigte Antikorper).

c) Wenn vorhanden, wurde das zugehdrige Prdimmunserum im Vergleich zum
verwendeten Antiserum in gleicher Verdiinnung zur Markierung eingesetzt. Hierdurch
sollte gepriift werden, ob die Markierung durch das Antiserum auf das zur
Immunisierung verwendete Antigen zuriickzufilhren ist oder ob sich im
Priimmunserum bereits Antikorper befanden, die zu einer unspezifischen

(Hintergrund-)Markierung fiihren.

2.16.3.2 Elektronenmikroskopische Untersuchungen

Die  Immunogoldmarkierung  der  Ultradiinnschnitte =~ wurde  mit  dem
Transmissionselektronenmikroskop Tecnai 12 Biotwin von FEI Company (5600 KA
Eindhoven, Niederlande) bei einer Beschleunigungsspannung von 120 kV ausgewertet.
Bildausschnitte, die préparattypische Gegebenheiten widerspiegelten, wurden digital

festgehalten.

2.16.3.3 Auswertung der Goldmarkierung

Da die Goldmarkierung meist eindeutige Ergebnisse lieferte, wurde von einer

Auszédhlung der Goldpartikel/Flache einer bestimmten Spermienstruktur meist abgesehen. Nur
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im Falle der Markierung mit den immungereinigten Antikérpern gegen die strukturgebundene
Spermien-PK (Anti-PK-S) wurde die Dichte der Goldpartikel an der fibrosen Scheide
bestimmt und mit der Kontrolle verglichen. Die Oberfliche der angeschnittenen fibrésen
Scheide wurde iiber die Anzahl der Bildpixel, die ihr zugeschrieben werden konnten,
bestimmt. Hierzu wurde zuerst die Fliche eines Pixels anhand des jeweiligen Mal3stabs
bestimmt und die fibrése Scheide weiB eingefirbt. Uber die Anzahl der weiBen Pixel konnte
dann die Oberfliche der fibrosen Scheide berechnet werden. Alle Goldpartikel, die an diese
Flache gebunden waren, wurden gezédhlt. Die Markierungsdichte wird im Folgenden als
Anzahl von Goldpartikeln/um? fibroser Scheide angegeben. Die Werte basieren auf jeweils 4
voneinander unabhéngigen elektronenmikroskopischen Aufnahmen von Schnitten, die mit
Anti-PK-S behandelt waren (Gesamtfliche der fibrésen Scheide 0,98 umz) sowie von
Schnitten, die zur Kontrolle mit der préabsorbierten Anti-PK-S behandelt waren
(Gesamtfliche der fibrosen Scheide 1,14 pm?). Die angegebenen Werte zeigen jeweils den
Mittelwert £ Standardabweichung. Die statistische Signifikanz wurde mit einem Student’s

t-test liberpriift, wobei die Ergebnisse bei p<0,05 als signifikant erachtet wurden.
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3 Ergebnisse

3.1 Extraktion von PK aus Eberspermien

Nach dem AufschlieBen der Spermien mittels Ultraschall in Natriumphosphatpuffer
(25 mM; pH 7,3) verblieben nach Zentrifugation (100000 x g, 1 h) des Homogenates
mindestens 60% der Gesamt-PK-Aktivitit (0,41 + 0,14 pmol/min in 10® Spermien bei 25°C,
n=8) im Sediment. Auch durch mehrmaliges Waschen mit Phosphatpuffer (Teil 2.3) war diese
nicht von den Spermienstrukturen ablosbar. Der Anteil an 16slicher und strukturgebundener
PK-Aktivitdt stand also nicht im Gleichgewicht, was darauf hindeutet, dass in Eberspermien
zwel Formen der PK existieren. Neben der 16slichen PK zeigte sich eine ungewo6hnlich fest an
Strukturen gebundene Form, die im Folgenden zur besseren Unterscheidung als PK-S
bezeichnet wird. Ein Ablosen der PK-S mit Hilfe des elektrisch neutralen, nicht-
denaturierenden Detergenz Triton X-100 war nicht moglich. Die Triton-Behandlung des
Spermiensediments filihrte jedoch zu einer deutlichen Aktivitatssteigerung (> 50%) der PK-S,
wohingegen die Aktivitidt der 16slichen Spermien-PK von dem Detergenz nicht beeinflusst
wurde. Durch kurze Behandlung der sedimentierten Spermienstrukturen mit der Protease
Trypsin wurde katalytisch aktive PK-S abgeldst. Trypsin (3 mg/g Spermiennassgewicht) 10ste
in 5 min bei Raumtemperatur rund 80% der PK-S ohne Verlust an katalytischer Aktivitét.

Die feste Strukturbindung konnte genutzt werden, um die PK-S durch Zentrifugation der
Zellfragmente von l6slichen Proteinen zu trennen. Auch die tryptische Ablosung der PK-S
von den zelluldren Strukturen stellte einen effizienten Schritt im Reinigungsablauf dar
(Tabelle 8). Neben der PK-S wurden aber noch weitere Proteine, v.a. die strukturgebundene
GAPDH (im Folgenden als GAPDH-S bezeichnet), von den Strukturen abgeldst. Uber

chromatographische Verfahren sollten diese von der PK-S abgetrennt werden.

3.2 Reinigung der PK-S aus Eberspermien

Im Rahmen der Diplomarbeit war bereits eine Anreicherung der von den
Spermienstrukturen abgelosten PK-S iiber das hydrophobe Sdulenmaterial Resource Phe von
Pharmacia Biotech erreicht worden (hdchste spezifische Aktivitdt: 45,7 U/mg Protein). Die
PK-S wurde bei 30% (NH4),SO4 an das Sdulenmaterial gebunden und mit Hilfe eines
abfallenden linearen oder gestuften (NH4),SO4-Gradienten eluiert. Das erhaltene PK-S-
Priparat enthielt nach diesem Verfahren jedoch noch deutliche Verunreinigungen, vor allem

durch GAPDH-S (Verhiltnis von PK- zu GAPDH-Aktivitit von 13 in der Fraktion mit
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hochster spezifischer und PK-Aktivitit). Fiir die Gewinnung von AntikOrpern gegen die
Eberspermien-PK-S waren diese Verunreinigungen zu hoch, so dass das Reinigungsverfahren
optimiert wurde.

Wihrend der Chromatographie iiber Resource Phe kam es zu einem Aktivitdtsverlust der
PK-S, welcher mit zunehmender Dauer der Reinigungsprozedur anstieg. Fiir die
nachfolgenden Vorhaben und hier besonders fiir die kinetischen Untersuchungen der PK-S
war jedoch eine ausreichende Enzymaktivitit notwendig. Aus diesem Grund sollte die PK-
Aktivitdit wiahrend und nach der Reinigung stabilisiert werden. Durch 10% Glycerin in den
Chromatographiepuffern wurde eine deutliche Stabilisierung der PK-S erreicht. Hierdurch
wurden allerdings auch die hydrophoben Wechselwirkungen zwischen Proteinen und
Sdulenmaterial vermindert. Durch Verschiebung des Elutionsprogrammes zu hoheren
(NH4),SO4-Konzentrationen im Puffer konnte ein dhnliches Reinigungsergebnis wie ohne
Glycerin im Puffer erreicht werden.

Im Folgenden wurde die Menge des auf die Sdule aufgetragenen Proteins erhoht, um zu
priifen, ob mit dieser Chromatographiesidule ausreichende PK-S-Mengen, vor allem fiir die
Antikorperproduktion, gereinigt werden konnen. Es zeigte sich, dass eine Erhdhung der
Auftragemenge ebenfalls die hydrophoben Wechselwirkungen zwischen Proteinen und
Sdulenmaterial beeinflusst. Auch hier konnte durch Verschiebung des Elutionsprogrammes zu
hoheren (NH4),SO4-Konzentrationen im Puffer ein dhnliches Reinigungsergebnis wie beim
Endstand der Diplomarbeit erreicht werden. Jedoch wurden durch das geringe Sdulenvolumen
(1 ml) nur geringe Mengen an gereinigter PK-S erhalten und das Reinigungsergebnis konnte,
im Vergleich zum Endstand der Diplomarbeit, bei Erhohung der Auftragemenge nicht
verbessert werden: Das Verhiltnis der PK- zur GAPDH-AKktivitdt blieb unverdndert, die
spezifische Aktivitit lag geringfiigig niedriger als zuvor und die Ausbeute war deutlich
gesunken. Auch leichte Modifikationen der Hydrophobizitdtschromatographie iiber Phenyl-
Sepharose flihrten zu keinem besseren Ergebnis. Es boten sich zwei Moglichkeiten, um die
Menge an gereinigtem Protein zu erhdhen: die Verwendung einer groferen Resource Phe-
Sdule oder eines anderen hydrophoben Séulenmaterials. Da anderes hydrophobes
Saulenmaterial zur Verfiigung stand, eine grofBere Resource Phe-Siule jedoch nicht, wurden
im Folgenden die Sdulenmaterialien Fractogel EMD Phenyl (S) und Fractogel EMD Propyl
(S) von Merck getestet. Es zeigte sich, dass bei einer Reinigung iiber die FPLC Fractogel
EMD Propyl (S) das beste Reinigungsergebnis erzielt werden konnte. Die GAPDH-S und PK-
S wurden bei ca. 20% bzw. 14% (NH4),SO4 eluiert, wodurch eine Trennung der beiden

Enzyme moglich erschien. Von diesem Sdulenmaterial stand iiberdies eine groBere Menge zur
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Verfliigung. Da die Hydrophobizititschromatographie jedoch noch keine ausreichende

Reinheit fiir die Antikorperproduktion lieferte, wurden weitere Verfahren gepriift.

Es wurde getestet, ob und wie gut sich die PK-S mit Hilfe von
Ionenaustauschchromatographie anreichern ldsst. Hierzu wurden zwei Sdulenmaterialien
verwendet: der Anionenaustauscher Resource Q von Pharmacia Biotech und der
Kationenaustauscher Fractogel EMD SOs;° (S) von Merck. Fiir die Anionen-
austauschchromatographie wurden vereinigte Fraktionen nach Chromatographie {iber
Resource Phe verwendet, welche mit Glycerin stabilisierte PK-S und GAPDH-S enthielten.
Die gegen Laufpuffer (20 mM Tris, 1 mM DTT, 10% Glycerin, pH variiert) dialysierte Probe
wurde bei verschiedenen pH-Werten (zwischen pH 7,6 und 8,6) auf die Sdule aufgetragen.
Nach dem Waschen der Séule bei dem entsprechenden pH-Wert erfolgte die Proteinelution
iiber eine Erhohung der NaCl-Konzentration im Puffer. Bei dieser Versuchsserie konnte iiber
Enzymaktivititsmessungen sowie Proteinauftrennung durch SDS-Gelelektrophorese mit
nachfolgender Proteinanfarbung iliber Silberimpragnierung gezeigt werden, dass bei einem pH
von 7,6 die GAPDH-S und die PK-S nicht an das Siulenmaterial binden, d.h., dass beide
Enzyme bei diesem pH-Wert nicht ausreichend geladen sind. Bei pH 8,1 bindet die GAPDH-
S teilweise, die PK-S aber nicht, d.h., die GAPDH-S ist fast und die PK-S nicht ausreichend
geladen. Bei pH 8,3 bindet die GAPDH-S nahezu vollstindig an das Sdulenmaterial, die PK-S
ist nicht ausreichend geladen und bindet dementsprechend nicht. Die Versuchsserie wies also
auf unterschiedliche isoelektrische Punkte der beiden Enzyme hin, auf deren Grundlage die
Abtrennung der GAPDH-S von der PK-S moglich erschien. Jedoch lag der fiir die Trennung
zu wihlende pH in einem fiir die Enzymaktivititen ungiinstigen Bereich. Aus diesem Grund
wurde im Folgenden ein Kationenaustauscher [Fractogel EMD SOj; (S)] zur Anreicherung
der PK-S aus Uberstand nach Trypsinbehandlung des Spermien-Sediments verwendet. Es
wurde zuerst mit Hilfe eines pH-Gradienten herausgefunden, bei welchem pH-Wert die PK-S
gerade noch am Sédulenmaterial bindet. Bei diesem pH von 7,15 wurde die Probe dann auf die
Sdule aufgetragen. So wurde die Menge an Fremdproteinen, die bei diesem pH noch keine
ausreichende Ladung besitzen, um an das Sdulenmaterial zu binden, maximiert. Nach dem
Probenauftrag wurde mit einem Gradienten von 10 mM bis 250 mM Phosphatpuffer
(Abschnitt 2.4.2) eluiert. Es zeigte sich, dass nur ein kleiner Teil der GAPDH-S abgetrennt
werden konnte. Die isoelektrischen Punkte der beiden Enzyme lagen nicht weit genug
voneinander entfernt, um eine Trennung zu ermdglichen. Dennoch war die Anreicherung der
PK-S iiber den Kationenaustauscher zufriedenstellend: Es wurde eine spezifische Aktivitdt

von 22 U/mg Protein erreicht und die Ausbeute lag bei rund 84% der aufgetragenen PK-S.
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Auch aufgrund der hohen Bindungsaffinitit des Kationenaustauschmaterials wurde dieses
Reinigungsverfahren im Folgenden zur ersten Anreicherung der PK-S aus Uberstand nach
Trypsinbehandlung gewihlt. Die Abtrennung der GAPDH-S sollte iiber die hydrophobe

Chromatographie erfolgen.

3.2.1 Optimierte Reinigung der PK-S iiber die Kombination von

Kationenaustausch- und Hydrophobizititschromatographie

Fiir die finale Reinigung einer grofleren Menge PK-S wurden 88 g Eberspermien mit
Ultraschall aufgeschlossen. Die PK-S wurde von den gewaschenen und nach Zentrifugation
sedimentierten Spermienstrukturen mit Trypsin abgelost (Teil 2.3 und Abschnitt 2.4.3). Sie
befand sich nach Zentrifugation im Uberstand. Dieser wurde auf eine Sdule mit Fractogel
EMD SOs” (S) aufgetragen. Eluiert wurde mit einem Stufengradienten (15, 38 und 50 mM
Phosphatpuftfer), wobei sich der Hauptanteil der PK-S bei 38 mM Phosphatpuffer vom
Saulenmaterial 16ste (Abbildung 9). Die lonenaustauschchromatographie filihrte zu einem
etwa 7-fachen Anstieg der spezifischen Aktivitdt (Tabelle 8), die GAPDH-S wurde jedoch
nicht abgetrennt. Die PK-S-enthaltenden Fraktionen wurden dann vereinigt, auf pH 7,3
eingestellt und auf 30% (NH4)2SO4 gebracht. Dann wurden sie auf die Fractogel EMD Propyl
(S)-Saule aufgetragen. Durch Proteinelution iiber einen Stufengradienten wurde die PK-S
weitgehend von der GAPDH-S getrennt (Abbildung 10). Der Hauptanteil der PK-S wurde erst
bei 14% (NH4),SOj4 eluiert, wogegen sich die GAPDH-S zum Grofteil schon bei 20,5% von
der Séule l6ste. In 6 Fraktionen des PK-S-Peaks nach der zweiten Sdule wurde eine hohe
spezifische Aktivitdt von durchschnittlich 116,7 U/mg Protein erreicht, wobei die Ausbeute
bei 34% der PK-S lag. Mit rund 2 mg gereinigter PK-S stand geniigend Material fiir die
Antikorperproduktion bereit. Die GAPDH-Aktivitdt im PK-Priparat war deutlich reduziert
(Tabelle 8).
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Abbildung 9: Ionenaustauschchromatographie von Extrakten nach Trypsinbehandlung der
Zentrifugationsedimente homogenisierter Eberspermien. Elution der Aktivititen von PK-S und GAPDH-
S mit einem gestuften Gradienten bei pH 7,15

Extrakt trypsinbehandelter Spermienfragmente, welcher abgeloste PK-S und GAPDH-S enthielt, wurde auf eine
Fractogel EMD SOs (S)-FPLC-Séule aufgetragen. Gebundene Proteine wurden mit Stufen bei 15 und 38 mM
Phosphatpuffer eluiert. Es wurden unterschiedliche Volumina pro Fraktion aufgefangen (Fr. 1-16: je 5 ml, Fr.
17-50: je 3 ml). Die Messungen der Enzymaktivititen in den Fraktionen wurden mit dem Multiskan und/oder
dem Photometer durchgefiihrt.

Der Hauptteil der PK-S (- A-) wurde bei der Stufe bei 38 mM Phosphatpuffer gemeinsam mit GAPDH-S (-0-)
eluiert.
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Abbildung 10: Hydrophobizititschromatographie vereinigter, von Fractogel EMD SO; (S) eluierter
Fraktionen. Elution der Aktivititen von PK-S und GAPDH-S mit einem gestuften Gradienten bei pH 7,3

PK-S- und GAPDH-S-haltige Fraktionen, die bei 38 mM Phosphatpuffer von Fractogel EMD SO; (S) eluiert
worden waren, wurden inkl. 30% (NH,4),SO,4 und mit pH 7,3 auf eine Fractogel EMD Propyl (S)-FPLC-Saule
aufgetragen. Gebundene Proteine wurden mit Stufen bei 20,5%, 19,5%, 14%, 12,5% und 11% (NH4),SO4
eluiert. Es wurden unterschiedliche Volumina pro Fraktion aufgefangen (Fr. 1-46: je 5 ml, Fr. 47-175: je 2 ml).
Die Messungen der Enzymaktivititen in den Fraktionen wurden mit dem Multiskan und/oder dem Photometer
durchgefiihrt.

Nahezu die gesamte GAPDH-S (-0-) wurde bei 20,5% (NH4),SO, eluiert, die meiste PK-S-Aktivitit (- A-)
hingegen in einem engen Peak bei 14% (NH4),SO,.
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Tabelle 8: Reinigung der PK-S aus Eberspermien.

PK-S wurde aus Eberspermien (88 g Nassgewicht) iiber Ultraschall- und Trypsinbehandlung des
Spermiensediments (S4, Abbildung 8) extrahiert. Nach Zentrifugation wurde der Uberstand nach
Trypsinbehandlung einer lonenaustauschchromatographie [FPLC iber Fractogel EMD SOj3™ (S)] unterzogen. Die
Fraktionen des PK-Hauptpeaks wurden anschlieBend vereinigt, auf pH 7,3 eingestellt und auf 30% (NH,),SO,
gebracht. Die vereinigten Fraktionen wurden dann einer Hydrophobizititschromatographie [FPLC iiber
Fractogel EMD Propyl (S)] unterzogen. In 6 resultierenden Fraktionen des PK-S-Peaks konnte im Durchschnitt
eine gute Reingung der PK-S gezeigt werden.

Volumen Protein Pyruvatkinase-Aktivitat Reini- PK/
[mI] [mg] [U] gungs- GAPDH-
faktor  Verhaltnis

Insgesamt  Pro mg Ausbeute

Protein (%) an
PK-S

Spermienhomogenat 720 9415 1085 0,12
Uberstand nach 390 243 720 2,96 100 24,7
Trypsinbehandlung
PK-S-Fraktionen nach 198 22,7 461 20,3 64 169,2 0,2
lonenaustausch-
chromatographie
(SO3)
PK-S-Fraktionen nach 12 21 245 116,7 34 972,5 32,1
Hydrophobizitats-
chromatographie
(Propyl)

Die 4 Fraktionen mit bester Reinigung der PK-S nach Hydrophobizitdtschromatographie
wurden vereinigt und einer SDS-PAGE mit anschliefender Proteinanfarbung und Western-
Blotting unterzogen (Abbildung 11). Nach der Anfiarbung der Proteine im SDS-Gel mit
Coomassie zeigte sich eine Hauptbande bei 64,5 x10°, welche im Blot von der Anti-
Kaninchenmuskel-PK (Anti-PK-M1) erkannt wurde. Daneben wurden im SDS-Gel zwei nur
sehr schwache Nebenbanden bei ca. 99 und 42,4 x10* beobachtet. Die Bande bei 42.4 x10% ist
vermutlich auf geringe Mengen an GAPDH zuriickzufiihren, welche bereits iiber die Aktivitit

gezeigt worden waren.
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Abbildung 11: SDS-PAGE und Immunoblot der gereinigten PK-S aus Eberspermien

a: SDS-Gel mit Proteinanfarbung durch Coomassie; b: Western-Blot mit Antikdrperfarbung unter Verwendung
von Antikorpern gegen Kaninchenmuskel-PK (Anti-PK-M1), Verdiinnung 1:12500

Bahn 1: 3,5 pl LMW-Standard; Bahn 2 und 3: gereinigte PK-S [4 beste Fraktionen nach Fractogel EMD Propyl
(S); je 3 ng Protein]. Die Proteine waren in dem SDS-Probenpuffer Roti-Load 1 geldst. Der Proteintransfer auf
die Nitrocellulose-Membran wurde jeweils durch Ponceau-S-Fiarbung iiberpriift. Hierbei wurden die
Standardproteine mit einem weichen Bleistift markiert. Das Immunoblotting erfolgte unter Einsatz der o.g.
Verdiinnung der Anti-PK-M1 und von 1:10000 verdiinnten sekunddren Antikdrpern (Anti-Ziegen-IgG). Die
Einwirkzeit des Nachweisreagenzes DAB betrug 2 min.

Das PK-S-Priparat zeigt nach Proteinanfirbung eine Hauptbande bei 64,5 x10°, welche im Western-Blot mit
Anti-PK-M1 angefarbt wurde. Im SDS-Gel sind nur zwei sehr schwache Nebenbanden zu erkennen. Eine
hiervon (bei ca. 42,4 x10%) zeigt vermutlich die GAPDH-S, welche in geringer Menge bereits iiber die Aktivitit
gezeigt worden war.

Das Pridparat mit der gereinigten PK-S (Abbildung 11) wurde im Folgenden zur
Produktion von Antikdrpern eingesetzt. Zudem wurde PK-S nach Western-Blotting aus einer
PVDF-Membran geschnitten und N-terminal ansequenziert. Fiir kinetische Untersuchungen
wurden PK-S-Fraktionen nach alleiniger Hydrophobizitdtschromatographie eingesetzt.
Storende Metabolite und Enzyme (z.B. Adenylatkinase) waren hier bereits ausreichend

abgetrennt.

3.3 Anreicherung der loslichen PK aus Eberspermien

Die 16sliche PK sollte angereichert werden, um im Immunoblot zu iiberpriifen, ob diese
Form sich immunologisch von der strukturgebundenen Form PK-S unterscheidet. Sie wurde,
dhnlich wie die PK-S, iiber Ionenaustausch- und Hydrophobizitidtschromatographie
angereichert.

Es konnten keine signifikanten Unterschiede sowohl beim Anbindungs- und
Ablosungsverhalten an Fractogel EMD SOs™ (S), als auch an Fractogel EMD Propyl (S)

beobachtet werden. Nach der Ionenaustauschchromatographie wurde eine hochste spezifische
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Aktivitit  von 9,3  U/mg  Protein  erreichtt Nach der  anschlieBenden
Hydrophobizititschromatographie lag die spezifische Aktivitét bei 24,2 U/mg Protein. Diese
Anreicherung reichte aus, um gleiche Mengen (spezifische Aktivitdten) von ldslicher PK und
PK-S in einem SDS-Gel auftragen und im Western-Blot die Erkennung durch Antikorper
prifen zu konnen (Abschnitt 3.6.4).

3.4 Kinetische Eigenschaften von PK aus Eberspermien

Uber die kinetischen Eigenschaften der Pyruvatkinase von Siugerspermien ist nur wenig
bekannt. STOREY und KAYNE (1975, 1980) untersuchten die Pyruvatkinase hypotonisch
behandelter reifer Nebenhodenspermien von Kaninchen und beschreiben, dass ihr kinetisches
Verhalten dem der Muskel-PK (PK-M1) &dhnlich ist. MEDRANO et al. (2006b) zeigten eine
hohe Affinitit fiir PEP und ADP fiir 16sliche und strukturgebundene PK aus Eberspermien.

Die kinetischen Untersuchungen wurden mit PK-Proben aus Eberspermien durchgefiihrt,
die keine den Enzymtest storenden Metabolite und Enzymaktivititen (z.B. Adenylatkinase)
aufwiesen. Es wurde sowohl die 18sliche Spermien-PK (aus Uberstand 1), als auch die PK-S
untersucht. Die PK-S wurde hierzu abgeldst und iiber Hydrophobizititschromatographie
angereichert, sie wurde aber auch in noch strukturgebundenem Zustand (an S4-Suspension,
Abbildung 8) untersucht. Neben der Wirkung variabler Substratkonzentrationen (PEP und
ADP) und von bekannten PK-Effektoren [wie Fruktose 1,6-bisphosphat (F1,6P,), L-Alanin
und MgATP] wurde auch die Abhédngigkeit der Enzymaktivitit vom pH-Wert sowie
zusitzlich der Effekt von MgCitrat gepriift. So war es moglich, die Eigenschaften der
Spermien-Pyruvatkinasen mit denen der bekannten PK-Isozyme sowie untereinander zu
vergleichen.

Bekannte Isozyme der Pyruvatkinase aus Sdugetiergeweben unterscheiden sich, neben
threr Aminosduresequenz, auch in ihren kinetischen Eigenschaften (Tabelle 9). So ist das in
Muskeln und Gehirn mehrheitlich auftretende Isozym PK-M1 charakterisiert durch seine hohe
Affinitét fiir das Substrat PEP. AuBlerdem wird es, mit wenigen Ausnahmen, weder durch
F1,6P, aktiviert, noch durch L-Alanin inhibiert, zwei Eigenschaften, die fiir die drei anderen
PK-Isozyme PK-L, PK-R und PK-M2 typisch sind.

Die an Eberspermienstrukturen gebundene PK-S zeigte mit ihrer hohen Affinitét fiir PEP
sowie fehlender Aktivierbarkeit durch F1,6P, und Hemmung durch L-Alanin ein &hnliches
kinetisches Verhalten wie die PK-M1 (Tabelle 9). Die Ablosung der PK-S mit Hilfe von
Trypsin flihrte zu keiner signifikanten Verdnderung ihrer kinetischen Eigenschaften, was
darauf hinweist, dass die Bindung an Strukturen das kinetische Verhalten der Eberspermien-

PK-S nicht beeinflusst. Die 16sliche Spermien-PK zeigte ebenfalls &hnliche kinetische
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Eigenschaften wie die der PK-S und der PK-M1. Parallel zu den kinetischen Untersuchungen
der Spermien-PK wurden auch Kontrollexperimente mit PK-L und PK-M1 unter identischen
Versuchsbedingungen durchgefiihrt. Fiir die PK-L, die aus Méuseleber extrahiert worden war,
wurde eine Aktivititssteigerung um 87,5% durch 0,2 mM F1,6P, bei 0,1 mM PEP (sonstige
Testkonzentrationen wie in Unterabschnitt 2.6.2.3) sowie eine Hemmung der Aktivitdt um
34% durch 1 mM L-Alanin (Testkonzentrationen wie in Unterabschnitt 2.6.2.3) gezeigt.
Hingegen verdnderten gleiche Konzentrationen an F1,6P; und L-Alanin die Aktivitit von PK-
M1 aus Kaninchenmuskel nicht. Die Ergebnisse der Kontrollexperimente standen also im
Einklang mit den von HALL und COTTAM (1978) beschriebenen kinetischen Eigenschaften der
PK-L und PK-M1 (Tabelle 9).

Tabelle 9: Kinetische Eigenschaften und relative molekulare Masse der PK-S (strukturgebunden und mit
Trypsin abgelost) und der loslichen PK aus Eberspermien im Vergleich mit somatischen Pyruvatkinasen

Die Aktivititen der PK wurden in einem gekoppelten Enzymtest (Unterabschnitt 2.6.2.3) gemessen. Um die
K,-Werte zu erhalten, wurden die Konzentrationen der entsprechenden Substrate (PEP und ADP) variiert. Die
Effekte von 0,2 mM F1,6P, bei 0,1 mM PEP und von 1 mM L-Alanin bei 1 mM PEP auf die PK-Aktivitét
wurden gepriift. In Kontrollexperimenten wurde unter gleichen Versuchsbedingungen eine Aktivierung von
PK-L aus Méuseleber durch F1,6P, sowie eine Inhibition durch L-Alanin erhalten. Hingegen hatten F1,6P, und
L-Alanin keinen Effekt auf PK-M1 aus Kaninchenmuskel. Die kinetischen Eigenschaften der noch
strukturgebundenen PK-S wurden durch die tryptische Ablosung der PK-S nicht signifikant verdndert und waren
denen der 16slichen Spermien-PK sowie der PK-M1 #hnlich, unterschieden sich aber von denen der PK-L,
PK-R, and PK-M2 (* Daten aus HALL und COTTAM, 1978).

Isozym PK-S PK-M1? PK-M1* PK-L* PK-R* PK-M2 (-A)*
struktur- abgel6st mit|l6slich
gebunden |Trypsin

Herkunft Eberspermien adulter Leber Erythro- Niere, Lun-
Skelett- (paren- zyten ge, Leuko-
muskel, chymale zyten, Fett-
Herz- Zellen) gewebe,
muskel, Leber (stro-
Gehirn male Zel-

len), fotale
Gewebe

Relative moleku- 64,4+0,5 634

lare Masse/Unter- (n=4)

einheit (x107%)

Molekulargewicht/ 52,56-62,5 50-60 50-60 47,5-62,5

Untereinheit [kDa]

K (PEP) [mM] 0,02-0,05 0,02-0,03 0,04-0,05 |0,04-0,09 0,3-1,0 0,5-0,6 0,2-0,4

K (ADP) [mM] 0,52-0,56 0,46 0,42 0,3-0,4 0,1-0,4 0,4-0,6 0,2-0,4

Aktivierung durch |Nein Nein Nein Nein Ja Ja Ja

F1,6P,

Hemmung durch |Nein Nein Nein Nein Ja Ja Ja

L-Alanin

Zu den in Tabelle 9 aufgefiihrten Kriterien zur Unterscheidung der PK-Isozyme, konnten
entsprechend den Angaben von HALL und COTTAM (1978) weitere Merkmale herangezogen

werden. Fiir die Mehrheit der PK-M1 wird beispielsweise ein hyperbolischer Kurvenverlauf
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der PEP-Kinetik beschrieben (Hill-Koeffizient: 1), wihrend PK-L und PK-R einen
sigmoidalen Verlauf (Hill-Koeffizient fiir PK-L: 1,6-2,9; fiir PK-R: 1,2-1,6) zeigen. Neben
PK-L und PK-R wird auch die PK-M2 als allosterisch beschrieben, wobei der Kurvenverlauf
der PEP-Kinetik nicht eindeutig ist (Hill-Koeffizient: 1,06-1,5), d.h. je nach Literaturquelle
als hyperbolisch oder sigmoidal beschrieben ist. Die gebundene und abgeldste PK-S sowie die
16sliche PK aus Eberspermien scheinen einen dhnlichen hyperbolischen Kurvenverlauf der
PEP-Kinetik aufzuweisen (Hill-Koeffizienten jeweils etwa 1), wie fiir PK-M1 beschrieben.
Bei der Beurteilung des Kurvenverlaufs blieb jedoch der Bereich < 0,0025 mM PEP aus
methodischen Griinden auBler Acht. Ein weiterer Unterschied zwischen den PK-Isoformen
scheint in der Hemmbarkeit durch ATP zu liegen. Wahrend die K; (ATP) fiir PK-M1 mit
3-4mM und fiir PK-M2 mit 2,5 mM angegeben ist, liegt sie bei der PK-L nur bei
0,1-0,2 mM. Fiir die PK-R wurden in HALL und COTTAM (1978) keine Angaben gemacht.
Auch an der 16slichen PK sowie der gebundenen und abgeldsten PK-S aus Eberspermien
wurde der Effekt von MgATP auf die Enzymaktivitit im Vergleich zur PK-M1 aus
Kaninchenmuskel {iberpriift. Bei einer PEP-Konzentration von 0,1 mM wurden die
Konzentration an Mg-ATP variiert (0, 2, 5, 10 und 15 mM). Die 16sliche PK sowie die noch
gebundene und die tryptisch abgeloste PK-S wurden in dhnlichem Ausmall durch MgATP
gehemmt. 2 mM MgATP senkte die PK-Aktivitdt um 15,2-16,3%, 5 mM MgATP um 30-
37,9%, 10 mM um 43,2-56,7% sowie 15 mM um 58,3-68,5%. Die Aktivitit der PK-M1
wurde dhnlich stark durch MgATP gehemmt (2 mM: 28,4% Aktivititsverlust; 5 mM: 40,1%;
10 mM: 55,7%). Lediglich bei der MgATP-Konzentration von 15 mM wich der Wert fiir die
Aktivitdtssenkung mit 99,4% deutlich von den Werten fiir die Spermien-Pyruvatkinasen ab.
Hier sei aber darauf hingewiesen, dass es sich bei der PK-M1 um die Werte von

Einzelmessungen handelt.

Neben den o.g. Kriterien zur Unterscheidung der PK-Isozyme wurden weitere kinetische
Eigenschaften der Spermien-Pyruvatkinasen (gebundene und abgeldste PK-S sowie 19sliche
PK) vergleichend untersucht. Das pH-Optimum der von Strukturen abgeldsten PK-S liegt bei
einem geringfiigig niedrigeren pH-Wert (6,84 + 0,05; n=3) als die Optima der noch
gebundenen PK-S (7,13 + 0,04; n=2) und der l6slichen PK (7,12 £ 0,23; n=2) (Abbildung 12).
Davon abgesehen, besitzen die Aktivititskurven eine dhnliche Gestalt (Peakbreite). Der
Grund fiir die leicht unterschiedlichen pH-Optima gebundener und abgeloster PK-S kdnnte in

der unterschiedlichen Enzymumgebung liegen.
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Abbildung 12: Aktivitit loslicher PK sowie strukturgebundener und tryptisch abgeloster PK-S aus
Eberspermien in Abhiingigkeit vom pH-Wert

Die Aktivititen der PK (-e- 16sliche Spermien-PK; -o- strukturgebundene PK-S; - A - tryptisch abgeldste PK-S)
wurden in einem gekoppelten Enzymtest (Unterabschnitt 2.6.2.3) gemessen. Der pH wurde mit Hilfe eines
MES/HEPES/CAPS-Puffers (Testkonzentration je 50 mM) zwischen pH 4 und pH 10 variiert. Nach der
jeweiligen Messung wurde der exakte pH-Wert im Testansatz gemessen.

Im vorliegenden Fall lag das pH-Optimum der 16slichen Spermien-PK und der strukturgebundenen PK-S bei
rund 7,2, wihrend das der abgeldsten PK-S bei 6,8 lag. Der Verlauf der Kurven ist dhnlich.

Neben der Wirkung des pH-Wertes auf die PK-Aktivitit, wurde die von MgCitrat
getestet. Dieses flihrte konzentrationsabhdngig zu einer Senkung der PK-Aktivitit von
16slicher PK und PK-S aus Eberspermien sowie von PK-MI1 aus Kaninchenmuskel. Bei
0,1 mM PEP hemmte das MgCitrat die Aktivitit der Spermien-Pyruvatkinasen um 0-6% (bei
2 mM MgCitrat), um 9,9-14,1% (bei 5 mM), um 21,9-27,1% (bei 10 mM) oder um 24,3-
36,4% (15 mM). Die Aktivitdt der PK-M1 wurde dhnlich stark gesenkt (12,1% bei 2 mM
MgCitrat; 12,1% bei 5 mM; 23,7% bei 10 mM und 43,2% bei 15 mM; Einzelwerte).

Zusammenfassend ist festzustellen, dass, im Vergleich mit den bekannten PK-Isoformen,
sowohl die 18sliche, als auch die strukturgebundene PK aus Eberspermien groBe Ahnlichkeit
mit der M1-Form besitzt. Abgesehen von der leichten Verschiebung des pH-Optimums,
wurden bei den untersuchten kinetischen Eigenschaften keine signifikanten Unterschiede
zwischen der noch an Strukturen gebundenen und der abgeldsten PK-S festgestellt. Die
Hemmbarkeit der Spermien-Pyruvatkinasen durch Citrat konnte der Anpassung der ATP-

Produktion an veridnderte Situationen von Spermien dienen.
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3.5 Teilsequenzierung der gereinigten PK-S

Es wurden Nukleotidsequenzen (¢cDNA/mRNA und genomische DNA) gefunden
(WELCH et al., 1992, 2000, 2006), welche eine spermienspezifische, N-terminal verldngerte
GAPDH (GAPDH-S) in Maus, Mensch und Ratte codieren. Diese Verldngerung wird fiir die
Bindung an Zellstrukturen verantwortlich gemacht. Es stellte sich die Frage, ob die PK-S
ebenfalls iiber eine spermienspezifische Verldngerung an Zellstrukturen gebunden ist. Da
Sequenzen spermienspezifischer PK auch nach umfangreicher Literaturrecherche nicht
gefunden wurden, die Sequenzen von Pyruvatkinasen anderer Herkunft aber vorliegen, habe
ich eine N-terminale Teilsequenzierung der von mir gereinigten PK-S aus Eberspermien
durchfiihren lassen.

Die Teilsequenzierung durch Edman-Abbau wurde am Theodor-Boveri-Institut der
Universitit Wiirzburg durchgefiihrt. Hierzu wurde die gereinigte PK-S nach SDS-
Gelelektrophorese auf eine PVDF-Membran geblottet und die Hauptbande der PK-S bei

64,5 x10° aus der Membran geschnitten.

Es konnten 18 der ersten 19 Aminosduren des Aminoterminus bestimmt werden. Die

erhaltene Aminosduresequenz lautete

NH,-TSEAMPKAHMDAGXAFIQT-COOH.

Fiir die nicht ganz eindeutig bestimmbaren Aminoséduren wurde jeweils die wahrscheinlichere
angegeben. Die nicht bestimmte Aminosdure wurde als ,, X angegeben.

Die Teilsequenz wurde auf der Grundlage der HPLC-Elutionsprofile fiir jeden
Aminosdureabspaltungsschritt bestimmt. Je weiter die Aminosdure vom Aminoterminus
entfernt lag, d.h., je spéter sie abgespalten wurde, desto schwieriger war es, sie zu bestimmen,
was an der iiblichen Abnahme der Peakhdhe sowie einer Zunahme der Hintergundpeaks
(,,Schleichen der Peaks®) lag. GewoOhnlich liegt die Ausbeute an PTH-Aminosduren nach
jedem Edman-Zyklus bei 90 bis 99%. Nicht rechtzeitig abgespaltene Aminoséduren fiihren zu
Hintergrundpeaks (,,carryover®, ,lag®) in den nachfolgenden Zyklen. Folglich nimmt der
Hintergrund mit der Anzahl der Zyklen zu. So war die Sequenz ab der Aminosédure 12 als
etwas weniger sicher zu beurteilen. Bei der 6. und 12. abgespaltenen Aminoséure zeigten sich
im HPLC-Elutionsprofil, neben den deutlich angestiegenen Peaks fiir Prolin (P; Nr. 6) und
Alanin (A; Nr. 12), auch ein etwas geringerer Anstieg des Arginin (R; Nr. 6)- bzw. Aspartat
(D; Nr. 12)-Peaks. Beim Durchgang Nr. 8 war die Peakhohe fiir Alanin (A) zwar deutlich

angestiegen, jedoch verhédltnisméBig (zu) gering. Die Aminosdure Nr. 14 konnte nicht
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eindeutig bestimmt werden. Hier waren unverhéltnisméfBig geringe Anstiege der Peaks fiir
Serin (S) und Threonin (T) zu verzeichnen, weshalb es sich prinzipiell auch um Cystein (C)
als abgespaltene Aminosdure handeln kann, da das Cystein vor der Sequenzierung nicht
modifiziert worden war. Um Cystein bestimmen zu koénnen, muss es vor der Sequenzierung
modifiziert (Reduktion und Alkylierung) werden. Unmodifiziertes Cystein wird bei N-
terminaler Proteinsequenzierung zerstort und ist somit im HPLC-Elutionsprofil nicht zu sehen.
So kann nur iiber Negativergebnisse flir die anderen Aminosduren auf Cystein als
abgespaltene Aminosédure geschlossen werden. Beim Abspaltungsschritt Nr. 20 konnte keine
Aminosdure mehr eindeutig von den Hintergrundpeaks unterschieden werden. Mehrere Peaks

zeigten im letzten Elutionsprofil einen geringen Anstieg gegeniiber dem vorangegangenen.

Vergleicht man den N-terminalen Sequenzabschnitt der tryptisch von Eberspermien
gelosten PK-S mit Sequenzen diverser Proteine aus Datenbanken (Swiss-Prot und TrEMBL),
so zeigt sich die groBte Ahnlichkeit mit Pyruvatkinasen der M-Isoformen. Diese Ahnlichkeit
liegt hauptsdchlich im C-Terminus (Position 79-83, Abbildung 13) des ermittelten
Sequenzabschnittes begriindet, welcher vollstindig mit einem Sequenzabschnitt meist nahe
dem N-Terminus der M-Pyruvatkinasen iibereinstimmt. Es folgen zum N-Terminus hin
9 Aminoséuren (Position 69-77, Abbildung 13), die nur teilweise mit den Sequenzen fiir PK-
M iibereinstimmen. Die meisten M-Isoformen der PK mit groBer Ahnlichkeit zum ermittelten
Sequenzabschnitt der PK-S enden hier mit Methionin (M). Zwei Sequenzen weisen jedoch
wie die PK-S einen verliangerten N-Terminus auf. Eine PK-M2-Sequenz (Q4VILS), die von
einer cDNA-Sequenz aus humanen Chondrosarcoma Lungenmetastasen abgeleitet wurde,
zeigt eine 68%ige Ubereinstimmung (13 von 19 Aminosiuren) mit dem ermittelten
Sequenzabschnitt der tryptisch von Eberspermienstrukturen geldsten PK-S. Sie stimmt in 3
der 4 N-terminalen Aminosduren der PK-S {iberein (NH,-TSAA-COOH « NH,-TSEA-
COOH). Die groBte Ubereinstimmung (78%; 15 von 19 Aminosiuren) mit der Sequenz der
PK-S aus Eberspermien wies jedoch ein ,hypothetisches Rinderprotein (Q3ZC87) auf,
dessen Sequenz aus einer Nukleotidsequenz aus Diinndarm (Ileum) abgeleitet war. Bei
diesem Protein kann anhand der weitgehend {ibereinstimmenden Sequenz davon ausgegangen
werden, dass es sich um eine PK-M1 oder PK-M2 handelt, welche eine N-terminale
Verldngerung besitzt. Es handelt sich hierbei um die einzige Sequenz, deren N-terminale
Verldngerung, wie bei der PK-S, mit NH,-TSEA(M)-COOH beginnt. Zudem folgt dem
Threonin (T) ein Lysin (K), was im Einklang mit der Abspaltung der PK-S durch Trypsin an

dieser Sequenzstelle steht.
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Es wurden dann die Computerprogramme ClustalX und Jalview genutzt, um die Sequenz
von Pyruvatkinasen verschiedener Herkunft und verschiedener Isotypen mit der fiir die PK-S
aus Eberspermien erhaltenen Teilsequenz zu vergleichen. Wihrend nur zwei PK-Sequenzen
vom Protein bestimmt wurden, sind die meisten von Nukleotidsequenzen abgeleitet. In
Abbildung 13 sieht man, dass die erhaltene Teilsequenz auch hier die groBte Ahnlichkeit mit
den M-Isoformen der Pyruvatkinase (PK-M1 und -M2) besitzt. Die Sequenzen von PK-M1
und -M2 sind bis auf einen internen Sequenzbereich weitgehend homolog. Der N-Terminus
scheint aber etwas weniger konserviert zu sein. Auch PK-L und PK-R weisen weitreichende
Homologien auf, wobei auch hier der im Vergleich zur PK-M verldngerte N-Terminus
weniger konserviert zu sein scheint. Die 7 bestimmten Aminosduren am C-terminalen Ende
der PK-S-Teilsequenz sind eindeutig homolog angeordnet zu einem meist nahe dem N-
Terminus gelegenen Sequenzabschnitt der M-Isoformen (Abbildung 13, Position 76-83).
Dieser Sequenzabschnitt unterscheidet sich von dem der L/R-Isoformen [AG(T/S)AFIQT «
LG(T)AFFQQ]. Bei der nicht bestimmten Aminosdure der Teilsequenz (X, Position 78)
handelt es sich vermutlich, homolog zu den M-Isoformen, um T oder S. Fiir beide
Aminosduren waren im HPLC-Elutionsprofil nach Schritt 14 des Edman-Abbaus geringe
Anstiege der Peaks beobachtet worden. Auf die 7 bestimmten C-terminalen Aminosiuren
folgen 6 Aminoséduren, die nur teilweise (0-4 von 6 Aminosduren, meist 2) mit den M-
Isoformen tibereinstimmen. Wihrend die M1-Isoformen mit diesem Sequenzabschnitt enden,
weisen die Sequenzen fiir PK-M2 meist zusétzlich ein Methionin (M) am N-Terminus auf.
Nur zwei Sequenzen besitzen, wie schon beschrieben, eine N-terminale Verldngerung im
Vergleich zu den anderen PK-M-Sequenzen. Der Beginn der Verlingerung &hnelt oder ist
identisch mit dem N-terminalen Sequenzabschnitt der tryptisch abgelosten PK-S [NH,-
TSEA(M)-COOH].
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Die zwei Sequenzen fiir PK-M1 [PK-M1 aus Katzenmuskel (P11979) sowie N-Terminus

der PK-M1 aus humanen Blutpléttchen (P14618)], welche iiber Proteinsequenzierung erhalten

wurden, besitzen im Gegensatz zu der aus gereinigtem Protein erhaltenen PK-S-Sequenz

keine N-terminale Verldngerung. Auch ein N-terminales Methionin ist in den Sequenzen nicht
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vorhanden. Hingegen ist auf der Nukleotidebene fiir die humane PK-M (M23725) eine der
exprimierten PK vorangehende Sequenz (NH,-TSAAM-COOH) codiert.

Um zu sehen, ob auch in anderen Nukleotidsequenzen von PK-M-Formen vor dem
Methionin (Abbildung 13, Position 69) Informationen fiir eine N-terminale Verlangerung
codiert sind, wie fiir die PK-S aus Eberspermien erhalten, wurden die Nukleotidsequenzen
von PK-M in den Datenbanken GenBank, EMBL, DDBJ und PDB darauthin gepriift. Die
meisten aus Nukleotidsequenzen hergeleiteten Proteine in Abbildung 13 beginnen mit dem
Methionin in Position 69. Die ungekiirzt tibersetzten Nukleotidsequenzen zeigen meist eine
der N-terminalen PK-S-Sequenz TSEA(M) gleiche oder dhnliche Sequenz [oft TSAA(M)
oder TSGT(M), selten ISET(M)] am 5’-Ende des meist vorhergesagten Startcodons AUG.
Um zusitzliche Informationen zu den N-Termini der in Abbildung 13 gezeigten Protein-
sequenzen fiir PK-M zu erhalten, wurden die zugehorigen Nukleotidsequenzen komplett
tibersetzt (mit dem Translate Tool von www.expasy.org) und ungekiirzt miteinander sowie
mit der Teilsequenz der Spermien-PK-S verglichen. Wie in Abbildung 14 zu sehen, zeigt auch
hier die Mehrzahl der Sequenzen (20 von 27) eine dem TSEA(M)-dhnliche Sequenz (Position
93-97). Zudem gehen dieser Sequenz in Position 92 oft die Aminosduren Arginin (R; 17 der
20) oder Lysin (K; 1 der 20) voraus, welche als Spaltungsorte fiir Trypsin bekannt sind. Da
die Translation bei Eukaryoten gewohnlich mit dem am néchsten zum 5’-Ende der mRNA
gelegenen AUG-Codon, dass fiir Methionin codiert, beginnt und bei den meisten Sequenzen
dieses erst in Position 97 (Abbildung 14) nach der TSEA-dhnlichen Sequenz auftritt, ist diese
Sequenz in den abgeleiteten Proteinsequenzen meist nicht mehr zu finden. Auch eine PK-M2
(Q504U3), die aus einer cDNA-Sequenz aus Testis (BC094767) abgeleitet ist, zeigt keine N-
terminale Verldngerung, da dem vorhergesagten AUG-Startcodon, welches das Methionin in
Position 97 (Abbildung 14) codiert, kein weiteres AUG in 5’-Richtung vorausgeht. Nur die
Nukleotidsequenz aus humanen Chondrosarcoma Lungenmetastasen (BC096823), welche fiir
die PK-M2 (Q4VO9LS8) codiert, enthilt in 5’-Richtung zum meist vorhergesagten Startcodon
ein zusitzliches Startcodon (codiert Methionin in Position 62, Abbildung 14), so dass hier in
der abgeleiteten Proteinsequenz eine N-terminale Verldngerung [mit NH,-TSAA(M)-COOH]
erscheint. Die Nukleotidsequenz aus Rinderdiinndarm (BC102826), welche eine PK-M
(Q3ZC87) codiert, enthdlt N-terminal zum codierten NH,-TSEAM-COOH offenbar kein
weiteres AUG, so dass nicht klar ist, wieso eine N-terminale Verldngerung im Vergleich zu
den M-Isoformen in der abgeleiteten Proteinsequenz erscheinen soll. Eventuell wurde
vermutet, dass es sich hier um ein Fragment der Nukleotidsequenz handelt, was auch bei der

Proteinbenennung kenntlich gemacht wurde.
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Die zwei Sequenzen fiir PK-M1, die iiber Proteinsequenzierung erhalten wurden, zeigen
deutlich an, dass das Protein PK-M1 N-terminal um 5 Aminosduren kiirzer ist als die
abgeldste PK-S. Die Bezeichnung der strukturgebundenen PK aus Eberspermien als PK-S ist
somit gerechtfertigt. Die Ergebnisse deuten insgesamt darauf hin, dass es sich bei der PK-S um
eine neue Form der PK in Spermien handelt, welche eine N-terminale Verldngerung besitzt,

die der Anbindung an die Spermienstrukturen dienen konnte.

Im Vergleich zu den bekannten Verldngerungen der GAPDH-S aus Maus, Mensch und
Ratte (WELCH et al., 1992, 2000, 2006) konnte, auch aufgrund der kurzen bekannten Sequenz
der N-terminalen PK-Verldngerung, keine Homologie entdeckt werden. Auch unter der
Annahme, dass die komplette N-terminale Sequenz (ohne tryptische Spaltung) den N-
terminalen Verldngerungen der Rinder- oder der humanen PK-M gleicht, wurde keine
Ahnlichkeit zur Verlingerung der GAPDH-S oder zu anderen Proteinsequenzen gefunden. Es
gibt keine Anhaltspunkte fiir Prolin- oder Cystein-reiche Sequenzabschnitte, wie sie fiir die
GAPDH-S beschrieben sind. Zudem ist bislang unklar, ob die N-terminale Verldngerung der
GAPDHS-S vollstdndig im nativen Protein enthalten ist.

3.6 Gewinnung spezifischer Antikorper gegen die PK-S

Mit dem Ziel die PK-S in Sdugerspermien zu lokalisieren, wurde versucht, spezifische
Antikorper gegen sie zu produzieren. Es wurde zuerst ein Kaninchen mit der gereinigten
PK-S aus Eberspermien immunisiert. Zusitzlich wurde ein Teil der iiber Edman-Abbau
erhaltenen Teilsequenz der PK-S synthetisiert und ebenfalls zur Produktion von Antikérpern
in Kaninchen eingesetzt. Zur Immunreinigung von Antikérpern wurde Sepharose verwendet,
an welche das synthetisierte Peptid gekoppelt war. So konnten aus dem Antiserum gegen die

gereinigte PK-S Antikdrper gereinigt werden, die spezifisch gegen die PK-S gerichtet waren.

3.6.1 Produktion und Charakterisierung des Antiserums gegen die gereinigte
PK-S

Die gereinigte und lyophilisierte Eberspermien-PK-S wurde zur Produktion von
Antikorpern in einem Kaninchen eingesetzt. Vor der Immunisierung wurden die
Praimmunseren zweier Kaninchen sowie die sekundiren Antikorper gegen Kaninchen-IgG
auf unspezifische Proteindetektion hin untersucht. Hierzu wurden, neben Kaninchenmuskel-
PK und -GAPDH, Iésliche und strukturgebundene Eberspermienproteine (Uberstand 1,
Uberstand nach Trypsinbehandlung und vereinigte PK-S- und GAPDH-S-enthaltende

Fraktionen nach chromatographischer Anreicherung) SDS-gelelektrophoretisch getrennt. Das
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Immunoblotting wurde mit unterschiedlichen Verdiinnungen der Antikérper bzw.
Praimmunseren durchgefiihrt. Es zeigte sich, dass die sekundédren Antikorper bei einer
Verdiinnung von 1:10000, selbst nach 25-miniitiger Einwirkung des Férbereagenzes DAB,
keines der aufgetragenen Proteine binden und somit fiir die Untersuchungen sehr gut geeignet
sind. Die Prdimmunseren der beiden Kaninchen wurden im Vergleich jeweils 1:2000 und
1:200 eingesetzt (Abbildung 15). Hierbei stellte sich heraus, dass bei einem der beiden Seren
schon bei der Verdiinnung von 1:2000 mehrere Proteine unspezifisch angefdrbt wurden
(Abbildung 15b). Besonders durch die Bindung an die Kaninchenmuskel-PK und die
Spermien-PK-S sowie an ein anderes proteolytisch von Spermienstrukturen abldsbares
Protein war dieses Kaninchen fiir die Immunisierung ungeeignet. Das andere Priimmunserum
filhrte beim Einsatz von 1:2000 nicht zu unspezifischer Proteinanfirbung (Abbildung 15c),
beim Einsatz von 1:200 wurden jedoch auch hier Proteine unspezifisch angefarbt (Abbildung
15e), jedoch deutlich schwécher als beim 1:200 eingesetzten ersten Prdimmunserum
(Abbildung 15d). Da in dhnlichen Versuchen in der Literatur sowie in eigenen Versuchen mit
Kaninchen-Antiserum gegen die GAPDH-S aus Eberspermien ein Einsatz des Antiserums
von weniger als 1:2000 sowohl fiir die Immunfarbung von Western-Blots als auch fiir die
Immunogoldmarkierung von Proteinen ausreichte, wurde das Kaninchen mit dem zweiten

Praimmunserum als geeignet erachtet.
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Abbildung 15: Elektrophoretische Auftrennung von PK und GAPDH aus Kaninchenmuskel sowie von
loslichen und strukturgebundenen Proteinen aus Eberspermien. Priifung der unspezifischen
Proteinbindung durch Priimmunseren zweier Kaninchen

a: SDS-Gel mit Proteinanfirbung; b-e: Western-Blots mit Antikdrperfarbung unter Verwendung zweier
Praimmunseren in jeweils zwei Verdiinnungen

b: Priimmunserum 1, Verdiinnung 1:2000; ¢: Prdimmunserum 2, Verdiinnung 1:2000; d: Praiimmunserum 1,
Verdiinnung 1:200; e: Praimmunserum 2, Verdiinnung 1:200

Bahn 1: 4 pl LMW-Standard; Bahn 2: 4 pg Kaninchenmuskel-PK; Bahn 3: 4 pg Kaninchenmuskel-GAPDH,;
Bahn 4: Uberstand Ul (l6sliche Eberspermienproteine), 250 ug Protein; Bahn 5: Uberstand nach
Trypsinbehandlung UnT (strukturgebundene, mit Trypsin abgeldste Spermienproteine), 40 pg Protein; Bahn 6:
Fraktionen 99-104 der Fractogel EMD Propyl (S)-Reinigung nach PK-Anreicherung iiber Fractogel EMD SO3
(S) (enthdlt PK-S aus Eberspermien und 3% GAPDH-S), 15 pg Protein. Der Proteintransfer auf die
Nitrocellulose-Membran wurde jeweils durch Ponceau-S-Farbung {iberpriift. Hierbei wurden die Markerproteine
mit einem weichen Bleistift markiert. Das Immunoblotting erfolgte unter Einsatz der o.g. Verdiinnungen der
Pradimmunseren und von 1:10000 verdiinnten sekunddren Antikdrpern (Anti-Kaninchen-IgG). Die Einwirkzeit
des Nachweisreagenzes DAB betrug bei Membran b und c jeweils 25 min, bei Membran d und e jeweils 10 min.
Das Kaninchen mit dem Pradimmunserum 2 fiihrte bei einer fiir den spéteren Einsatz realistischen Verdiinnung
von 1:2000 nicht zu unspezifischer Proteinanfiarbung. Es wurde mit der gereinigten PK-S immunisiert.

Das ausgewihlte Kaninchen wurde immunisiert. Als Antigen wurden 4x 100 pg

gereinigte und lyophilisierte PK-S (Abbildung 11) injiziert.
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Um die PK-S durch Immunogoldmarkierung sicher lokalisieren zu kénnen, musste die
Spezifitit der produzierten Antikorper tiberpriift werden. Nur wenn die Antikérper eine
ausreichende Spezifitit fiir die PK-S aus Sédugerspermien besitzen, konnen mit Hilfe der
Fluoreszenz- und Immunogoldmarkierung Aussagen zur Lage der PK-S sowie zum Vorliegen
verschiedener PK-Formen in Sdugerspermien gemacht werden. Zur Priifung der Spezifitit
wurden die gleichen Proteinproben verwendet, wie bei der Untersuchung der Praimmunseren.
Das Immunoblotting wurde mit unterschiedlichen Verdiinnungen der verschiedenen Testseren
sowie des Endserums durchgefiihrt.

Erste Versuche mit dem Antiserum vom Tag 53 zeigten, dass die Immunfarbung der
Western-Blots bei den Bahnen mit Spermienproteinen zu einer starken Hintergrundfarbung
filhrte. Im Bereich der PK-S-Hauptbande war die Farbung im Blot jedoch nur sehr schwach
bzw. gar nicht zu erkennen, obwohl dieses Protein den Hauptteil der zur Immunisierung
verwendeten Proteinprobe darstellte. Auch bei einigen Nebenbanden war dieses ,,Negativ®-
Phénomen zu erkennen. Variationen der Antiserumverdiinnung fiihrten zu unterschiedlichen
Farbintensitédten, nicht jedoch zu einer Verdnderung des ,Negativ‘-Phdnomens (Abbildung

16).
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Abbildung 16: Elektrophoretische Auftrennung von PK und GAPDH aus Kaninchenmuskel sowie von
loslichen und strukturgebundenen Proteinen aus Eberspermien. ,,Negativ-Phinomen bei der Priifung
der Spezifitit des Antiserums vom Tag 53 gegen die gereinigte PK-S aus Eberspermien

a: SDS-Gel mit Proteinanfdrbung; b, ¢ und d: Western-Blots mit Antikdrperfirbung unter Verwendung des
Antiserums vom Tag 53 in drei Verdiinnungen
b: Verdiinnung 1:6000; ¢: Verdiinnung 1:20000; d: Verdiinnung 1:60000

Bahn 1: 4 ul LMW-Standard; Bahn 2: 4 pg Kaninchenmuskel-PK; Bahn 3: 4 pg Kaninchenmuskel-GAPDH;
Bahn 4: Uberstand Ul (l6sliche Eberspermienproteine), 250 ug Protein; Bahn 5: Uberstand nach
Trypsinbehandlung UnT (strukturgebundene, mit Trypsin abgeldste Spermienproteine), 40 ug Protein; Bahn 6:
Fraktionen 99-104 der Fractogel EMD Propyl (S)-Reinigung nach PK-Anreicherung iiber Fractogel EMD SO5
(S) (enthdlt PK-S aus Eberspermien und 3% GAPDH-S), 15 pg Protein. Der Proteintransfer auf die
Nitrocellulose-Membran wurde jeweils durch Ponceau-S-Farbung iiberpriift. Hierbei wurden die Markerproteine
mit einem weichen Bleistift markiert. Das Immunoblotting erfolgte unter Einsatz der o.g. Verdiinnungen des
Antiserums und von 1:10000 verdiinnten sekundédren Antikdrpern (Anti-Kaninchen-IgG). Die Einwirkzeit des
Nachweisreagenzes DAB betrug jeweils 1 min.

Das Antiserum fiihrt bei den Bahnen mit Spermienproteinen zu einer starken Hintergrundfdrbung. Im Bereich
der Hauptbande der Spermien-PK-S (s. Pfeile) ist die Farbung im Blot jedoch nur sehr schwach bzw. gar nicht
zu erkennen. Auch bei einigen Nebenbanden ist dieses ,,Negativ*-Phdnomen zu erkennen.

Nachfolgende Versuche zeigten, dass der Grund fiir dieses Phidnomen eine zu hohe
Menge an eingesetztem Protein war. Es wurde fiir die drei Spermienprotein-Proben jeweils
die maximal aufzutragende Proteinmenge bestimmt, bei welcher die Antikérper an ihr
Antigen binden. Abbildung 17 zeigt diese Mengenermittlung am Beispiel eines Gemisches
aus Spermien-PK-S und -GAPDH-S. Man sieht hier deutlich den Ubergang von dem
genannten ,,Negativ“‘-Phdnomen zu ,,positiven” Banden ab einer Proteinauftragsmenge von

<2 ug pro Bahn.
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Abbildung 17: Elektrophoretische Auftrennung der Fraktionen 99-104 der Fractogel EMD Propyl (S)-
Reinigung nach PK-Anreicherung iiber Fractogel EMD SO; (S). Ermittlung der optimalen Proteinmenge
zur Bindung der Antikorper an ihr Antigen

a: SDS-Gel mit Proteinanfarbung; b: Western-Blot mit Antikdrperfarbung unter Verwendung des Antiserums
gegen die gereinigte PK-S vom Tag 74

Bahn 1: 4 upl LMW-Standard; Bahn 2: 2 pg Kaninchenmuskel-PK; Bahn 3-6: Fraktionen 99-104 der Fractogel
EMD Propyl (S)-Reinigung nach PK-S-Anreicherung iiber Fractogel EMD SO; (S) (enthdlt PK-S aus
Eberspermien und 3% GAPDH-S); Bahn 3: 8 ug Protein; Bahn 4: 4 ug Protein; Bahn 5: 2 pg Protein; Bahn 6:
1 pg Protein. Der Proteintransfer auf die Nitrocellulose-Membran wurde durch Ponceau-S-Férbung iiberpriift.
Hierbei wurden die Markerproteine mit einem weichen Bleistift markiert. Das Immunoblotting erfolgte unter
Einsatz von 1:25000 verdiinntem Antiserum und von 1:25000 verdiinnten Sekundirantikérpern (Anti-
Kaninchen-IgG). Die Einwirkzeit des Nachweisreagenzes DAB betrug 7 min.

Der Ubergang vom genannten ,,Negativ“-Phéinomen zu ,,positiven* Banden bei einer Proteinauftragsmenge von
2 pg ist deutlich zu erkennen (s. Pfeile).

Nachdem die optimalen Proteinmengen ermittelt waren, wurde die Probenherstellung
bzw. -behandlung sowie das Immunoblotting variiert, um methodisch bedingte Effekte
aufzudecken. Im Vergleich zum bisher verwendeten Probenpuffer und zur BSA-Blocklésung
wurde der reduzierende Proteinauftragspuffer Roti-Load 1 sowie die Blocklosung Roti-Block
von der Carl Roth GmbH getestet. Das Resultat waren eine deutlich geringere Bandenanzahl
im Gel beim Einsatz gleicher Proteinproben (Abbildung 18) sowie eine geringere
Hintergrundfarbung beim Immunoblotting. Im Gegensatz zum zuvor verwandten
Probenpuffer, wurde durch Roti-Load 1 ein(e) Abbau/Fragmentierung der Proteine wihrend
des Erhitzens unterbunden. Laut Produktbeschreibung hilt das Phosphat-Puffersystem von
Roti-Load 1 den pH der Probe iiber einen weiten Temperaturbereich konstant und stabilisiert
somit die empfindlichen  Aspartyl-Prolyl-Peptidbindungen. = Verdnderungen  der
Hitzedenaturierung der Proteine beziiglich Temperatur (70°C, 95°C) und Dauer (3 min,
6 min, 12 min) hatten keinen Einfluss auf das Bandenmuster. Auch die Fillung von
Spermienextraktproteinen durch Trichloressigsdure und Natriumdesoxycholat verdnderte das
Bandenmuster nicht. Zum Stoppen der Proteolyse durch Trypsin wurde PMSF mit Trypsin
Inhibitor aus Sojabohnen verglichen. Auch hier zeigte sich im Bandenmuster der

Spermienproteine im SDS-Gel kein Unterschied.
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Abbildung 18: Bandenmuster einer elektrophoretisch aufgetrennten Proteinprobe in SDS-Gel und
Immunoblot nach Einsatz von SDS-Probenpuffer nach LAMMLI (1970; a-c) im Vergleich zu Roti-Load 1

(d-f)

a und d: SDS-Gele mit Proteinanfarbung durch Coomassie; b, ¢, e und f: Western-Blots mit Antikdrperfarbung
unter Verwendung von Antikorpern gegen Kaninchenmuskel-PK (Anti-PK-M1; b und e), Verdiinnung 1:10000
(b) oder 1:12500 (e) bzw. Antiserum gegen die GAPDH-S aus Eberspermien (Anti-GAPDH-S), Verdiinnung
1:10000 (¢ und f)

Auf der ersten Bahn in a wurden 6 pl, in d 3,5 pl LMW-Standard aufgetragen. Auf allen anderen Bahnen wurde
eine Probe aufgetragen, die nach Kationenaustausch- und Hydrophobizititschromatographie Eberspermien-PK-
S und -GAPDH-S enthielt (in a, b und ¢ je 10 pug Protein, in d, e und fje 3 ug Protein). Bei a-c wurde die SDS-
PAGE in einem groBen Gel durchgefiihrt, bei d-f in einem SDS-Minigel. Der Proteintransfer auf die
Nitrocellulose-Membran wurde jeweils durch Ponceau-S-Farbung {iberpriift. Hierbei wurden die Markerproteine
mit einem weichen Bleistift markiert. Das Immunoblotting erfolgte unter Einsatz der o.g. Verdiinnungen der
Primérantikérper und von 1:10000 verdiinnten Sekundérantikérpern (b und e: Anti-Ziegen-IgG, ¢ und f: Anti-
Kaninchen-IgG). Die Einwirkzeit des Nachweisreagenzes DAB betrug bei b und ¢ jeweils 1-2 min, bei e und
jeweils 5 min.

Vergleicht man das mit Roti-Load 1 erhaltene SDS-Gel und die Western-Blots mit vorangehenden Gelen, bei
welchen SDS-Probenpuffer nach LAMMLI verwendet wurde, so sicht man eine deutlich geringere Anzahl an
Proteinbanden unter Verwendung von Roti-Load 1. Trotz der mehr als 3fachen Auftragemenge in Gel a ist die
PK-Hauptbande in beiden Gelen (a und d) etwa gleich stark. Der verwendete SDS-Probenpuffer nach LAMMLI
fithrte aus unbekannten Griinden zu einer Fragmentierung der Proteine, weshalb im Folgenden nur noch Roti-
Load 1 verwendet wurde.

Unter den optimierten Bedingungen wurden nun geeignete Mengen der
Kaninchenmuskel-PK und -GAPDH sowie von loslichen und strukturgebundenen
Eberspermienproteinen SDS-gelelektrophoretisch  getrennt (Abbildung 19a). Fiir den
Immunoblot wurde das Endserum (Tag 88) benutzt. Abbildung 19b zeigt eine Anfarbung der
mit Trypsin abgelosten PK-S, welche in Relation zur aufgetragenen Proteinmenge jedoch nur
als schwach bis mittelstark zu bewerten ist. AuBerdem wurde sowohl aus dem Uberstand 1 als

auch dem Uberstand nach Trypsinbehandlung jeweils ein weiteres unbekanntes Protein (M,
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zwischen 139 und 146 x10° bzw. zwischen 131 und 144 x10°) deutlich markiert. Ein Protein
bei 98,4 x10° wurde in den vereinigten Fraktionen nach chromatographischer PK-S-
Anreicherung schwach angefarbt. Die PK-M1 aus Kaninchenmuskel wurde schwécher und
langsamer angefirbt als die PK-S. Da es sich hier um ein Antiserum handelt und sich die
Aminosduresequenzen der beiden Pyruvatkinasen unterschiedlicher Herkunft wahrscheinlich
sehr dhneln, war die Anfarbung der PK-M1 zu erwarten.

Das Immunoblotting wurde zum Vergleich auch mit dem gleichermaflen verdiinnten
Priimmunserum (Abbildung 19¢) sowie mit Antikérpern gegen Kaninchenmuskel-PK (Anti-
PK-M1; Abbildung 19d) durchgefiihrt. Wihrend das Prdimmunserum keine Proteine
markierte, band Anti-PK-M1 nur an die Kaninchenmuskel-PK (61,6 x10°) und an die PK-S
(64,8 x10%). Zudem wurde die 16sliche PK aus Eberspermien aufgrund einer sehr geringen

Auftragemenge nur sehr schwach markiert.
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Abbildung 19: Elektrophoretische Auftrennung von PK und GAPDH aus Kaninchenmuskel sowie von
loslichen und strukturgebundenen Proteinen aus Eberspermien. Priifung der Antikorperspezifitit des
Antiserums gegen die gereinigte Eberspermien-PK-S sowie der von Antikérpern gegen die PK aus
Kaninchenmuskel (Anti-PK-M1)

a: SDS-Gel mit Proteinanfarbung; b, ¢ und d: Western-Blots mit Antikorperfarbung unter Verwendung von b:
Antiserum vom Tag 88 gegen die PK-S aus Eberspermien, Verdiinnung 1:19000; e¢: Pradimmunserum zu b,
Verdiinnung 1:19000 bzw. d: Anti-PK-M1, Verdiinnung 1:12500

Bahn 1: 3,5 pl LMW-Standard; Bahn 2: 1,6 pg Kaninchenmuskel-PK; Bahn 3: 1,6 pg Kaninchenmuskel-
GAPDH; Bahn 4: Uberstand U1 (I6sliche Eberspermienproteine), 12 pg Protein; Bahn 5: Uberstand nach
Trypsinbehandlung UnT (strukturgebundene, mit Trypsin abgeldste Spermienproteine), 4,8 pg Protein; Bahn 6:
Fraktionen 99-104 der Fractogel EMD Propyl (S)-Reinigung nach PK-S-Anreicherung iiber Fractogel EMD
SO;™ (S) (enthdlt PK-S aus Eberspermien und 3% GAPDH-S), 2,4 pg Protein. Der Proteintransfer auf die
Nitrocellulose-Membran wurde jeweils durch Ponceau-S-Farbung iiberpriift. Hierbei wurden die Markerproteine
mit einem weichen Bleistift markiert. Das Immunoblotting erfolgte unter Einsatz der o.g. Verdiinnungen der
Antiseren bzw. der Antikorper und von 1:10000 verdiinnten sekundidren Antikdrpern (b und c: Anti-Kaninchen-
IgG, d: Anti-Ziegen-IgG). Die Einwirkzeit des Nachweisreagenzes DAB betrug bei (b) und (c) jeweils 5,5 min
und bei (d) 3 min.

Mit dem Antiserum gegen die gereinigte PK-S aus Eberspermien wurde diese im Verhéltnis zur Auftragemenge
schwach bis mittelstark markiert, zudem aber auch andere Spermienproteine sowie schwach die
Kaninchenmuskel-PK. Das Praimmunserum fiihrte hingegen zu keiner Markierung. Anti-PK-M1 band nur an
PK. Die Kaninchenmuskel-PK sowie die PK-S aus Eberspermien wurden deutlich markiert. Die Markierung der
loslichen PK aus Eberspermien ist nur sehr schwach, was auf die geringe Auftragemenge zuriickgefiihrt werden
kann.

Die Ergebnisse zeigen, dass das Antiserum, welches gegen die gereinigte PK-S aus
Eberspermien produziert wurde, noch nicht ausreichend spezifisch war, um eindeutige
Ergebnisse zur Lokalisierung der PK-S zu liefern. Durch Variation der Antiserumverdiinnung
und der -inkubationszeit konnen die unspezifischen Proteinbindungen zwar vermindert
werden, aufgrund der verbleibenden unspezifischen Proteinbindung bleibt aber eine gewisse
Unsicherheit bei der PK-Identifikation bestehen. Aus diesem Grund wurden zu einem
spiteren Zeitpunkt spezifische Antikorper gegen die PK-S aus dem Antiserum gereinigt

(Abschnitt 3.6.4).
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3.6.2 Synthese eines Peptids mit PK-S spezifischer Sequenz

Die Teilsequenzanalyse der PK-S aus Eberspermien ergab, dass dieses Enzym einen
ungewohnlichen N-terminalen Bereich (Position 65-69, Abbildung 13) besitzt, welcher
bislang an nativen Pyruvatkinasen nicht gefunden wurde. Auch die in Aminosduren
ibersetzten Nukleotidsequenzen fiir PK-M deuten darauf hin, dass die Translation meist erst
nach dieser N-terminalen Verlangerung der PK-S beginnt. Der angrenzende Sequenzabschnitt
(Position 70-76, Abbildung 13) der PK-S stimmt nur zum Teil mit dem N-Terminus der M-
Isoformen der PK iiberein. Sollte diese Aminosduresequenz der PK-S im Spermium
einzigartig sein, so konnte mit Hilfe eines Antikdrpers gegen sie oder einen charakteristischen
Teil dieser Sequenz die PK-S spezifisch angesprochen und folglich iiber Fluoreszenz- und
Immunogoldmarkierung in Spermien lokalisiert werden. Aus diesem Grund wurde, nach
entsprechenden Voruntersuchungen, ein erfolgversprechendes Peptid aus der PK-S-
Teilsequenz synthetisiert. Gegen dieses wurden nachfolgend Antikdrper produziert.

Im Vergleich mit Sequenzen diverser Proteine aus Datenbanken (SwissProt und
TrEMBL) zeigt der iiber Teilsequenzierung erhaltene Sequenzabschnitt der PK-S die grofite
Ahnlichkeit mit PK der MI1- und M2-Isoformen. Der C-Terminus des ermittelten
Sequenzabschnittes stimmt vollstdindig mit einem nahe dem N-Terminus gelegenen
Sequenzabschnitt der M1- und M2-Isoformen der PK unterschiedlicher Herkunft iiberein
(Teil 3.5 und Abbildung 13). Um die Wahrscheinlichkeit eines Ansprechens spéterer
Antikorper auf somatische PK zu verringern, fokussierte ich mich im Folgenden auf die 13 N-
terminalen Aminosduren, welche so nur bei der PK-S und &dhnlich in zwei weiteren
Pyruvatkinasen der Isoform M gefunden wurden. Von diesen wurde zuerst die N-terminale
Verldngerung NH,-TSEAM-COOH mit den Proteinen aus den zuvor genannten Datenbanken
verglichen. Da speziell diese, fiir die PK-S besondere Sequenz zur Unterscheidung der PK-S
von somatischer PK genutzt werden konnte, sollte dieser Teil der Sequenz auf jeden Fall
mitsynthetisiert werden. Diese kurze Sequenz wurde jedoch in 135 anderen Proteinen
gefunden. Daraufhin wurde nach und nach jeweils eine weitere Aminosdure an das Peptid
angehidngt und fiir jede Sequenz nach gleichen bzw. &hnlichen Sequenzen in den
Proteindatenbanken gesucht. So konnte das Peptid mit der hochsten Spezifitit gefunden
werden. Es handelte sich hierbei um den ermittelten Sequenzabschnitt aus den 12
N-terminalen Aminosduren.

Die komplette PK-S-Teilsequenz wurde an die franzosische Firma CovalAb
weitergeleitet. Obwohl die ersten 5 Aminoséuren (TSEAM) fiir das Vorhaben als nicht ganz
ideal befunden wurden, wurde auf Vorschlag von CovalAb die Sequenz aus den

13 N-terminalen Aminosduren der gereinigten Eberspermien-PK-S synthetisiert. Sie wurde an
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das Hamocyanin der Schliissellochschnecke (Keyhole Limpet Hemocyanin, KLH) als
Tragerprotein iiber Cystein C-terminal gekoppelt. Die Sequenz lautete somit:
TSEAMPKAHMDAG-C. Das synthetisierte Peptid hatte ein Molekulargewicht von

1448 g/mol und war zu etwa 75% rein.

3.6.3 Produktion und Charakterisierung der Antiseren gegen das synthetisierte
Peptid

Vor der Immunisierung wurden die Prdiimmunseren von 4 Kaninchen, wie zuvor, auf
unspezifische Proteindetektion hin untersucht. Alle 4 Prdimmunseren wurden 1:2000fach
verdiinnt eingesetzt und die Immunoblots 15 Minuten mit DAB inkubiert. Im Gegensatz zu
zwel Praimmunseren, die deutliche Kreuzreaktionen mit Proteinen aus Eberspermien zeigten
(Immunoblots nicht dargestellt), waren die anderen beiden Kaninchen fiir die
Antikorperproduktion geeignet. Zwar zeigten auch deren Prdimmunseren bereits
unspezifische Reaktionen (Abbildung 21c), die Kaninchen wurden aber auf der Grundlage als
geeignet erachtet, dass spezifische Antikorper gegen das synthetisierte Peptid in jedem Fall
aus dem Antiserum gereinigt werden sollten.

Die 2 ausgewihlten Kaninchen sollten mit dem synthetisierten, Carrier-gekoppelten
Peptid gemal Standardimmunisierungsprotokoll immunisiert werden. Die
Antikorperproduktion wurde liber ELISA-Titration der Testseren kontrolliert. Aufgrund
schlechter Immunantwort wurde vom Standardprotokoll abgewichen. Der Proteincarrier
wurde gewechselt und die Immunisierungsdauer verléngert.

Die Ergebnisse der ELISA-Titration der Antiseren vom Tag 53 zeigten, dass die
Immunantwort der beiden Kaninchen auf das KLLH-gekoppelte Peptid noch dullerst gering war
(Abbildung 20). Bei Einsatz der Antiseren im Immunoblotting war kein deutlicher
Unterschied in der Verteilung der Proteinmarkierung im Vergleich zu den zugehdrigen
Pridimmunseren zu erkennen.

Aufgrund der iiber ELISA-Titration der Antiseren gezeigten schlechten Immunantwort,
wurde von CovalAb empfohlen, den Proteincarrier fiir das Peptid zu wechseln. So wurde bei
der 4. Antigeninjektion statt KLH-gekoppeltes an Ovalbumin gekoppeltes Peptid verwendet.
Dieser Carrierwechsel war erfolgreich. Die Ergebnisse der ELISA-Titration der Antiseren
vom Tag 74 zeigten, dass die Immunantwort der beiden Kaninchen auf das synthetisierte,
Ovalbumin-gekoppelte Peptid deutlich stiarker war, als am Tag 53 (Abbildung 20). Jedoch
war die Immunreaktivitit des Antiserums immer noch vergleichsweise gering. Das
Immunisierungsprotokoll wurde darauthin verlingert und eine 5. und 6. Injektion des

synthetisierten Peptids (d.h. eine 2. und 3. Injektion des an Ovalbumin gekoppelten Peptids)



106 Ergebnisse

angeschlossen. Die Ergebnisse der ELISA-Titration der Antiseren von den Tagen 95 und 116
zeigten allerdings einen Abfall des Antikorpertiters gegeniiber den Seren vom Tag 74. Aus
diesem Grund wurden die Antiseren vom Tag 74 eingesetzt, um hieraus Antikorper gegen das
synthetisierte Peptid zu reinigen. Die Reinigung an dem an Sepharose gekoppelten PK-S-
spezifischen Peptid wurde von CovalAb durchgefiihrt. Der Titer der immungereinigten
Antikdrper war mit 63 ng/ml gering. Beim Einsatz der immungereinigten Antikorper im
Immunoblotting zeigte sich, abgesehen von der schnelleren Anfiarbung der Proteine, kein
tiberzeugender Unterschied der Antikorperfarbung im Vergleich zum Antiserum vom Tag 74
und zum Praimmunserum (Abbildung 21). Mit den Antiseren und Antikorpern zeigte sich
neben der deutlichen Firbung der PK-S (64,8 x10%) und der Fiarbung der Kaninchenmuskel-
PK (61,6 x10%), auch eine Markierung der GAPDH-S (42,6 x10”) und der Kaninchenmuskel-
GAPDH (38,1 x10°). Zudem wurden noch 2 weitere strukturgebundene Spermienproteine
(65,3 x10” und 71,5 x10°) im Uberstand nach Trypsinbehandlung sowie ein weiteres in den
vereinigten Fraktionen (98,4 x10°) markiert. Beim Einsatz der Antiseren wurde keines der

16slichen Spermienproteine angeférbt.
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Abbildung 20: Immunreaktivitit der Kaninchenantiseren gegen das synthetisierte Peptid mit
PK-S-spezifischer Sequenz vom Tag 53 und 74 der Immunisierung. Ergebnisse der ELISA-
Titration durch die Firma CovalAb

Die ELISA-Titration wurde mit dem CovAbtest von der Firma CovalAb durchgefiihrt. Hierbei
wurde das Peptid kovalent an 96well-Mikrotiterplatten gebunden. Es wurden jeweils 8
Verdiinnungen der Seren von den Tagen 0, 53 und 74 (1/500 bis 1/64000) eingesetzt.

CovalAb bestimmt den Antikorpertiter willkiirlich iiber die hdchste Verdiinnung des Serums,
welche bei einer photometrischen Messung bei 450 nm zu einer Extinktion von 1 fiihrt. Der Titer
entspricht dann der Umkehrung der Verdiinnung. Einen Titer von <500 bewertet CovalAb als keine
Immunreaktivitit. Bei den zwei mit dem synthetisierten, an KLH-gekoppelten Peptid immunisierten
Kaninchen hat bis zum Tag 53 entsprechend noch keine Immunreaktion stattgefunden. Nach dem
Wechsel zu Ovalbumin als Carrierprotein sieht man eine Steigerung des Antikorpertiters bei beiden
Kaninchen. CovalAb spricht hier von einer geringen Immunreaktivitét.
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Abbildung 21: Elektrophoretische Auftrennung von PK und GAPDH aus Kaninchenmuskel sowie von
loslichen und strukturgebundenen Proteinen aus Eberspermien. Priifung der Antikorperspezifitit des
Antiserums sowie der immungereinigten Antikorper gegen die synthetisierte Teilsequenz der
Eberspermien-PK-S

a: SDS-Gel mit Proteinanfarbung; b, ¢ und d: Western-Blots mit Antikoérperfarbung unter Verwendung von b:
Antiserum vom Tag 74 gegen das synthetisierte Peptid, Verdiinnung 1:10000; ¢: Prdimmunserum zu b,
Verdiinnung 1:10000 bzw. d: von CovalAb immungereinigten Antikdrpern gegen das synthetisierte Peptid,
Verdiinnung 1:1000

Bahn 1: 3,5 ul LMW-Standard; Bahn 2: 1,6 pg Kaninchenmuskel-PK; Bahn 3: 1,6 pg Kaninchenmuskel-
GAPDH; Bahn 4: Uberstand Ul (I6sliche Eberspermienproteine), 12 pg Protein; Bahn 5: Uberstand nach
Trypsinbehandlung UnT (strukturgebundene, mit Trypsin abgeldste Spermienproteine), 4,8 pg Protein; Bahn 6:
Fraktionen 99-104 der Fractogel EMD Propyl (S)-Reinigung nach PK-S-Anreicherung iiber Fractogel EMD
SO;™ (S) (enthélt PK-S aus Eberspermien und 3% GAPDH-S), 2,4 pg Protein. Der Proteintransfer auf die
Nitrocellulose-Membran wurde jeweils durch Ponceau-S-Farbung iiberpriift. Hierbei wurden die Markerproteine
mit einem weichen Bleistift markiert. Das Immunoblotting erfolgte unter Einsatz der o.g. Verdiinnungen der
Antiseren bzw. der Antikérper und von 1:10000 verdiinnten sekundiren Antikérpern (Anti-Kaninchen-IgG). Die
Einwirkzeit des Nachweisreagenzes DAB betrug bei (b) 10 min, bei (¢) 3 min und bei (d) 6 min.

Weder unter Einsatz des Antiserums, noch der immungereinigten Antikdrper wurde ein spezifisches und
alleiniges Ansprechen der PK-S aus Eberspermien beobachtet. Sie wurde zwar deutlich angeférbt, jedoch
zusitzlich auch die Eberspermien-GAPDH-S sowie Kaninchenmuskel-PK und -GAPDH.

Uber die Produktion von Antikdrpern gegen das synthetisierte Peptid und nach deren
Immunreinigung wurden keine spezifischen Antikdrper gegen die PK-S aus Eberspermien
erhalten. Aus diesem Grund wurde versucht, die mit dem synthetisierten Peptid beladene
Immunoaffinititssaule fiir die Reinigung spezifischer Antikorper gegen die PK-S aus dem

Antiserum gegen die gereinigte Eberspermien-PK-S zu nutzen.
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3.6.4 Immunoaffinititsreinigung von Antikorpern gegen PK-S aus dem

Antiserum gegen die gereinigte PK-S aus Eberspermien

Es wurde im Folgenden versucht, Antikorper, die gegen das synthetisierte PK-S-Peptid
gerichtet sind, aus dem Antiserum gegen die tryptisch von Strukturen geldste und gereinigte
PK-S aus Eberspermien zu isolieren. Hierzu wurde die Sepharose verwendet, an welche das
synthetisierte Peptid gekoppelt war.

Das Antiserum vom Tag 88 gegen die gereinigte PK-S wurde mit der Peptid-Sepharose
inkubiert (Teil 2.14). Nach dem Auswaschen nichtgebundener Bestandteile wurden die
gebundenen Antikorper mit einem Glycin-Stufengradient eluiert. Die Antikérper in den
erhaltenen Fraktionen wurden im Immunoblot auf ihre spezifische Erkennung der PK-S
getestet. Wie zuvor wurden, neben Kaninchenmuskel-PK und -GAPDH, I6sliche und
strukturgebundene Eberspermienproteine (Uberstand 1, Uberstand nach Trypsinbehandlung
und vereinigte PK-S- und GAPDH-S-enthaltende Fraktionen nach chromatographischer PK-
S-Anreicherung) SDS-gelelektrophoretisch getrennt. Die mit 50% (v/v) Glycerin stabilisierten
Antikorper wurden jeweils in einer 1:250-Verdiinnung (d.h. 1:500-Verdiinnung der
Antikorperlosung vor Glycerinzugabe) eingesetzt. Eine Fraktion [bei 30% (v/v) Glycin (0,1
M; pH 2) in PBS eluiert] enthielt Antikérper, welche im Immunoblot zur deutlichen
Anfirbung der PK-S im Uberstand nach Trypsinbehandlung sowie in den vereinigten
Fraktionen angereicherter PK-S fiihrte (Abbildung 22). Im Gegensatz hierzu wurden die PK
und GAPDH aus Kaninchenmuskel sowie die GAPDH-S nicht oder nur sehr schwach
markiert, auch wenn die Proteinauftragemenge verhéltnismaBig hoch war. Bei der GAPDH-S
war eine sehr schwache Anfiarbung nur bei einer hohen Proteinauftragemenge zu erkennen
(Abbildung 22, Bahnen 5 und 6 sowie Abbildung 23, Bahn 4). Losliche Spermienproteine
wurden nicht markiert (Abbildung 22, Bahn 4). Diese immungereinigten Antikorper gegen
die Eberspermien-PK-S werden im Folgenden als Anti-PK-S bezeichnet.
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Abbildung 22: Elektrophoretische Auftrennung von PK und GAPDH aus Kaninchenmuskel sowie von
loslichen und strukturgebundenen Proteinen aus Eberspermien. Priifung der Spezifitit der
immungereinigten Antikorper (Anti-PK-S) gegen das synthetisierte Peptid aus Antiserum gegen die
gereinigte Eberspermien-PK-S
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a: SDS-Gel mit Proteinanfarbung; b: Western-Blot mit Antikérperfarbung unter Verwendung von Anti-PK-S,
Verdiinnung 1:250

Bahn 1: 3,5 ul LMW-Standard; Bahn 2: 1,6 pg Kaninchenmuskel-PK; Bahn 3: 1,6 pg Kaninchenmuskel-
GAPDH; Bahn 4: Uberstand Ul (I6sliche Eberspermienproteine), 12 pg Protein; Bahn 5: Uberstand nach
Trypsinbehandlung UnT (strukturgebundene, mit Trypsin abgeldste Spermienproteine), 4,8 ug Protein; Bahn 6:
Fraktionen 99-104 der Fractogel EMD Propyl (S)-Reinigung nach PK-S-Anreicherung iiber Fractogel EMD
SO;™ (S) (enthélt PK-S aus Eberspermien und 3% GAPDH-S), 2,4 pg Protein. Der Proteintransfer auf die
Nitrocellulose-Membran wurde durch Ponceau-S-Féarbung iiberpriift. Hierbei wurden die Markerproteine mit
einem weichen Bleistift markiert. Das Immunoblotting erfolgte unter Einsatz der o.g. Verdinnung der
Primérantikdrper und von 1:10000 verdiinnten sekundiren Antikdrpern (Anti-Kaninchen-IgG). Die Einwirkzeit
des Nachweisreagenzes DAB betrug 3 min.

Die immungereinigten Antikorper fiihrten zur deutlichen Anféarbung der PK-S aus Eberspermien.

Aufgrund der geringen Auftragemenge an ldslicher PK aus Eberspermien konnte jedoch
nicht ausgeschlossen werden, dass die immungereinigten Antikdrper auch diese PK-Form
ansprechen. Aus diesem Grund wurde die 16sliche PK aus Eberspermien angereichert (Teil
3.3), um sie in gleicher Menge wie die PK-S im Immunoblot einzusetzen. Die Anreicherung
der loslichen PK iiber Ionenaustausch- und Hydrophobizititschromatographie lieferte ein PK-
Priparat mit einer spezifischen Aktivitit von 24,2 U/mg Protein. So war es moglich, die
gleiche Menge an spezifischer Aktivitit (jeweils 0,27 U) pro Bahn im SDS-Gel fiir die
l6sliche PK und die PK-S aus Eberspermien einzusetzen (Abbildung 23a). Im SDS-Gel
zeigten sich nach Proteinanfarbung &hnlich starke Banden von l6slicher PK und abgeldster
PK-S. Im Immunoblot konnte dann gezeigt werden, dass Anti-PK-S nicht an die 16sliche,
sondern nur an die von Spermienstrukturen abgeldste PK-S bindet (Abbildung 23b). Hier
zeigt sich neben der PK-S-Hauptbande bei 63,6 x10° eine markierte Nebenbande mit etwas
geringerem Molekulargewicht, wobei es sich vermutlich um ein kiirzeres PK-S-Fragment
handelt, welches die PK-S-spezifische Sequenz noch beinhaltet. Mit Anti-PK-M1 wurden
sowohl die 16sliche PK als auch die PK-S aus Eberspermien angefarbt (Abbildung 23c).
Neben den PK-Hauptbanden wurden auch hier mehrere Nebenbanden markiert, wobei es sich

vermutlich um PK-Fragmente handelt. Das Ergebnis weist insgesamt darauf hin, dass die
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losliche PK die Aminosduresequenz, gegen welche die AntikOrper gerichtet sind, nicht

besitzt. Das Vorkommen von zwei PK-Isoformen in Eberspermien ist somit sehr

wahrscheinlich.
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Abbildung 23: Elektrophoretische Auftrennung von loslicher und strukturgebundener PK aus
Eberspermien. Priifung der Spezifitit von Anti-PK-S

a: SDS-Gel mit Proteinanfiarbung; b und c: Western-Blots mit Antikdrperfarbung unter Verwendung b: von
Anti-PK-S, Verdiinnung 1:250 bzw. ¢: von Anti-PK-M1, Verdiinnung 1:12500

Bahn 1: 3,5 ul LMW-Standard; Bahn 2: 1,6 pg Kaninchenmuskel-PK; Bahn 3: Fraktion der Fractogel EMD
Propyl (S)-Reinigung nach Anreicherung der 16slichen PK iiber Fractogel EMD SOj;™ (S) (angereicherte 16sliche
Eberspermien-PK), 11,3 pg Protein (entspricht 0,27 U); Bahn 4: vereinigte Fraktionen der Fractogel EMD
Propyl (S)-Reinigung nach Anreicherung der tryptisch von Strukturen geldsten PK-S iiber Fractogel EMD SO5
(S) (angereicherte Eberspermien-PK-S), 2,4 ng Protein (entspricht 0,27 U). Der Proteintransfer auf die
Nitrocellulose-Membran wurde durch Ponceau-S-Féarbung iiberpriift. Hierbei wurden die Markerproteine mit
einem weichen Bleistift markiert. Das Immunoblotting erfolgte unter Einsatz der o.g. Verdiinnung der
Primérantikdrper und von 1:10000 verdiinnten sekundéren Antikorpern (b: Anti-Kaninchen-IgG bzw. c: Anti-
Ziegen-1gG). Die Einwirkzeit des Nachweisreagenzes DAB betrug bei (b) 3 min und bei (c¢) 2 min.

Wihrend die PK-S aus Eberspermien (Hauptbande bei 63,6 x10%) durch Anti-PK-S deutlich markiert wurde,
zeigten die 16sliche PK (Hauptbande bei 63,4 x10%) aus Eberspermien sowie die Kaninchenmuskel-PK (62,3
x10%) keine Farbung durch DAB. Alle drei Pyruvatkinasen wurden von Anti-PK-M1 erkannt.

Die immungereinigten Antikorper aus dem Antiserum gegen die gereinigte PK-S waren
ausreichend spezifisch und wurden nun genutzt, um die PK-S in Eberspermien zu

lokalisieren.
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3.7 Priifung der Spezifitit von Antikorpern gegen GAPDH und Acrosin

Analog zur Lokalisierung der PK wurden auch Antikérper gegen die GAPDH eingesetzt,
um dieses Enzym zu lokalisieren (Teile 3.8 und 3.9). Zuvor wurde deren Spezifitit getestet.
Von Dr. D. Westhoff wurde ein Antiserum gegen die gereinigte GAPDH-S aus Eberspermien
bereitgestellt. Daneben wurden kommerziell erhédltliche monoklonale Antikorper gegen
Kaninchenmuskel-GAPDH eingesetzt. Wie schon bei den Antikdrpern gegen die PK wurde
im Immunoblot {iberpriift, ob das Antiserum bzw. die Antikorper die GAPDH in
Eberspermien spezifisch erkennen.

Das Antiserum gegen die gereinigte GAPDH-S zeigte bei einer Verdiinnung von 1:10000
deutliche Reaktionen nicht nur mit der GAPDH-S, sondern auch mit der PK aus
Eberspermien sowie mit mindestens einem weiteren strukturgebundenen Protein (29,6 x10°)
sowie 3 16slichen Spermienproteinen (96,7, 62,5 und 55,4 x10%). Auch die Kaninchenmuskel-
GAPDH wurde angefirbt sowie sehr schwach die Kaninchenmuskel-PK (Abbildung 24a und
b). Bei der Bewertung dieses Antiserums muss jedoch die Relation zwischen aufgetragener
Proteinmenge und Immunfirbung sowie die geringere Verdiinnung des Antiserums im
Vergleich zum Antiserum gegen die gereinigte PK auf jeden Fall beriicksichtigt werden. So
wird die verhiltnismiBig schwache GAPDH-S-Bande sehr stark durch das Antiserum
detektiert (Abbildung 24a und b, Bahn 6), die in groerer Menge vorliegende
Kaninchenmuskel-GAPDH hingegen nur schwach. Die PK-S wird im Verhéltnis zur
aufgetragenen Proteinmenge schwach markiert, die Kaninchenmuskel-PK nur sehr schwach.
Neben der GAPDH-S wird mindestens ein weiteres strukturgebundenes Spermien-Protein
(GAPDH-Fragment[e]?) sowie ein 18sliches Protein (55,4 x10°) relativ stark markiert.
Wenngleich die Antikdrper im Serum eine hohe Affinitdt zur GAPDH-S haben, kann bei
einer Verwendung des Serums nicht ausgeschlossen werden, dass andere Enzyme bei der
Proteinlokalisierung detektiert werden.

Die monoklonalen Antikdrper gegen die Kaninchenmuskel-GAPDH fiihrten zu einer
Anfarbung der Kaninchenmuskel-GAPDH sowie der Eberspermien-GAPDH-S. Im Verhéltnis
zur Auftragemenge wurde die Kaninchenmuskel-GAPDH aber stirker angefdrbt als die
Hauptbande der GAPDH-S bei 42,6 x10°. Letzgenannte wurde im Uberstand nach
Trypsinbehandlung  schwach  markiert. In den  vereinigten Fraktionen nach
chromatographischer PK-S-Anreicherung, welche nur 3% GAPDH-S enthielten, ist eine
Anfirbung nicht zu ersehen. Dagegen wurde im Uberstand nach Trypsinbehandlung eine
schwichere Proteinbande bei 38,9 x10° , vermutlich ein Fragment der GAPDH-S, stark
markiert. Die separat aufgetragene Kaninchenmuskel-GAPDH zeigte sich im Blot als

Doppelbande. Auch hier handelt es sich wahrscheinlich um GAPDH-Fragmente. Die
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Kaninchenmuskel-PK sowie andere Eberspermienproteine als die GAPDH-S wurden mit den
Antikdrpern nicht angefiarbt (Abbildung 24a und c). Die Antikérper binden also spezifisch an

GAPDH und konnen zur Lokalisierung dieser eingesetzt werden.
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Abbildung 24: Elektrophoretische Auftrennung von PK und GAPDH aus Kaninchenmuskel sowie von
loslichen und strukturgebundenen Proteinen aus Eberspermien. Priifung der Antikérperspezifitit des
Antiserums gegen die gereinigte Eberspermien-GAPDH-S sowie von Antikoérpern gegen somatische
GAPDH

a: SDS-Gel mit Proteinanfiarbung; b und c¢: Western-Blots mit Antikdrperfirbung unter Verwendung von b:
Antiserum gegen die GAPDH-S aus Eberspermien (von Dr. D. Westhoff), Verdiinnung 1:10000 und e:
Antikorpern gegen Kaninchenmuskel-GAPDH, Verdiinnung 1:3200

Bahn 1: 3,5 ul LMW-Standard; Bahn 2: 1,6 pg Kaninchenmuskel-PK; Bahn 3: 1,6 pg Kaninchenmuskel-
GAPDH; Bahn 4: Uberstand U1 (I6sliche Eberspermienproteine), 12 pg Protein; Bahn 5: Uberstand nach
Trypsinbehandlung UnT (strukturgebundene, mit Trypsin abgeloste Spermienproteine), 4,8 pg Protein; Bahn 6:
Fraktionen 99-104 der Fractogel EMD Propyl (S)-Reinigung nach PK-S-Anreicherung iiber Fractogel EMD
SO;™ (S) (enthdlt PK-S aus Eberspermien und 3% GAPDH-S), 2,4 pg Protein. Der Proteintransfer auf die
Nitrocellulose-Membran wurde jeweils durch Ponceau-S-Farbung tiberpriift. Hierbei wurden die Markerproteine
mit einem weichen Bleistift markiert. Das Immunoblotting erfolgte unter Einsatz der o.g. Verdiinnung des
Antiserums/der Antikorper und von 1:10000 verdiinnten Antikérpern gegen Kaninchen-IgG (b) oder 1:7000
verdiinnten gegen Maus-IgG (c). Die Einwirkzeit des Nachweisreagenzes DAB betrug bei (b) 3 min und bei (c)
1,75 min.

Bei der gewdhlten Verdiinnung binden die Antikdrper des Serums gegen die gereinigte GAPDH-S neben der
GAPDH-S (Hauptbande bei 42,6 x10%) unspezifisch an mehrere andere Spermienproteine sowie an die
Kaninchenmuskel-GAPDH (Hauptbande bei 38,1 x10°). Die GAPDH-S wird jedoch in Bahn 6 in Anbetracht der
geringen Auftragemenge verhiltnismdfig sehr stark markiert. Die monoklonalen Antikdrper gegen die
Kaninchenmuskel-GAPDH binden hingegen nur an die Kaninchenmuskel-GAPDH (Doppelbande) sowie an die
GAPDH-S (Doppelbande) im Uberstand nach Trypsinbehandlung.

Neben den beiden glykolytischen Enzymen wurde auch Acrosin in Sdugerspermien und
Eberhodenschnitten lokalisiert (Teile 3.8 und 3.9). Von diesem Protein ist u.a. bekannt, dass
es im Laufe der Spermatogenese erst in frithen haploiden Spermatiden als enzymatisch

inaktives Zymogen, dem Proacrosin, hergestellt wird (Unterabschnitt 1.2.1.2). Die Detektion
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des Acrosins in den Hodenschnitten sollte helfen, die Zonen der unterschiedlichen
Entwicklungsstadien (Spermatogonien, Spermatozyten, Spermatiden, Spermien) besser
einzugrenzen. Weiterhin diente die Detektion des Acrosins in ausgereiften Spermien zur
Abgrenzung des Akrosoms im Kopfbereich. Zuvor wurde auch hier die Spezifitit der

Antikorper im Blot iiberpriift.
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Abbildung 25: Elektrophoretische Auftrennung von PK und GAPDH aus Kaninchenmuskel sowie von
loslichen und strukturgebundenen Proteinen aus Eberspermien. Priifung der Spezifitit der Antikérper
gegen Acrosin aus Eberspermien (Anti-Acrosin)

a: SDS-Gel mit Proteinanfarbung; b: Western-Blot mit Antikdrperfarbung unter Verwendung von Anti-Acrosin,
Verdiinnung 1:3200

Bahn 1: 3,5 ul LMW-Standard; Bahn 2: 1,6 pg Kaninchenmuskel-PK; Bahn 3: 1,6 pg Kaninchenmuskel-
GAPDH; Bahn 4: Uberstand Ul (16sliche Eberspermienproteine), 12 pug Protein; Bahn 5: Uberstand nach
Trypsinbehandlung UnT (strukturgebundene, mit Trypsin abgeldste Spermienproteine), 4,8 pg Protein; Bahn 6:
Fraktionen 99-104 der Fractogel EMD Propyl (S)-Reinigung nach PK-S-Anreicherung iiber Fractogel EMD
SO; (S) (enthdlt PK-S aus Eberspermien und 3% GAPDH-S), 2,4 pg Protein. Der Proteintransfer auf die
Nitrocellulose-Membran wurde jeweils durch Ponceau-S-Farbung iiberpriift. Hierbei wurden die Markerproteine
mit einem weichen Bleistift markiert. Das Immunoblotting erfolgte unter Einsatz der o.g. Verdiinnung der
Antikérper und von 1:7000 verdiinnten Sekundérantikdrpern (Anti-Maus-IgG). Die Einwirkzeit des
Nachweisreagenzes DAB betrug bei 4 min.

Anti-Acrosin markiert deutlich verschiedene Formen des Proteins bei ca. 50,8, 46 und 36,7 x10°. Bei der
gewihlten Einwirkzeit des DAB wird aber auch eine unspezifische Bindung an Kaninchenmuskel-PK und -
GAPDH sowie an Spermien-PK-S und -GAPDH-S sichtbar. Im Verhéltnis zur Proteinauftragemenge ist diese
unspezifische Bindung jedoch sehr schwach.

Wie in Abbildung 25 zu sehen, banden die Antikdrper an verschiedene Formen des
Acrosins. So zeigten sich unter den ldslichen Eberspermienproteinen eine stark markierte
Bande bei 50,8 x10° sowie zwei weitere, etwas schwicher markierte Banden bei 46 und
36,7 x10°. Im Uberstand nach Trypsinbehandlung von Spermienfragmenten wurden eine
Bande bei 50,8 x10° schwach sowie eine bei 36,7 x10° etwas stirker gefarbt. Die Ergebnisse
decken sich mit geringer Abweichung mit den Angaben im Datenblatt der Antikorper. Hier
wird darauf hingewiesen, dass die Antikorper mit verschiedenen Formen des Eberacrosins
(bei 55, 53, 45 und 35 kDa) reagieren. Neben dem Acrosin binden die Antikorper unter den
gewihlten Bedingungen aber bereits unspezifisch an Kaninchenmuskel- und Spermien-PK
und -GAPDH, wobei diese unspezifische Bindung im Verhidltnis zur Menge an

aufgetragenem Protein sehr schwach ist.
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3.8 Lokalisierung von PK und GAPDH sowie Acrosin in Spermien
verschiedener Siuger

Mit den vorliegenden Antikdrpern wurde versucht, sowohl die glykolytischen Enzyme
PK und GAPDH sowie das spermienspezifische Protein Acrosin in Sdugerspermien zu
lokalisieren. Neben den Antikorpern/-seren gegen die Eberspermien-PK-S und -GAPDH-S
wurden auch die Antikorper gegen die somatischen Enzyme eingesetzt. Der Lokalisierung der
Enzyme an ejakulierten Eberspermien iiber Fluoreszenzmarkierung folgte die ultrastrukturelle
Lokalisierung iiber Immunogoldmarkierung mit anschlieBender elektronenmikroskopischer
Betrachtung. Die Goldmarkierung wurde an Ultradiinnschnitten von Eberspermien, aber auch

von Spermien anderer Sduger (Bulle, Mensch) durchgefiihrt.

3.8.1 Fluoreszenzmarkierung an ejakulierten Eberspermien

Die Fluoreszenzmarkierung wurde an ausgestrichenen, ejakulierten Eberspermien
durchgefiihrt. Markiert wurde mit den Antikdrpern gegen die somatische PK und GAPDH
sowie mit den immungereinigten Anti-PK-S. Aullerdem wurden die Antiseren gegen die
PK-S und GAPDH-S sowie die Antikdrper gegen Acrosin eingesetzt.

Zundchst wurde gepriift, welchen EinfluB die Vorbehandlung der ausgestrichenen,
getrockneten Spermien auf die Fluoreszenzmarkierung hat. Neben unbehandelten wurden
unterschiedlich fixierte und/oder permeabilisierte Spermien eingesetzt. Zur Fixierung der
Spermien wurden die organischen Ldsungsmittel Methanol und Aceton sowie der
Quervernetzer PFA verwendet. Permeabilisiert wurde mit Hilfe von Triton X-100. Auch
durch unterschiedliche Kombination von Fixierung und Permeabilisierung sollte eine
optimale Zugénglichkeit und Erhaltung der Antigene fiir die Antikorper sowie bestenfalls die
Fixierung aller zu lokalisierenden Proteine in den Spermien erreicht werden. Da von den
Antiseren gegen PK-S und GAPDH-S eine ausreichende Menge zur Verfiigung stand, wurde
die Fluoreszenzmarkierung hiermit an den unterschiedlich vorbehandelten Spermien
durchgefiihrt. Weil es sich um einen Vorversuch handelte, wurden zunéchst keine Kontrollen
(ohne Primérantikorper) durchgefiihrt.

Sowohl mit dem Antiserum gegen die PK-S als auch mit dem gegen die GAPDH-S
zeigte sich deutlich, dass bei den mit Triton X-100 permeabilisierten Spermien (5 min mit
0,1% Triton X-100 oder 1 min mit 2% PFA + 5 min mit 0,1% Triton X-100) das Hauptstiick
des Flagellums sowie der Akrosombereich fluoreszierten, wogegen das Mittelstiick und der
hintere Akrosom-freie Kopfbereich im Verhéltnis dazu kaum oder keine Fluoreszenz zeigten.
Bei allen anderen Vorbehandlungen (4 min mit Aceton oder 6 min mit Methanol + 1 min mit

Aceton oder 2 min mit 2% PFA oder 2 min mit 2% PFA + 1 min mit Aceton) sowie den nicht
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vorbehandelten Spermien war eine derart deutliche Fluoreszenz im Bereich der Flagellen
nicht zu beobachten. Eine deutliche Fluoreszenz des Hauptstiicks der Flagellen war bei PFA-
fixierten Spermien nur nach Triton-Behandlung zu beobachten. Die Fixierung der Spermien
mit Hilfe organischer Losungsmittel fiihrte zu einer klaren Fluoreszenz im Akrosombereich,
wobei der Effekt bei der Methanol-Aceton- gegeniiber der Aceton-Fixierung noch verstirkt
war. PFA-fixierte Spermien zeigten meist keine {berzeugende Markierung des
Akrosombereichs, wenn sie nicht mit Aceton (1 min) oder Triton X-100 (5 min)
nachbehandelt wurden. Unter Einsatz des Antiserums gegen die GAPDH-S waren im
Cytoplasmatropfen deutliche Markierungen in allen verschieden vorbehandelten Spermien zu
sehen. Zusammenfassend zeigen die Versuche, dass eine Permeabilisierung von unfixierten
oder fixierten Spermien mit Triton X-100 zu einer besseren Zugénglichkeit der
Antigene/Epitope besonders im Hauptstiick des Flagellums, aber auch im Akrosombereich
fiihrt. Eine Detektion im Cytoplasmatropfen scheint eine solche Vorbehandlung nicht zu
erfordern.

Die eindeutigsten Fluoreszenzmarkierungen wurden an unfixierten und an mit PFA
fixierten (1 min mit 2% PFA) Spermien erhalten, die jeweils vor der Markierung mit Triton
X-100 permeabilisiert (5 min mit 0,1% Triton) worden waren. Sie werden im Folgenden
(Abbildung 26 bis Abbildung 31) gezeigt. Parallel zu den Markierungen mit den
verschiedenen Antikdrpern/-seren wurden Kontrollen durchgefiihrt, bei denen die Spermien
nicht mit den primdren Antikorpern inkubiert wurden. Die Kontrollen wurden in allen anderen
Bedingungen (Vorbehandlung der Spermien, Behandlung bei der Fluoreszenzmarkierung,
Sekundirantikérper sowie Parameter bei der Bildaufnahme und -bearbeitung) gleich
behandelt. Die Markierungen sind immer im Vergleich mit der zugehorigen Kontrolle zu
beurteilen. Nur so kann eine Fehldeutung von Autofluoreszenz und/oder unspezifischer
Fluoreszenzmarkierung durch die Sekundérantikorper ausgeschlossen werden. Um die durch
die Primédrantikérper hervorgerufene Fluoreszenz zu beurteilen, muss zuvor also immer die
Fluoreszenz der Kontrolle abgezogen werden. Ein Vergleich der Fluoreszenzintensitidt von
Bildern verschiedener Primir- und Sekundirantikorper ist nur unter Beriicksichtigung aller
genannten experimentellen Bedingungen wie auch Bildaufnahme-/-bearbeitungsparameter
(Belichtungszeit, Kontrastverstarkung und Tonwertkorrektur) moglich.

Die Fluoreszenzmarkierungen im Akrosombereich fallen nach PFA-Fixierung
permeabilisierter Spermien im Vergleich zu unfixierten permeabilisierten Spermien deutlich
stirker aus. Diese Vorbehandlung fiihrt aber auch zu einer vergleichsweise stirkeren
Fluoreszenz in der Kontrolle bei gleicher Belichtungszeit (nicht gezeigt). Zieht man die

Fluoreszenz der zugehorigen Kontrollen von den Markierungen mit den Primédrantikorpern ab,
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so erhdlt man Proteinlokalisierungsmuster, die weitgehend unabhidngig von der

Vorbehandlung der Spermien sind.

Der Einsatz von Antikdrpern gegen die Kaninchenmuskel-PK (Anti-PK-M1) fiihrte zu
einer Fluoreszenzmarkierung im Bereich des Akrosoms sowie des gesamten Flagellums
(Abbildung 26 und Abbildung 27, jeweils a und c). Auch im postakrosomalen Bereich zeigte
sich eine geringe Fluoreszenz. Die immungereinigten Anti-PK-S fiihrten hingegen zu einer
deutlichen Markierung des Hauptstiicks sowie einer etwas geringeren im Akrosombereich
(Abbildung 26 und Abbildung 27, jeweils e und g). Zusitzlich wurde der Ubergangsbereich
zwischen Kopf und Mittelstiick markiert, wogegen das Mittelstiick und das Endstiick nur
duBerst schwach oder gar nicht markiert waren (Endstiicke in Abbildung 26e und Abbildung
27e wurden vergroBert betrachtet). Cytoplasmatropfen wurden weder mit Anti-PK-M1 noch
mit Anti-PK-S deutlich markiert (nicht abgebildet).

Beim Einsatz der verschiedenen Antikorper gegen die GAPDH zeigten sich dhnliche
Fluoreszenzbilder wie fiir die PK, mit Ausnahme des Cytoplasmatropfens. Die Antikdrper
gegen die somatische GAPDH fiihrten bei den unfixierten Spermien zu einer Markierung im
Bereich des Akrosoms sowie einer geringeren im postakrosomalen Bereich und des gesamten
Flagellums (Abbildung 28a und c). Bei den mit PFA fixierten Spermien dominierte auch nach
Abzug der Kontrollfluoreszenz die Markierung im Akrosombereich (Abbildung 29a bis d).
Das Antiserum gegen die GAPDH-S (Anti-GAPDH-S) fiihrte ebenfalls zu einer deutlichen
Markierung des Akrosombereichs. Im Flagellum waren aber Mittel- und Endstiick praktisch
nicht markiert, sondern ausschlieBlich das Hauptstiick (Abbildung 28 und Abbildung 29,
jeweils e und g). Der Ubergangsbereich zwischen Kopf und Mittelstiick zeigte ebenfalls eine
schwache Fluoreszenz. Sowohl mit den Antikorpern gegen die somatische GAPDH als auch
mit Anti-GAPDH-S wurden die Cytoplasmatropfen deutlich markiert (nicht abgebildet).

Das Anti-Acrosin farbte in unfixierten und PFA-fixierten Spermien, die jeweils mit
Triton permeabilisiert wurden, den Akrosombereich an. Wihrend bei den unfixierten
Spermien zusitzlich im postakrosomalen Bereich, im Verbindungsstiick zwischen Kopf und
Flagellum sowie an den Flagellen schwache Markierungen erkennbar sind (Abbildung 30), ist

in den PFA-fixierten Spermien nur das Akrosom klar begrenzt markiert (Abbildung 31).
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Anti-PK-M1 Kontrolle

DIC und Fluoreszenz

Fluoreszenz

Anti-PK-S Kontrolle

DIC und Fluoreszenz

Fluoreszenz

Abbildung 26:
Fluoreszenzmarkierung an
ejakulierten Eber-
spermien nach deren
Permeabilisierung mit
Triton X-100.

Einsatz von Antikorpern
gegen Kaninchenmuskel-PK
(Anti-PK-M1; a und ¢) im
Vergleich zu immun-
gereinigten Antikorpern
gegen die PK-S aus Eber-
spermien (Anti-PK-S; e und
g2

Eberejakulat wurde nach
Verdiinnung in BTS auf Poly-L-
Lysin-beschichteten
Deckgléschen ausgestrichen.
Nach dem Trocknen der
Spermien, wurden sie mit 0,1%
Triton X-100 permeabilisiert (5
min bei RT). AnschlieBend
wurde die
Fluoreszenzmarkierung gemaf
Protokoll (Unterabschnitt
2.16.2.7) durchgefiihrt. Gezeigt
sind jeweils ein libereinander-
gelagertes Bild aus dem DIC-
und dem Fluoreszenzbild (a, b, e
und f) sowie das Fluoreszenzbild
(c, d, g und h) fiir die
Proteinmarkierung (a, ¢, e und g)
sowie die zugehorige
Kontrollmarkierung ohne
Primérantikdrper (b, d, fund h).

a-d:

Fiir die Markierung (a und c)
wurden 1:10000 verdiinnte Anti-
PK-M1 sowie 1:400 verdiinnte
fluoreszenzmarkierte
Sekundérantikdrper (Anti-
Ziegen-IgG) eingesetzt. Anstelle
der Primérantikdrper in
Blocklosung wurde bei der
Kontrolle (b und d) nur
Blocklgsung eingesetzt.

e-h:

Fiir die Markierung (e und g)
wurden 1:5 verdiinnte Anti-PK-S
sowie 1:400 verdiinnte
fluoreszenzmarkierte
Sekundérantikorper (Anti-
Kaninchen-IgG) eingesetzt. Die
Kontrolle ohne Primérantikorper
ist in Bild f und h gezeigt.

Mafstab: jeweils 16,5 pm
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DIC und Fluoreszenz

Fluoreszenz

DIC und Fluoreszenz

Fluoreszenz

Anti-PK-M1

Anti-PK-S

Kontrolle

Kontrolle

Abbildung 27:
Fluoreszenzmarkierung an
ejakulierten Eber-
spermien nach deren
Fixierung mit PFA und
Permeabilisierung mit
Triton X-100.

Einsatz von Anti-PK-M1
(a und c) im Vergleich zu
Anti-PK-S (e und g)

Versuchsdurchfiihrung s.
Abbildung 26. Die getrockneten
Spermien wurden mit 2% PFA
fixiert (1 min bei RT) sowie
anschlieend mit 0,1% Triton X-
100 permeabilisiert (5 min bei
RT). Die Bilder a, b, ¢ und f
zeigen DIC-Bilder kombiniert
mit den zugehorigen
Fluoreszenzbildern. In ¢, d, g und
h sind die Fluoreszenzbilder
separat gezeigt.

a-d:

Die Fluoreszenzmarkierung mit
Anti-PK-M1 ist in den Bildern a
und c gezeigt
(Antikdrperverdiinnungen s.
Abbildung 26a-d), die
zugehorige Kontrollmarkierung
ohne Primérantikorper in den
Bildern b und d.

e-h:

Die Bilder e und g zeigen die
Markierung mit Anti-PK-S
(Antikdrperverdiinnungen s.
Abbildung 26e-h). Die Kontrolle
ohne Primérantikdrper ist in den
Bildern f und h gezeigt.

MaBstab: jeweils 16,5 um
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Anti-Kaninchenmuskel-GAPDH Kontrolle

DIC und Fluoreszenz

Fluoreszenz

Anti-GAPDH-S

DIC und Fluoreszenz

Fluoreszenz

Kontrolle

Abbildung 28:
Fluoreszenzmarkierung an
ejakulierten Eber-
spermien nach deren
Permeabilisierung mit
Triton X-100.

Einsatz von Antikérpern
gegen somatische GAPDH
(Anti-Kaninchenmuskel-
GAPDH; a und ¢) im
Vergleich zu Antiserum
gegen die gereinigte
GAPDH-S aus
Eberspermien
(Anti-GAPDH-S; e und g)

Versuchsdurchfiithrung s.
Abbildung 26. Die Bilder a, b, e
und f zeigen DIC-Bilder
kombiniert mit den zugehorigen
Fluoreszenzbildern. In ¢, d, g und
h sind die Fluoreszenzbilder
separat gezeigt.

a-d:

Fiir die Markierung (a und c)
wurden 1:100 verdiinnte Anti-
Kaninchenmuskel-GAPDH
sowie 1:400 verdiinnte
fluoreszenzmarkierte
Sekunddrantikorper (Anti-Maus-
IgQ) eingesetzt. Anstelle der
Primérantikdrper in Blocklosung
wurde bei der Kontrolle (b und d)
nur (PBS in) Blockldsung
eingesetzt.

e-h:

Fiir die Markierung (e und g)
wurden 1:3000 verdiinntes
Antiserum Anti-GAPDH-S sowie
1:400 verdiinnte
fluoreszenzmarkierte
Sekundérantikdrper (Anti-
Kaninchen-IgG) eingesetzt. Die
Kontrolle ohne Anti-GAPDH-S
ist in Bild f und h gezeigt.

Malstab: jeweils 16,5 um
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Anti-Kaninchenmuskel-GAPDH Kontrolle

DIC und Fluoreszenz

Fluoreszenz

Anti-GAPDH-S

DIC und Fluoreszenz

Fluoreszenz

Kontrolle

Abbildung 29:
Fluoreszenzmarkierung an
ejakulierten Eber-
spermien nach deren
Fixierung mit PFA und
Permeabilisierung mit
Triton X-100.

Einsatz von Anti-
Kaninchenmuskel-GAPDH
(a und c) im Vergleich zu
Anti-GAPDH-S (e und g)
Versuchsdurchfiithrung s.
Abbildung 27. Die Bilder a, b, e
und f zeigen DIC-Bilder
kombiniert mit den zugehorigen
Fluoreszenzbildern. In ¢, d, g und
h sind die Fluoreszenzbilder
separat gezeigt.

a-d:

Die Fluoreszenzmarkierung mit
Anti-Kaninchenmuskel-GAPDH
ist in den Bildern a und ¢ gezeigt
(Antikorperverdiinnungen s.
Abbildung 28a-d), die
zugehorige Kontrollmarkierung
ohne Primérantikdrper in den
Bildern b und d.

e-h:

Die Bilder e und g zeigen die
Markierung mit Anti-GAPDH-S
(Antikorperverdiinnungen s.
Abbildung 28e-h). Die Kontrolle
ohne Primérantikdrper ist in den
Bildern fund h gezeigt.

Mafstab: a-d jeweils 16,4 um, e-
h jeweils 16,5 pm
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DIC und Fluoreszenz

Fluoreszenz

DIC und Fluoreszenz

Fluoreszenz

Anti-Acrosin

Anti-Acrosin

Kontrolle

Kontrolle

Abbildung 30:
Fluoreszenzmarkierung mit
Antikérpern gegen Acrosin
an ejakulierten
Eberspermien nach deren
Permeabilisierung mit
Triton X-100

Versuchsdurchfithrung s.
Abbildung 26. Die Bilder a und b
zeigen DIC-Bilder kombiniert
mit den zugehorigen
Fluoreszenzbildern. In ¢ und d
sind die Fluoreszenzbilder
separat gezeigt.

Fiir die Markierung (a und c)
wurden 1:67 verdiinntes Anti-
Acrosin sowie 1:400 verdiinnte
fluoreszenzmarkierte
Sekundédrantikorper (Anti-Maus-
IgG) eingesetzt. Anstelle der
Primérantikdrper in Blocklosung
wurde bei der Kontrolle (b und d)
nur (PBS in) Blocklésung
eingesetzt.

Mafstab: jeweils 16,5 pm

Abbildung 31:
Fluoreszenzmarkierung mit
Antikorpern gegen Acrosin
an ejakulierten
Eberspermien nach deren
Fixierung mit PFA und
Permeabilisierung mit
Triton X-100

Versuchsdurchfithrung s.
Abbildung 27. Die Bilder a und b
zeigen DIC-Bilder kombiniert
mit den zugehorigen
Fluoreszenzbildern. In c und d
sind die Fluoreszenzbilder
separat gezeigt.

Die Fluoreszenzmarkierung mit
Anti-Acrosin ist in den Bildern a
und ¢ gezeigt
(Antikorperverdiinnungen s.
Abbildung 30). Die Kontrolle
ohne Primérantikorper ist in den
Bildern b und d gezeigt.

Mafstab: jeweils 16,4 um



Ergebnisse 123

Insgesamt betrachtet wurden mit den Antikérpern gegen somatische PK und GAPDH
praktisch alle Bereiche der Spermien schwach markiert, wobei die Fluoreszenz im
Akrosombereich durchweg dominierte. Hingegen markierten die Antikorper bzw. Antiseren
gegen PK-S und GAPDH-S vor allem den Akrosombereich und das Hauptstiick der Flagellen
deutlich, wéihrend der postakrosomale Bereich sowie Mittel- und Endstiick der Flagellen im
Verhéltnis nur sehr schwach oder nicht fluoreszierten. Eine deutliche Fluoreszenz der
Cytoplasmatropfen wurde beim Einsatz der Antikorper gegen GAPDH, nicht aber denen
gegen PK beobachtet. Mit den Antikorpern gegen Acrosin konnte die Lage des Akrosoms im

Kopfbereich der Spermien klar abgegrenzt dargestellt werden.

3.8.2 Immunogoldmarkierung an ejakulierten Eberspermien

Um die PK, die GAPDH und das Acrosin in Eberspermien genauer zu lokalisieren,
wurde eine Immunogoldmarkierung der Proteine an Ultradiinnschnitten mit anschlieBender
elektronenmikroskopischer ~ Betrachtung versucht. Es wurden, wie schon zur
Fluoreszenzmarkierung, Anti-PK-M1 sowie Antiserum und immungereinigte Antikorper
gegen die gereinigte Eberspermien-PK-S eingesetzt. Ebenso wurde versucht, die GAPDH mit
Hilfe von Anti-Kaninchenmuskel-GAPDH sowie mit dem Antiserum gegen gereinigte

Eberspermien-GAPDH-S zu lokalisieren.

Zu Beginn wurde die Immunogoldmarkierung in Anlehnung an WESTHOFF (1996)
durchgefiihrt. Es zeigte sich jedoch, dass unspezifische Bindungsstellen nicht ausreichend
abgesittigt waren. Auch 5% BSA und Roti-Block konnten die unspezifische Bindung
verschiedener Antikorper nicht verhindern. Besonders deutlich war sie im Kernbereich sowie
an den dicken Filamenten zu beobachten. Es wurden dann als Blocklosung sowie zur
Verdiinnung der Primérantikorper 0,5% Kaltwasserfischgelatine und 0,1% Ovalbumin in PBS
und zur  Verdlinnung  der  Sekundirantikdrper  Immunogold-Puffer  (0,5%
Kaltwasserfischgelatine, 0,1% Ovalbumin, 0,01% Tween 20, 0,5 M NaCl in 10 mM
Phosphatpufter, pH 7,3) nach WOLFRUM und SCHMITT (2000) verwendet. AuBBerdem wurden
die Schnitte, u.a. zur Absittigung freier NH,-Gruppen, wie in WOLFRUM und SCHMITT
vorbehandelt. Auf diese Weise konnte eine unspezifische Bindung der Antikdrper minimiert
werden. Alle Kontrollmarkierungen ohne Primérantikorper (d.h. nur Sekundirantikorper)
waren, im Gegensatz zu den vorangegangenen Versuchen, komplett frei von Goldpartikeln.

Die anfangliche Inkubationsdauer von 1 h fiir die Primédr- und die Sekundérantikorper
erwies sich bei den gewdhlten Antikorperverdiinnungen als zu kurz. Eine deutliche

Markierung konnte bei Inkubationszeiten zwischen 40 und 70 h bei 4°C fiir die Primér- und
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2 h bei RT fiir die Sekundérantikérper erreicht werden. Hierbei wurden je nach Antikorper
verschiedene Verdiinnungen getestet. Im Endergebnis wurden die Primérantikdrper in
dhnlicher Verdiinnung wie zur Fluoreszenzmarkierung eingesetzt. Die goldmarkierten
Sekundarantikorper wurden in unterschiedlichen Verdiinnungen verwendet (Tabelle 7).

Nach der Immunogoldmarkierung wurde versucht, die Kontrastierung zu optimieren. Die
Kontrastierung der Strukturen in Anlehnung an WESTHOFF (1996) mit 2%igem wissrigen
Uranylacetat iiber 5 min fiithrte zu einem schwachen Kontrast. Die Dauer der Kontrastierung
wurde auf bis zu 30 min verldngert, was den Kontrast verstirkte. Aulerdem wurde 2%iges
ethanolisches (50%) Uranylacetat zur Kontrastierung verwendet. Dieses fiihrte zwar zu einer
deutlichen Kontrastverbesserung, jedoch auch zu einer Bildung von zahlreichen Falten im
Schnitt. SchlieBlich wurde der Kontrastierung mit 2%igem wissrigen Uranylacetat (10-20
min) eine 2-miniitige Kontrastierung mit Bleicitrat nach HANAICHI et al. (1986) angefiigt.
Diese Kontrastierung lieferte den besten Kontrast unter Vermeidung von Falten im Schnitt.

Die Immunogoldmarkierung wurde im Folgenden in Anlehnung an WOLFRUM und

ScHMITT (2000; Tabelle 7) durchgefiihrt.

Anti-PK-M1 markierte die fibrose Scheide im Hauptstiick der Flagellen (Abbildung 32).
Axial- und dicke Filamente wurden kaum markiert. Auch die Mitochondrien im Mittelstiick
zeigten nahezu keine Markierung. Der Spermienkopf wies vor allem Markierungen im
akrosomalen Bereich auf, aber auch an der postakrosomalen Substanz sowie im Kernbereich
waren einige Goldpartikel gebunden. Daneben zeigten auch Cytoplasmatropfen Markierungen
(nicht abgebildet). Bei Verwendung der mit Kaninchenmuskel-PK prdinkubierten Antikérper
banden nahezu keine Goldpartikel am Schnitt (Abbildung 32c¢ und e). Weder die fibrosen
Scheiden noch Spermienkdpfe oder Cytoplasmatropfen (nicht abgebildet) zeigten
Markierungen.

Wurden die immungereinigten Antikorper gegen die gereinigte Eberspermien-PK-S
(Anti-PK-S) zur Immunogoldmarkierung eingesetzt, so befand sich der Hauptanteil der
Goldpartikel im Spermienkopf. Der akrosomale Bereich zeigte deutliche Markierungen
(Abbildung 33a, b und e), wohingegen die postakrosomale Substanz (Abbildung 33a und d)
und der Zellkern nahezu keine zeigte. Die meisten Goldpartikel sind ihrer Lage zufolge
vermutlich dem Akrosom, und nicht der darunter liegenden subakrosomalen Substanz,
zuzuordnen. Die fibrose Scheide im Hauptstiick des Flagellums war schwach und alle anderen
Strukturen (Mitochondrien, dicke Filamente, Axialfilament, Cytoplasmatropfen) nur
sporadisch markiert (Abbildung 33). Zur Kontrolle wurde die Anti-PK-S mit ihrem Antigen,

dem synthetisierten Peptid mit PK-S-spezifischer Sequenz, priinkubiert und anschliefend zur
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Immunogoldmarkierung eingesetzt. In dieser Kontrolle zeigten sich nur sehr wenige oder
keine Markierungen im Akrosombereich der Eberspermien (Abbildung 33c). Auch die fibrose
Scheide wies nur wenige Goldmarkierungen auf (Abbildung 33g). Da der Unterschied
zwischen der Markierung der fibrosen Scheide und der zugehorigen Kontrolle
augenscheinlich nicht iiberzeugend war, wurde die Markierungsdichte fiir diese Struktur
bestimmt (Unterabschnitt 2.16.3.3). Sie lag bei 66 + 27 bei Verwendung von Anti-PK-S
gegeniiber 26 + 5 bei der Kontrolle mit den priinkubierten Anti-PK-S. Die Markierungsdichte
der fibrosen Scheide war mit Anti-PK-S signifikant hoher als bei der Kontrolle.

Das Antiserum gegen die gereinigte Eberspermien-PK-S, aus welchem die zuvor
verwendeten Antikérper (Anti-PK-S) gereinigt worden waren, fiihrte ebenfalls zu einer
deutlichen Markierung im Akrosombereich. Auch hier wies die subakrosomale Substanz nur
wenige Goldpartikel auf (Abbildung 34a bis d). Die postakrosomale Substanz (Abbildung
34a) und der Kern sowie alle anderen Spermienstrukturen waren praktisch frei von
Goldpartikeln (Abbildung 34). Cytoplasmatropfen zeigten zum Teil eine leichte Markierung
(Abbildung 34h). Wurde als Kontrolle das Prdiimmunserum eingesetzt, so waren nur sehr

wenige, sporadisch auftretende Goldpartikel zu beobachten (Abbildung 34e und 1).

Das Antiserum gegen die gereinigte GAPDH-S aus Eberspermien (von WESTHOFF, 1996)
fiihrte zu einer dhnlich starken Markierung im Bereich des Akrosoms wie das Antiserum
gegen die gereinigte PK-S. Die postakrosomale Substanz und der Kern waren auch hier frei
von Goldpartikeln (Abbildung 35a und b). Ebenso wiesen die Mitochondrien sowie die Axial-
und die dicken Filamente fast keine Markierungen auf (Abbildung 35d und e). Das Antiserum
fiihrte aber, im Gegensatz zum Antiserum gegen die PK-S, zu einer deutlichen Markierung
der fibrosen Scheide (Abbildung 35e und f). Auch die Cytoplasmatropfen wurden deutlich
markiert (Abbildung 35¢). Da das zugehorige Prdiimmunserum sowie gereinigte GAPDH-S
aus Eberspermien nicht zur Verfiigung standen, konnte hier nur die Immunogoldmarkierung
ohne Primirantikdrper zur Kontrolle herangezogen werden. Bei alleinigem Einsatz der
Sekundérantikdrper Anti-Kaninchen-IgG wurden die Spermienstrukturen nicht markiert
(Abbildung 35c¢).

Der Einsatz der Antikérper gegen die somatische GAPDH sowie der gegen das Acrosin
lieferten keine aussagekriftigen Markierungen. Wéhrend die Antikdrper gegen die
Kaninchenmuskel-GAPDH zu sporadisch auftretenden Goldpartikelansammlungen fiihrte,
reagierte das Anti-Acrosin sehr unspezifisch (beides nicht abgebildet). Das Anti-Acrosin band
in allen eingesetzten Verdiinnungen an alle Spermienstrukturen, besonders stark jedoch im

Kernbereich. Bei einer Verdiinnung der Antikorper von 1:50 waren im Akrosombereich nur
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sehr wenige Goldpartikel im Vergleich zur Markierung der anderen Strukturen zu finden. Bei
einer Verdiinnung von 1:250 waren die Akrosomen, im Gegensatz zu den restlichen
Strukturen, praktisch unmarkiert. Die beiden Antikdrper waren also bei den gewdhlten

Versuchsbedingungen nicht zur Lokalisierung von GAPDH und Acrosin iiber

Immunogoldmarkierung geeignet.

Abbildung 32: Immunogoldmarkierung an ejakulierten
Eberspermien mit Antikorpern gegen Kaninchen-
muskel-PK (Anti-PK-M1)

In LR White eingebettete Eberspermien wurden ultradiinn (ca.

60 nm) geschnitten und auf Formvar-befilmte Nickelnetzchen
gelegt. Die Immunogoldmarkierung wurde geméf Protokoll
(Tabelle 7) durchgefiihrt.

Anti-PK-M1 wurde 1:10000 verdiinnt sowie die goldkonjugierten
Sekundérantikdrper (Anti-Ziegen-IgG)

1:15 verdiinnt eingesetzt. Zur Kontrolle wurde Anti-PK-M1
eingesetzt, welche zuvor mit Kaninchenmuskel-PK préinkubiert
worden war (c und e). Die Maf3stdbe zeigen jeweils 1 pm an.
Abkiirzungen s. Abbildung 3

a: Lingsschnitt durch den Kopf eines Eberspermiums; b: schriger Anschnitt im vorderen Bereich eines Spermienkopfes; ¢:
Querschnitt im vorderen Bereich eines Spermienkopfes; d: mittiger Langsschnitt durch Mittel- (links) und Hauptstiick
(rechts) eines Spermienflagellums (oben) sowie teilweise weiter aulen gelegener Langsschnitt durch ein Hauptstiick (unten);
e: Langsschnitt durch das Hauptstiick eines Flagellums, der an beiden Seiten zur Oberfldche auslduft; f: Querschnitte durch
Mittel- und Hauptstiick von Spermienflagellen
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Abbildung 33: Immunogoldmarkierung an ejakulierten Eberspermien mit immungereinigten Antikérpern
gegen die PK-S aus Eberspermien (Anti-PK-S)

Durchfiihrung gemdfl Abbildung 32. Es wurden 1:5 verdiinnte Anti-PK-S sowie 1:28 verdiinnte goldkonjugierte
Sekundérantikérper (Anti-Kaninchen-IgG) eingesetzt. Zur Kontrolle wurden die Primédrantikérper mit dem synthetisierten
Spermien-PK-Peptid priainkubiert und zur Immunogoldmarkierung eingesetzt (c und g). Die MaBstébe zeigen jeweils 1 pm
an. Abkiirzungen s. Abbildung 3

a: Léangsschnitt durch den Kopf eines Eberspermiums; b: Anschnitte im vorderen Kopfbereich; ¢: Langsschnitt durch den vorderen Bereich
eines Kopfes; d: Querschnitt im Ubergangsbereich zwischen Kopf und Flagellum; e: Schnitt im vorderen Bereich eines Kopfes an dem
akrosomalen Wulst; f: Querschnitte durch Mittel- (links) und Hauptstiick (rechts) von Flagellen; g: Langsschnitt (oben) sowie Querschnitte
durch Mittel- und Hauptstiick; h: Langsschnitt durch Mittel- und Hauptstiick eines Flagellums; i: Langsschnitt durch das Hauptstiick eines
Flagellums, der an beiden Seiten zur Oberfldche auslduft
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Abbildung 34: Immunogoldmarkierung an ejakulierten Eberspermien mit Antiserum gegen die gereinigte
PK-S aus Eberspermien

Durchfiihrung geméll Abbildung 32. Es wurden 1:1000 verdiinntes Antiserum gegen die PK-S sowie 1:28 verdiinnte
goldkonjugierte  Sekundérantikérper (Anti-Kaninchen-IgG) eingesetzt. Als Kontrolle wurde 1:1000 verdiinntes
Praimmunserum zur Immunogoldmarkierung eingesetzt (e und i). Die Mafistébe zeigen jeweils 1 um an. Abkiirzungen s.
Abbildung 3

a: Langsschnitt durch den Kopf eines Eberspermiums; b: Querschnitt im vorderen Kopfbereich; e: Querschnitt im vorderen
Kopfbereich mit partiell abgelostem Akrosom; d: Schnitt im vorderen Kopfbereich an dem akrosomalen Wulst; e:
Léngsschnitt durch einen Kopf; f: Langsschnitt durch Mittel- und Hauptstiick eines Flagellums; g: Querschnitte durch Mittel-
(oben) und Hauptstiick (unten) von Flagellen; h und i: Cytoplasmatropfen
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Abbildung 35: Immunogoldmarkierung an ejakulierten Eberspermien mit Antiserum gegen die gereinigte
GAPDH-S aus Eberspermien (Anti-GAPDH-S)

Durchfiihrung gemifl Abbildung 32. Es wurden 1:3000 verdiinnte Anti-GAPDH-S sowie 1:28 verdiinnte goldkonjugierte
Sekundérantikrper (Anti-Kaninchen-IgG) eingesetzt. Da das zugehdrige Praimmunserum nicht zur Verfligung stand, ist zum
Vergleich die Kontrolle ohne Primérantikérper gezeigt (c). Die Malstibe zeigen jeweils 1 um an. Abkiirzungen s.
Abbildung 3

a: Liangsschnitt durch den Kopf eines Eberspermiums; b: schriger Anschnitt im vorderen Bereich eines Kopfes; c:
Léangsschnitt durch einen Kopf (Mitte links bis oben rechts) sowie durch ein Flagellum (Mitte links bis unten rechts); d:
Léangsschnitt durch ein Mittelstiick; e: Querschnitte durch Mittel- und Hauptstiick von Flagellen sowie durch ein mit
Cytoplasmatropfen umgebenes Mittelstiick; f: Langsschnitte durch Hauptstiicke von Flagellen
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3.8.3 Immunogoldmarkierung an Spermien anderer Sauger

Die Antikdrper, welche an Eberspermien zu klaren Markierungen gefiihrt hatten, wurden
nun zur Immunogoldmarkierung an Bullen- und Humanspermien eingesetzt. Es sollte
tiberpriift werden, ob sie bei den Spermien anderer Siuger eine gleiche oder &hnliche
Verteilung der Proteine zeigten. Es interessierte weiterhin, ob die Antiseren und die
immungereinigten Antikdrper gegen glykolytische Enzyme aus Eberspermien auch an Bullen-
und Humanspermien zu einer spezifischen Proteinmarkierung fiihren, d.h., ob die Sequenzen
der Eberspermienproteine, gegen welche die Antikorper gerichtet sind, auch in Bullen- und
Humanspermien vorkommen.

Wie schon fiir die Eberspermien gezeigt, fithrten die Antikdrper gegen die
Kaninchenmuskel-PK  (Anti-PK-M1) auch bei Bullenspermien zu einer deutlichen
Markierung der fibrosen Scheide (Abbildung 36c¢, d und e). Die Mitochondrien (Abbildung
36¢ und e) sowie die Cytoplasmatropfen (nicht abgebildet) waren hingegen kaum markiert.
Auch an den dicken Filamenten und am Axonem waren nahezu keine Goldpartikel gebunden.
In den Spermienkdpfen waren einige Goldmarkierungen zu beobachten. Diese beschriankten
sich allerdings nicht auf einen bestimmten Bereich des Kopfes, sondern waren vereinzelt im
Kern sowie in der kompletten den Kern umgebenden Substanz zu finden (Abbildung 36a).
Die mit Kaninchenmuskel-PK préinkubierten Antikorper fiihrten weder an der fibrésen
Scheide noch im Kopfbereich oder anderen Spermienstrukturen zur Goldmarkierung
(Abbildung 36b, fund g).

Die immungereinigten Antikdrper gegen die PK-S (Anti-PK-S) aus Eberspermien
lieferten hauptsichlich Markierungen im Akrosombereich der Bullenspermien (Abbildung
37a und b). An der fibrésen Scheide konnten nur wenige Goldpartikel gefunden werden. Alle
anderen Strukturen waren nahezu markierungsfrei. Es zeigten sich jedoch auch in der
Kontrolle (mit Peptid pridinkubierte Antikdrper) deutliche Markierungen im Akrosombereich
(Abbildung 37c). Die Kontrolle ohne Primérantikdrper wies keine Goldmarkierungen auf
(Abbildung 37d).

Auch unter Einsatz des Antiserums gegen die gereinigte Eberspermien-PK-S dominierten
die Markierungen im Kopfbereich der Bullenspermien (Abbildung 38a und b). Daneben
waren die fibrose Scheide (Abbildung 38d und e) und die Cytoplasmatropfen (nicht
abgebildet) schwach markiert. Mitochondrien, Axial- und dicke Filamente hingegen waren
praktisch nicht markiert (Abbildung 38c, d und e). Im Spermienkopf waren die Goldpartikel
vorwiegend im Akrosombereich zu finden, aber zusdtzlich war der Kernbereich schwach

markiert. Die postakrosomale Substanz wies nahezu keine Markierung auf. Die
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Kontrollmarkierung mit dem Prdimmunserum fiihrte zu sehr wenigen Markierungen im
Spermienkopf, die oft auch im Kernbereich zu finden waren. An der fibrdsen Scheide waren
nahezu keine Goldpartikel gebunden. Cytoplasmatropfen zeigten auch in der Kontrolle eine
schwache Markierung (Abbildung 38f).

Das Antiserum gegen die gereinigte Eberspermien-GAPDH-S (Anti-GAPDH-S) fiihrte
wie an den Eberspermien, zu einer klaren Goldmarkierung der fibrosen Scheide sowie im
Akrosombereich der Bullenspermien. Die Mitochondrien, die dicken Filamente und das
Axonem sowie der Zellkern und die postakrosomale Substanz waren nahezu frei von
Markierungen (Abbildung 39). Entgegen der Markierung am Eberspermienpréparat, wurden
an den Schnitten mit Bullenspermien die Cytoplasmatropfen praktisch nicht markiert
(Abbildung 391). In der Kontrolle ohne Primérantikoérper waren weder die fibrose Scheide

(Abbildung 39g) noch der Akrosombereich (Abbildung 39d) markiert.
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Abbildung 36: Immunogoldmarkierung an ejakulierten Bullenspermien mit Antikérpern gegen
Kaninchenmuskel-PK (Anti-PK-M1)

Durchfiihrung geméB Abbildung 32 an Bullenspermien. Die Bilder b, f und g zeigen die Kontrolle mit den préinkubierten
Antikorpern. Die MaBstébe zeigen jeweils | um an. Abkiirzungen s. Abbildung 3

a und b: jeweils Langsschnitt durch den vorderen Kopfbereich eines Bullenspermiums; ¢: Querschnitte durch Mittel- und
Hauptstiick von Flagellen; d: oberflichennaher Langsschnitt durch ein Hauptstiick im Bereich der fibrosen Scheide; e:
Léangsschnitt durch Mittel- und Hauptstiick eines Flagellums, der an beiden Seiten zur Oberfliche auslduft; f: Querschnitte
durch Mittel- und Hauptstiick; g: Langsschnitt durch Mittel- und Hauptstiick eines Flagellums
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Abbildung 37: Immunogoldmarkierung an ejakulierten Bullenspermien mit
immungereinigten Antikorpern gegen die PK-S aus Eberspermien (Anti-PK-S)

Durchfiihrung geméf Abbildung 33 an Bullenspermien. Bild ¢ zeigt die Kontrolle mit den
préinkubierten Antikorpern, Bild d die Kontrolle ohne Primérantikorper. Die Mafstibe zeigen jeweils
1 um an. Abkiirzungen s. Abbildung 3

a bis d: Anschnitte im vorderen, Akrosom-tragenden Bereich von Bullenspermienkdpfen; e:
Léngsschnitt durch Mittel- und Hauptstiick eines Flagellums
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b

Abbildung 38: Immunogoldmarkierung an ejakulierten Bullenspermien mit Antiserum gegen die
gereinigte PK-S aus Eberspermien

Durchfiihrung gemif3 Abbildung 34 an Bullenspermien. Bild f zeigt die Kontrollmarkierung mit dem Prdiimmunserum. Die
MaBstéibe zeigen jeweils 1 pm an. Abkiirzungen s. Abbildung 3

a: Langsschnitt durch den vorderen Kopfbereich eines Bullenspermiums; b: Anschnitt im vorderen, Akrosom-tragenden
Bereich eines Kopfes; ¢: Langsschnitt durch ein Mittelstiick; d: Langsschnitt durch Mittel- und Hauptstiick eines Flagellums;
e: Querschnitte durch Mittel- und Hauptstiick von Flagellen; f: Anschnitt im vorderen, Akrosom-tragenden Bereich eines
Kopfes und Querschnitte durch Hauptstiicke sowie ein angeschnittener Cytoplasmatropfen
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Abbildung 39: Immunogoldmarkierung an ejakulierten Bullenspermien
mit Antiserum gegen die gereinigte GAPDH-S aus Eberspermien (Anti-
GAPDH-S)

Durchfiihrung geméf Abbildung 35 an Bullenspermien. Die Bilder d und g zeigen die
Kontrolle ohne Primérantikorper. Die Malistibe zeigen jeweils 1 pm an. Abkiirzungen s.
Abbildung 3

a und b: Léngsschnitt durch den Kopf eines Bullenspermiums (a: apikaler Bereich, b:
hinterer Bereich); ¢ und d: jeweils Léangsschnitt durch den apikalen Kopfbereich; e:
Langsschnitt durch ein Mittelstiick; f: Léngsschnitt durch ein Hauptstiick; g:
Langsschnitt durch Mittel- und Hauptstiick eines Flagellums; h: Querschnitte durch
Mittel- und Hauptstiick von Flagellen; i: Querschnitte durch Mittel- und Hauptstiick von
' Flagellen sowie durch ein mit Cytoplasmatropfen umgebenes Mittelstiick
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Auch an Humanspermien wurde die Immunogoldmarkierung mit den verschiedenen
Antikdrpern versucht. Anti-PK-M1 fithrte hier fast ausschlieBlich zur deutlichen
Goldmarkierung der fibrosen Scheide (Abbildung 40). Nur im Kernbereich waren zudem
einige Goldpartikel gebunden. Mit den Antikdrpern, die mit Kaninchenmuskel-PK
prainkubiert worden waren, wurden an der fibrosen Scheide und am Zellkern nahezu keine
Markierungen beobachtet (Abbildung 40f und b).

Beim Einsatz der immungereinigten Antikorper gegen die Eberspermien-PK-S (Anti-PK-
S) wies der Akrosombereich eine deutliche Markierung auf (Abbildung 41a), die allerdings
auch beim Einsatz der mit Peptid préinkubierten Antikdrper zu beobachten war (Abbildung
41b). Wiéhrend die Mitochondrien unmarkiert waren, wies die fibrose Scheide
Goldmarkierungen auf (Abbildung 41d und e). Auch hier zeigte sich durch die Antikdrper-
Priainkubation keine Verdnderung der Markierung (Abbildung 41f). An den anderen
Strukturen traten nur sporadisch Markierungen auf. Bei der Kontrollmarkierung ohne
Primédrantikorper zeigten sich weder Markierungen im Akrosombereich noch an der fibrésen
Scheide (Abbildung 41c und g).

Mit dem Antiserum gegen die gereinigte strukturgebundene PK aus Eberspermien
wurden iiberwiegend Goldmarkierungen im Spermienkopf beobachtet. Der Akrosombereich
wurde deutlich markiert (Abbildung 42a und c¢), wogegen hier beim Einsatz des
Priimmunserums keine Markierung zu verzeichnen war (Abbildung 42b). Zudem wurden im
Zellkern auch Bereiche markiert, die sich deutlich vom restlichen Chromatin abgrenzten
(Abbildung 42c). Die postakrosomale Substanz wies keine Markierungen auf. Auch die
iibrigen Spermienstrukturen zeigten keine iiberzeugende Markierung. Lediglich an der
fibrosen Scheide waren wenige Goldpartikel gebunden (Abbildung 42d).

Das Antiserum gegen die gereinigte GAPDH-S aus Eberspermien (Anti-GAPDH-S)
fiihrte, wie schon an Eber- und Bullenspermien, zu einer deutlichen Markierung des
Akrosombereichs sowie der fibrosen Scheide. An allen anderen Bereichen der
Humanspermien sowie an den Cytoplasmatropfen finden sich nahezu keine Markierungen
(Abbildung 43). Bei der Kontrollmarkierung ohne Primérantikorper war weder der

Akrosombereich noch die fibrose Scheide markiert (Abbildung 43b und c).
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Abbildung 40: Immunogoldmarkierung an ejakulierten Humanspermien mit Antikorpern gegen
Kaninchenmuskel-PK (Anti-PK-M1)

Durchfiihrung gemifl Abbildung 32 an Humanspermien. Die Bilder b und f zeigen die Kontrolle mit den prainkubierten
Antikérpern. Die MaBstibe zeigen jeweils 1 um an. Abkiirzungen s. Abbildung 3

a und b: jeweils Langsschnitt durch den Kopf eines Humanspermiums; ¢: Langsschnitt durch Mittel- und Hauptstiick eines
Flagellums; d: Querschnitte durch das Hauptstiick von Flagellen; e: Langsschnitt durch ein Hauptstiick, welcher auf der
rechten Seite zur Oberfldche ausliuft; f: Langsschnitt durch ein Hauptstiick
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~ Abbildung 41:
Immunogoldmarkierung an
ejakulierten Humanspermien mit

. immungereinigten Antikoérpern gegen
~ die PK-S aus Eberspermien (Anti-

- PK-S)

Durchfiihrung gemifl Abbildung 33 an
Humanspermien. Bilder b und f zeigen die
- Kontrolle mit den prainkubierten
. Antikorpern, Bilder ¢ und g die Kontrolle
. ohne Primérantikoérper. Die MaBstibe zeigen
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Abbildung 42: Immunogoldmarkierung an ejakulierten Humanspermien mit Antiserum gegen die
gereinigte PK-S aus Eberspermien

Durchfiihrung gemifl Abbildung 34 an Humanspermien. Bild b zeigt die Kontrollmarkierung mit dem Prdimmunserum. Die
MaBstébe zeigen jeweils 1 pm an. Abkiirzungen s. Abbildung 3

a bis c: jeweils Langsschnitt durch den Kopf eines Humanspermiums; d: Langsschnitt durch Mittel- und Hauptstiick eines
Flagellums (mittig und rechts oberflachennah geschnitten)
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Abbildung 43:

Immunogoldmarkierung an ejakulierten
Humanspermien mit Antiserum gegen die gereinigte
GAPDH-S aus Eberspermien (Anti-GAPDH-S)

Durchfiihrung gemdB3 Abbildung 35 an Humanspermien. Die
Bilder b und c zeigen die Kontrolle ohne Primérantikérper. Die
Mafstébe zeigen jeweils 1 um an. Abkiirzungen s. Abbildung 3

a: Lingsschnitt durch den Kopf sowie Mittel- und Hauptstiick
eines Humanspermiums; b: Langsschnitt durch einen Kopf; c:
Léangsschnitt durch Mittel- und Hauptstiick eines Flagellums; d:
Léangsschnitt durch ein Haupstiick, der nach unten hin zur
Oberflache ausléduft; e: Querschnitte durch Mittel- und Hauptstiick
von Flagellen; f: Querschnitte durch das Hauptstiick von Flagellen
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Bei einer Gesamtbeurteilung der Immunogoldmarkierungen von PK und GAPDH in den
verschiedenen Sdugerspermien sollte generell beachtet werden, dass nur Positivergebnisse,
d.h. deutliche Markierungen, eindeutige Folgerungen zulassen. Eine Nichtmarkierung kann
nicht als Beweis fiir ein Nichtvorkommen des Enzyms dienen.

PK wurde bei Eber-, Bullen- und Humanspermien an der fibrésen Scheide im Hauptstiick
des Flagellums nachgewiesen. Im Akrosombereich konnte fiir Eberspermien gezeigt werden,
dass hier PK-S vorliegt; fiir die Bullen- und Humanspermien ist dies nicht klar, da auch die
mit dem PK-S-Peptid prédinkubierte Anti-PK-S hier zu Markierungen fiihrte. Das Antiserum
gegen die Eberspermien-GAPDH-S fiihrte bei allen drei Arten zu einer deutlichen Markierung
der fibrésen Scheide und des Akrosombereichs. Die Mitochondrien sowie die dicken
Filamente und das Axonem wurden durchweg nicht bzw. nicht eindeutig markiert. Beim Eber
fiihrten sowohl Antikorper gegen PK als auch das Antiserum gegen die GAPDH-S zu einer
Goldmarkierung der Cytoplasmatropfen.

Der Einsatz von Antikérpern gegen PK unterschiedlicher Herkunft fiihrte zu einer
unterschiedlichen Verteilung der Markierung auf die Spermienstrukturen. So wurde die PK
mit Anti-PK-M1 bei den drei unterschiedlichen Siugerspermien jeweils an der fibrosen
Scheide lokalisiert. Bei Eber- und Bullenspermien wurde zusitzlich PK im Spermienkopf,
und hier zum Teil im Akrosombereich, markiert. Beim Eber zeigte sich zudem eine
Markierung des Cytoplasmatropfens. Hingegen wurde mit den Antikérpern gegen die PK-S
durchweg der Akrosombereich deutlich markiert. Die fibrose Scheide sowie die
Cytoplasmatropfen wurden meist nur verhdltnismafBig sehr schwach bis gar nicht markiert
(Ausnahme: Markierung der fibrosen Scheide beim Einsatz der immungereinigten Antikorper
an Humanspermien). Beim Einsatz der immungereinigten Antikdrper (Anti-PK-S) zeigten
sich im Vergleich zum Antiserum gegen die PK-S aus Eberspermien nur geringfiigige
Unterschiede. So wurde der Akrosombereich der Eberspermien mit dem Antiserum noch
starker markiert als mit den immungereinigten Antikdrpern. Zusétzlich zum Akrosom wurde
mit den immungereinigten Antikérpern die fibrose Scheide und mit dem Antiserum die
Cytoplasmatropfen schwach markiert. Bei Bullen- und Humanspermien konnten lediglich
leichte Unterschiede im Ausmal} der Markierung der fibrosen Scheide festgestellt werden.

Wie das Antiserum gegen die PK-S fiihrte das Antiserum gegen die GAPDH-S zu einer
deutlichen Markierung im Akrosombereich von Eber-, Bullen- und Humanspermien.
Zusétzlich wurde bei den Spermien aber auch die fibrose Scheide durchweg sehr deutlich

markiert. Beim Eber wurden zudem die Cytoplasmatropfen goldmarkiert.
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3.9 Lokalisierung von PK und GAPDH sowie Acrosin in
Eberhodenschnitten iiber Fluoreszenzmarkierung

Fir die Lokalisierung von Proteinen in Gewebeschnitten ist eine bestmdgliche
Gewebeerhaltung und  Antigenimmobilisierung bei  gleichzeitiger Erhaltung und
Antikorperzuginglichkeit der Antigene/Epitope anzustreben. Die Lokalisierung von PK,
GAPDH und Acrosin iiber Fluoreszenzmarkierung wurde an unterschiedlich vor- bzw.
nachbehandelten Eberhodenschnitten versucht. Kryostatschnitte wurden aus unfixiertem und
mit 3% PFA fixiertem (2 h) Hodengewebe angefertigt. AuBlerdem wurden Schnitte aus
unfixiertem Gewebe nachtriglich auf dem Deckglidschen fixiert und/oder permeabilisiert.
Hierzu wurden die organischen Losungsmittel Methanol und Aceton, der Kreuzvernetzer PFA
sowie das Detergenz Triton X-100 eingesetzt. Zur besseren Haftung der Schnitte wurden

zusitzlich Deckgldschen verwendet, die mit Poly-L-Lysin beschichtet waren.
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Abbildung 44: Gewebeerhaltung von fluoreszenzmarkierten Eberhodenschnitten nach unterschiedlicher
Vorbehandlung

Unfixierte (a-j) und in 3% PFA fixierte (k,I) Hodenparenchymwiirfel wurden gefroren und bei -20°C geschnitten. Die 10 um dicken Schnitte
wurden auf Poly-L-Lysin-beschichteten Deckgldschen aufgenommen, getrocknet und unfixierte Schnitte teilweise nachfixiert und/oder
permeabilisiert (c-j). Sie wurden dann zur Fluoreszenzmarkierung verschiedener Proteine eingesetzt. Hierbei wurde der Losung mit den
Sekundérantikérpern DAPI zur Anfirbung der Zellkerne beigemischt. Es werden jeweils ein Differentialphasenkontrastbild (DIC) mit
iibergelagerter DAPI-Fluoreszenz (a, c, e, g, i, k) sowie das DAPI-Fluoreszenzbild (b, d, f, h, j, 1) gezeigt. Die DAPI-Fluoreszenzbilder
wurden nachtraglich in ihrem Kontrast verstérkt sowie der Tonwert linear angepasst.
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Abbildung 44 (Fszg.)

Schnitte aus unfixiertem Gewebe wurden auf dem Deckgldschen mit Hilfe von Aceton (4 min bei -20°C; ¢, d), Methanol und Aceton
(6 min und 1 min bei -20°C; e, f) oder 2% PFA und Aceton (1,5 min bei RT sowie 1 min bei -20°C; i, j) nachfixiert. Weitere unfixierte
Schnitte wurden mit 2% PFA (1 min bei RT) nachfixiert und anschlieBend mit 0,1% Triton X-100 permeabilisiert (5 min bei RT; g, h). Bei
den unfixierten Hodenschnitten 1sten sich die meisten Zellen, mit Ausnahme der elongierten Spermatiden und der Spermien, wéhrend der
Fluoreszenzmarkierung vom Deckgldschen. Organische Losungsmittel fithrten schnell zum Auflésen von Zellkernen oder ganzen Zellen.
Die Gewebeerhaltung nahm durch Fixierung mit PFA deutlich zu. Schnitte aus vorfixiertem Gewebe waren nach Fluoreszenzmarkierung
am Besten erhalten. Mafistab: jeweils 26,2 um
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Vergleicht man die Differentialphasenkontrast(DIC)-Bilder sowie die DAPI-
Fluoreszenzen der unterschiedlich vorbehandelten Eberhodenschnitte nach
Fluoreszenzmarkierung (Abbildung 44), so fallen grofle Unterschiede in der Gewebeerhaltung
auf. Bei den Schnitten aus unfixiertem Gewebe haften lediglich die elongierten Spermatiden
und Spermien gut am Untergrund. Die DAPI-Anfiarbung fiihrt zu keiner deutlichen
Fluoreszenz im &duBleren Bereich der Hodenkanédlchen sowie im Bereich zwischen den
Hodenkanidlchen (Abbildung 44b). Die Kerne bzw. Kernsubstanz der meisten
Spermatogonien, Spermatozyten, Sertolizellen, Muskelzellen und Leydigsche Zellen sowie
ein GroBteil der restlichen Zellsubstanz sind vermutlich bei der Durchfithrung der
Fluoreszenzmarkierung weggewaschen worden. Gewebereste sind im DIC-Bild noch zu
sehen (Abbildung 44a). Die 4-miniitige Inkubation von Schnitten aus unfixiertem Gewebe in
Aceton bei -20°C fiihrt zu keiner deutlichen Verbesserung der Gewebeerhaltung auf dem
Deckgliaschen. Auch hier sind nach Durchfiihrung der Fluoreszenzmarkierung nur die
elongierten Spermatiden und Spermien anscheinend komplett erhalten (Abbildung 44c). Die
Kernsubstanz der umgebenden Zellen scheint durch die Behandlung mit Aceton stark
verdandert. So sind, besonders im Bereich der runden Spermatiden, der Spermatozyten,
Spermatogonien und Sertolizellen, keine klar definierten Kernbereiche zu erkennen. Anstatt
dessen werden aufgelockerte, teils netzartige bzw. fadige Strukturen durch das DAPI
fluoreszenzmarkiert. Die Kerne der Leydigschen Zellen waren nach der Acetonbehandlung
nicht vollstdndig herausgelost. Die duflere Kernsubstanz ist zum Teil vorort erhalten, so dass
eine ringartige Fluoreszenzmarkierung ihre Lage anzeigt (Abbildung 44d). Abgesehen von
den Kernen ist auch bei Betrachtung des Cytoplasmas keine deutliche Verbesserung der
Erhaltung durch die Fixierung mit Aceton zu erkennen (Abbildung 44c).

Die etwas weniger aggressive Fixierung der Schnitte mit Hilfe von Methanol (6 min bei
-20°C) sowie kurzzeitig Aceton (1 min bei -20°C) fiihrt augenscheinlich zu einer verbesserten
Gewebeerhaltung. Zwar sind auch hier die Zellkerne nicht vollstindig erhalten, jedoch zeigt
sich das Cytoplasma nicht wie zuvor diffus und verschwommen, sondern mit weitgehend
klaren Konturen und relativ gleichmaBiger Oberfliche (Abbildung 44e). Mit Ausnahme der
kondensierten Kerne der elongierten Spermatiden und Spermien, sind die Zellkerne zum Teil
herausgelost. Die dullere Kernsubstanz ist jedoch meist erhalten und wird mit DAPI markiert,
so dass fluoreszierende ringartige Strukturen die Lage der Kerne indizieren (Abbildung 44f).
Bei dem Vergleich der Bilder fillt weiterhin auf, dass unter Verwendung von Aceton zur
Gewebefixierung sdmtliche Tropfen (vgl. Abbildung 44a), bei welchen es sich vermutlich um

Lipide handelt, herausgelost wurden. Schnitte unfixierter und fixierter Eberhodengewebe
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zeigten diese Tropfen direkt nach dem Trocknen (d.h. vor der Fluoreszenzmarkierung)
hauptséchlich in der Peripherie der Hodenkanélchen (nicht dargestellt).

Der Einsatz des quervernetzenden Reagenzes PFA fiihrt zu einer klaren Verbesserung der
Gewebeerhaltung. Die Kernsubstanz der verschiedenen Zellen bleibt schon bei einminiitiger
Fixierung eines Eberhodenschnittes mit 2% PFA (und anschlieBender Permeabilisierung mit
Triton X-100, 5 min bei RT) im Schnitt integriert. Die Kerne erscheinen jedoch bei dieser
Vorbehandlung teilweise deformiert (Abbildung 44h). Beim Cytoplasma ist keine
Verbesserung der Erhaltung im Vergleich zur Methanol-Aceton-Fixierung zu erkennen. Das
Cytoplasma weist einige Locher und UnregelméBigkeiten auf (Abbildung 44g). Die doppelte
Fixierung mit 2% PFA (1,5 min bei RT) und anschlieBend Aceton (1 min bei -20°C) lieferte
eine bessere Gewebeerhaltung nach der Fluoreszenzmarkierung. Die Oberfache ist
augenscheinlich eben. Neben den elongierten Spermatiden und Spermien sind auch die
Zellkerne und das Zytoplasma der anderen Zellen im Gewebeschnitt gut erhalten (Abbildung
44i und j). Die zweistlindige Fixierung eines frischen Gewebewiirfels in 3% PFA mit
anschlieBender Uberfiihrung des Wiirfels von 10%iger nach 30%iger Saccharoseldsung vor
dem Einfrieren flihrte zu der besten Gewebekonservierung. Das geschnittene Gewebe zeigt
klare Strukturen, Zellen und Zellkerne besitzen eine klar definierte Form. Auch die
Residualkorper sowie (Lipid)Tropfen in der Peripherie der Hodenkanidlchen bleiben sehr gut
erhalten (Abbildung 44k und 1). Grundsétzlich zeigt sich bei der PFA-Fixierung, dass die
kondensierten Kerne der elongierten Spermatiden und der Spermien im Vergleich deutlich
schwicher markiert sind als die {ibrigen Zellkerne (Abbildung 44h, j und 1).

Betrachtet man also nur die Gewebeerhaltung der Schnitte nach Fluoreszenzmarkierung,
so sind die PFA-fixierten Schnitte, besonders die ldnger fixierten, den nicht oder nur mit
organischen Losungsmitteln fixierten, vorzuziehen. Aber auch die Fixierung mit Methanol

und Aceton fiihrt, mit Ausnahme der Zellkerne, zu einer akzeptablen Gewebeerhaltung.

Fir die Fluoreszenzmarkierung der PK, GAPDH und des Acrosins in
Eberhodenschnitten war jedoch eine Vorbehandlung zu wihlen, bei welcher nicht nur das
Gewebe bestmoglich erhalten war, sondern bei welcher die verwendeten Antikorper
gleichzeitig ungehinderten Zugang zu ihren unverdnderten Epitopen erhalten. Diese
entgegengesetzten Anforderungen machten es notwendig, die Immunreaktionen der
Antikdrper an unterschiedlich vorbehandelten Schnitten zu priifen. In diese Priifung sind
natiirlich nur die Schnitte einzubeziehen, welche die interessierenden Strukturen zeigen. Im
Allgemeinen waren die Schnitte des unfixierten Gewebes, die mit PFA-Aceton, PFA-Triton

oder Methanol-Aceton behandelt wurden, fiir die Immunnachweise besonders geeignet. Es
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war aber nicht fiir jeden Antikérper moglich, eine Vorbehandlung auszuwéhlen, bei der die
Antigene an allen Zellstrukturen gleichmiBig gut detektierbar waren. Deshalb war es
teilweise notwendig, die Markierung an unterschiedlich vorbehandelten Schnitten zu
kontrollieren, um sich ein Gesamtbild zur Lokalisierung eines bestimmten Proteins im
Eberhoden zu machen. Wichtig war weiterhin das Mitfiihren von Kontrollen. So wurde zu
jeder Markierung eines Proteins mit dem entsprechenden Primérantikdrper und zugehdrigem
fluoreszenzmarkierten Sekundérantikdrper parallel eine Kontrollmarkierung durchgefiihrt, bei
welcher anstelle der Primérantikdrper in Blocklosung nur (PBS in) Blockldsung eingesetzt
wurde. Mit Ausnahme dieser Anderung war die Behandlung der Schnitte vollstindig gleich.
Samtliche Einstellungen bei der Bildaufnahme (z. B. VergroBBerung und Belichtungsdauer)
sowie bei der Bearbeitung der Fluoreszenzbilder (Parameter bei der Kontrastverstirkung und
der lineraren Tonwertkorrektur) wurden gleich gewihlt. So sollte jeweils gezeigt werden,
welche Fluoreszenz durch den Primdrantikorper hervorgerufen wurde und welche schon bei
alleinigem FEinsatz der Sekundérantikorper zu sehen war. Im Folgenden werden die

Fluoreszenzmarkierungen jeweils im Vergleich mit ihren Kontrollen gezeigt.

Wie schon bei den ejakulierten Eberspermien wurden zur Lokalisierung der PK in
Eberhodenschnitten verschiedene Antikérper verwendet. Zum einen wurde Anti-PK-M1
eingesetzt, zum anderen die immungereinigten Antikorper (Anti-PK-S), welche spezifisch
gegen einen Sequenzabschnitt der PK-S aus Eberspermien gerichtet waren.

In Abhéngigkeit von der Vorbehandlung der Eberhodenschnitte kann eine
Fluoreszenzmarkierung mit Anti-PK-M1 erreicht werden. So zeigte sich bei einer Fixierung
des Schnittes mit PFA und Aceton eine gleichméiBige Markierung des gesamten Gewebes
(Abbildung 45a, ¢ und e). Im Vergleich hierzu fluoreszierten in der Kontrolle lediglich die
Leydigschen Zellen sowie einige Punkte im Cytoplasma der Spermienvorlduferzellen
und/oder Sertolizellen deutlich (Abbildung 45b, d und f). Die leichte Markierung des
Cytoplasmas innerhalb des Hodenkanélchens sowie der es umgebenden Lamina propria kann
also auf die Primérantikdrper zuriickgefiihrt werden. Bei der etwas kiirzeren Fixierung mit 2%
PFA (1 min) und anschlieBenden Permeabilisierung mit 0,1% Triton X-100 (5 min) kann kein
Unterschied in der Fluoreszenz zwischen Markierung und Kontrolle ersehen werden
(Abbildung 46). Auch hier fluoreszieren die Leydigschen Zellen und Areale im Cytoplasma
der Spermienvorlduferzellen und/oder Sertolizellen. Der deutlichste Unterschied zwischen der
Markierung mit Anti-Kaninchenmuskel-PK und der Kontrolle ohne Primérantikorper ist bei
Schnitten zu beobachten, welche mit Methanol und Aceton fixiert wurden (Abbildung 47).

Neben den wie zuvor auch in der Kontrolle markierten Bereichen, werden hier deutlich die
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gesamten Spermatiden-/Spermienflagellen sowie die Bereiche um die kondensierten Kerne
der elongierten Spermatiden herum markiert. Ebenso wird die Lamina propria, welche das
Hodenkanilchen nach auflen hin abschlieBt, markiert. Auch das Cytoplasma im Bereich der
Spermatogonien, Spermatozyten, runden Spermatiden und evtl. Sertolizellen zeigt leichte
Fluoreszenz (Abbildung 47a, c und e).

Mit Anti-PK-S konzentriert sich die hervorgerufene Fluoreszenz sowohl bei PFA-
Aceton- (Abbildung 48) als auch bei PFA-Triton- (Abbildung 49) und bei Methanol-Aceton-
(Abbildung 50) vorbehandelten Schnitten auf den luminalen Bereich des Hodenkanélchens.
An den mit PFA und Aceton fixierten Schnitten wird der Bereich um die elongierten
Spermatiden, wobei es sich wahrscheinlich um Cytoplasma und Residualkérper handelt,
flachig sowie deren Flagellen undeutlich markiert (Abbildung 48a, c und e). Die Leydigschen
Zellen fluoreszieren sowohl bei der Markierung mit, als auch ohne Primérantikdrper deutlich.
Wihrend die Fluoreszenzmarkierung bei PFA-Aceton-fixierten Schnitten nicht ganz eindeutig
auf bestimmte Strukturen zuriickgefiihrt werden kann und insgesamt kornig erscheint, ist die
Fluoreszenz bei PFA-Triton- sowie Methanol-Aceton-vorbehandelten Schnitte klar den
Flagellen sowie dem Bereich um die kondensierten Kerne der elongierten Spermatiden
zuzuordnen. Im Bereich der Spermatogonien, Spermatozyten und Sertolizellen zeigt sich eine
verhéltnismaBig nur sehr schwache Fluoreszenz. Die Lamina propria fluoresziert nicht oder

vernachldssigbar schwach (Abbildung 49 und Abbildung 50).
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Abbildung 45: Fluoreszenzmarkierung mit Antikorpern gegen Kaninchenmuskel-PK (Anti-PK-M1) an einem
Hodenschnitt nach dessen Fixierung mit PFA und Aceton

Ein 10 pm dicker Kryostatschnitt aus unfixiertem Eberhodengewebe wurde auf einem Poly-L-Lysin-beschichteten Deckgldschen getrocknet
sowie mit 2% PFA und Aceton (1,5 min bei RT und 1 min bei -20°C) fixiert. AnschlieBend wurde die Markierung gemaf3 Protokoll
(Unterabschnitt 2.16.2.7) durchgefiihrt. Gezeigt sind jeweils ein iibereinandergelagertes Bild aus dem DIC-Bild und den Bildern mit DAPI-
und Antikorperfluoreszenz (a, b) sowie ein Bild mit den iibereinandergelagerten Fluoreszenzen (DAPI- und Antikorper-; ¢, d) und das
Antikérperfluoreszenzbild (e, f) fiir die Proteinmarkierung (a, c, e) sowie die zugehdrige Kontrolle ohne Priméarantikérper (b, d, f). Fiir die
Markierung wurden 1:10000 verdiinnte Anti-PK-M1 sowie 1:400 verdiinnte fluoreszenzmarkierte Sekundérantikdrper (Anti-Ziegen-IgG)
eingesetzt. MafB3stab: jeweils 26 pm
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Abbildung 46: Fluoreszenzmarkierung mit Antikorpern gegen Kaninchenmuskel-PK (Anti-PK-M1) an einem
Hodenschnitt nach dessen Fixierung mit PFA und Permeabilisierung mit Triton X-100

Versuchsdurchfiihrung s. Abbildung 45. Der getrocknete Schnitt wurde mit 2% PFA fixiert (1 min bei RT) sowie anschlieBend mit 0,1%
Triton X-100 permeabilisiert (5 min bei RT). Die Bilder a und b zeigen DIC-Bilder kombiniert mit den zugehdrigen Fluoreszenzbildern
(DAPI- und Antikorper-), ¢ und d die iibereinandergelagerten Bilder der Fluoreszenzen. In e und f sind die Antikérperfluoreszenzbilder
separat gezeigt. Die Fluoreszenzmarkierung mit Anti-PK-M1 ist in a, ¢ und e gezeigt (Antikorperverdiinnungen s. Abbildung 45), die
zugehorige Kontrolle ohne Primérantikorper in b, d und f. MaBstab: jeweils 26 um
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Abbildung 47: Fluoreszenzmarkierung mit Antikorpern gegen Kaninchenmuskel-PK (Anti-PK-M1) an einem
Hodenschnitt nach dessen Fixierung mit Methanol und Aceton

Versuchsdurchfithrung s. Abbildung 45. Der getrocknete Schnitt wurde mit Methanol und Aceton fixiert (6 min und 1 min bei -20°C). Die
Bilder a und b zeigen DIC-Bilder kombiniert mit den zugehorigen Fluoreszenzbildern (DAPI- und Antikdrper-), ¢ und d die
iibereinandergelagerten Bilder der Fluoreszenzen. In e und f sind die Antikorperfluoreszenzbilder separat gezeigt. Die
Fluoreszenzmarkierung mit Anti-PK-M1 ist in a, ¢ und e gezeigt (Antikorperverdiinnungen s. Abbildung 45), die zugehoérige Kontrolle ohne
Primérantikdrper in b, d und f. MaBstab: jeweils 26 pm
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Abbildung 48: Fluoreszenzmarkierung mit immungereinigten Antikorpern gegen die PK-S aus Eberspermien (Anti-
PK-S) an einem Hodenschnitt nach dessen Fixierung mit PFA und Aceton

Versuchsdurchfithrung s. Abbildung 45. Der getrocknete Schnitt wurde mlt 2% PFA und Aceton fixiert (1,5 min bei RT und 1 min bei
-20°C). Die Bilder a und b zeigen DIC-Bilder kombiniert mit den zugehorigen Fluoreszenzbildern (DAPI- und Antikorper-), ¢ und d die
tibereinandergelagerten Bilder der Fluoreszenzen. In e und f sind die Antikorperfluoreszenzbilder separat gezeigt. Fiir die Markierung (a, c,
e) wurden 1:5 verdiinnte Anti-PK-S sowie 1:400 verdiinnte fluoreszenzmarkierte Sekundédrantikorper (Anti-Kaninchen-IgG) eingesetzt. Die
Kontrolle ohne Primérantikérper ist in b, d und f gezeigt. MaB3stab: jeweils 26 pm
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Abbildung 49: Fluoreszenzmarkierung mit immungereinigten Antikérpern gegen die PK-S aus Eberspermien (Anti-
PK-S) an einem Hodenschnitt nach dessen Fixierung mit PFA und Permeabilisierung mit Triton X-100
Versuchsdurchfithrung s. Abbildung 45. Der getrocknete Schnitt wurde mit 2% PFA fixiert (1 min bei RT) sowie anschlieBend mit 0,1%

n X-100 permeabilisiert (5 min bei RT). a und b zeigen DIC-Bilder kombiniert mit den zugehorigen Fluoreszenzbildern (DAPI- und
Antikorper-), ¢ und d die libereinandergelagerten Bilder der Fluoreszenzen. In e und f sind die Antikorperfluoreszenzbilder separat gezeigt.
Die Fluoreszenzmarkierung mit Anti-PK-S ist in a, ¢ und e gezeigt (Antikorperverdiinnungen s. Abbildung 48), die zugehorige Kontrolle
ohne Primérantikérper in b, d und f. MaBstab: jeweils 26 pm
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Abbildung 50: Fluoreszenzmarkierung mit immungereinigten Antikérpern gegen die PK-S aus Eberspermien (Anti-
PK-S) an einem Hodenschnitt nach dessen Fixierung mit Methanol und Aceton

Versuchsdurchfithrung s. Abbildung 45. Der getrocknete Schnitt wurde mit Methanol und Aceton fixiert (6 min und 1 min bei -20°C). a und
b zeigen DIC-Bilder kombiniert mit den zugehorigen Fluoreszenzbildern (DAPI- und Antikérper-), ¢ und d die iibereinandergelagerten
Bilder der Fluoreszenzen. In e und f sind die Antikorperfluoreszenzbilder separat gezeigt. Die Fluoreszenzmarkierung mit Anti-PK-S ist in a,
c und e gezeigt (Antikorperverdiinnungen s. Abbildung 48), die zugehorige Kontrolle ohne Primérantikorper in b, d und f. MaBstab: jeweils
26,2 um (a, c, €) bzw. 26 um (b, d, f)
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Auch die GAPDH sollte mit Hilfe verschiedener Antikorper in Eberhodenschnitten
lokalisiert werden. Es wurden monoklonale Antikorper gegen Kaninchenmuskel-GAPDH
sowie Anti-GAPDH-S eingesetzt.

Mit den Antikdrpern gegen die somatische GAPDH wurde bei PFA-Aceton-fixierten
Schnitten eine gleichmifBige Fluoreszenzmarkierung des gesamten Cytoplasmas im Hoden-
kanélchen bewirkt. Auch hier fluoreszierten die Leydigschen Zellen, jedoch etwas stirker als
in der Kontrolle. Die Lamina propria wurde aber, entgegen der Erwartung, nicht eindeutig
markiert (Abbildung 51). An den Hodenschnitten, die vor der Fluoreszenzmarkierung mit
PFA und Triton behandelt worden waren, zeigte sich das verbliebene Cytoplasma im Hoden-
kanilchen, wie zuvor, fluoreszierend. Die elongierten Spermatiden und hier besonders die
Flagellen waren deutlich markiert. Anscheinend wurde das Mittelstiick am stirksten markiert.
Auch die Lamina propria zeigte, im Gegensatz zu der in der Kontrolle, Fluoreszenz. Die Ley-
digschen Zellen sowie das angeschnittene Bindegewebe fluoreszierten bei der Markierung mit
den Primérantikérpern stirker als bei der ohne (Abbildung 52). Wie schon die Antikorper
gegen die somatische PK (Anti-PK-M1), lieferten auch die gegen die somatische GAPDH
(Anti-Kaninchenmuskel-GAPDH) eine deutliche Fluoreszenzmarkierung an Methanol-Ace-
ton-fixierten Schnitten (Abbildung 53). Die Lamina propria wurde hier sehr stark markiert,
wiéhrend sie in der Kontrolle nahezu keine Fluoreszenz zeigte. Auch das Cytoplasma im
dulleren Bereich des Hodenkanélchens, d.h. im Bereich der Spermatogonien und Spermatozy-
ten, war stark markiert. Zum Lumen hin wird die Markierung etwas schwécher. Aber auch im
Bereich der elongierten Spermatiden und speziell der Flagellen ist noch eine deutliche Fluo-
reszenzmarkierung zu erkennen. Da sich in der Kontrolle innerhalb des Hodenkanélchens kei-
ne Fluoreszenz zeigte, kann die Markierung auf die Primérantikorper zuriickgefiihrt werden.

Beim Einsatz von Anti-GAPDH-S zur Fluoreszenzmarkierung zeigte sich, wie bei der
PK-S, eine deutliche Fluoreszenz im luminalen Bereich der Hodenkanilchen. Hierbei war es
gleichgiiltig, ob PFA-Aceton- (Abbildung 54), PFA-Triton- (Abbildung 55) oder Methanol-
Aceton- (Abbildung 56) vorbehandelte Schnitte verwendet wurden. Wéhrend in den
Kontrollen, wenn iiberhaupt, nur eine leichte Fluoreszenz der Leydigschen Zellen zu
beobachten war, fluoreszierten die Flagellen der elongierten Spermatiden und der Spermien
bei Verwendung der Primirantikérper eindeutig und stark. Auch im Bereich um die
kondensierten Kerne der elongierten Spermatiden und der Spermien war eine deutliche
Markierung zu erkennen. Diese konnte teilweise klar dem Akrosombereich der Spermien
zugeordnet werden. Die Bilder der PFA-Aceton-fixierten Schnitte deuten zusétzlich darauf
hin, dass auch Cytoplasma von Spermatiden durch das Antiserum fluoreszenzmarkiert wurde

(Abbildung 54a, c und e).



Ergebnisse

=
5]
N
72}
2
5]
3
=)
)
£
S
=
=
=
<
=
=]
3
—
29
a

Antikdrperfluoreszenz

Abbildung 51: Fluoreszenzmarkierung mit Antikérpern gegen somatische GAPDH (Anti-Kaninchenmuskel-GAPDH)
an einem Hodenschnitt nach dessen Fixierung mit PFA und Aceton

Versuchsdurchfithrung s. Abbildung 45. Der getrocknete Schnitt wurde mit 2% PFA und Aceton fixiert (1,5 min bei RT und 1 min bei
-20°C). a und b zeigen DIC-Bilder kombiniert mit den zugehdrigen Fluoreszenzbildern (DAPI- und Antikérper-), ¢ und d die
tibereinandergelagerten Bilder der Fluoreszenzen. In e und f sind die Antikorperfluoreszenzbilder separat gezeigt. Fiir die Markierung (a, c,
e) wurden 1:100 verdiinnte Anti-Kaninchenmuskel-GAPDH sowie 1:400 verdiinnte fluoreszenzmarkierte Sekundérantikorper (Anti-Maus-
IgG) eingesetzt. Die Kontrolle ohne Primérantikorper ist in b, d und f gezeigt. MaBstab: jeweils 26 pm
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Abbildung 52: Fluoreszenzmarkierung mit Antikorpern gegen somatische GAPDH (Anti-Kaninchenmuskel-GAPDH)
an einem Hodenschnitt nach dessen Fixierung mit PFA und Permeabilisierung mit Triton X-100

Versuchsdurchfiihrung s. Abbildung 45. Der getrocknete Schnitt wurde mit 2% PFA fixiert (1 min bei RT) sowie anschlieBend mit 0,1%
Triton X-100 permeabilisiert (5 min bei RT). a und b zeigen DIC-Bilder kombiniert mit den zugehérigen Fluoreszenzbildern (DAPI- und
Antikdrper-), c und d die iibereinandergelagerten Bilder der Fluoreszenzen. In e und f sind die Antikdrper-fluoreszenzbilder separat gezeigt.
Die Fluoreszenzmarkierung mit Anti-Kaninchenmuskel-GAPDH ist in a, ¢ und e gezeigt (Antikdrperverdiinnungen s. Abbildung 51), die
zugehorige Kontrolle ohne Primérantikorper in b, d und f. MaBistab: jeweils 26 pm
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Abbildung 53: Fluoreszenzmarkierung mit Antikérpern gegen somatische GAPDH (Anti-Kaninchenmuskel-GAPDH)
an einem Hodenschnitt nach dessen Fixierung mit Methanol und Aceton

Versuchsdurchfiihrung s. Abbildung 45. Der getrocknete Schnitt wurde mit Methanol und Aceton fixiert (6 min und 1 min bei -20°C). a und
b zeigen DIC-Bilder kombiniert mit den zugehdrigen Fluoreszenzbildern (DAPI- und Antikdrper-), ¢ und d die iibereinandergelagerten
Bilder der Fluoreszenzen. In e und f sind die Antikorperfluoreszenzbilder separat gezeigt. Die Fluoreszenzmarkierung mit Anti-
Kaninchenmuskel-GAPDH ist in a, ¢ und e gezeigt (Antikorperverdiinnungen s. Abbildung 51), die zugehorige Kontrolle ohne
Primérantikdrper in b, d und f. Maf3stab: jeweils 26 pm
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Abbildung 54: Fluoreszenzmarkierung mit Antiserum gegen die gereinigte GAPDH-S aus Eberspermien (Anti-
GAPDH-S) an einem Hodenschnitt nach dessen Fixierung mit PFA und Aceton

Versuchsdurchfithrung s. Abbildung 45. Der getrocknete Schnitt wurde mit 2% PFA und Aceton fixiert (1,5 min bei RT und 1 min bei -
20°C). a und b zeigen DIC-Bilder kombiniert mit den zugehorigen Fluoreszenzbildern (DAPI- und Antikorper-), ¢ und d die
iibereinandergelagerten Fluoreszenzbilder. In e und f sind die Antikérperfluoreszenzbilder separat gezeigt. Fiir die Markierung (a, c, e)
wurden 1:3000 verdiinntes Antiserum Anti-GAPDH-S sowie 1:400 verdiinnte fluoreszenzmarkierte Sekundérantikorper (Anti-Kaninchen-
IgG) eingesetzt. Die Kontrolle ohne Primérantikorper ist in b, d und f gezeigt. Maf3stab: jeweils 26 um
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Abbildung 55: Fluoreszenzmarkierung mit Antiserum gegen die gereinigte GAPDH-S aus Eberspermien (Anti-
GAPDH-S) an einem Hodenschnitt nach dessen Fixierung mit PFA und Permeabilisierung mit Triton X-100
Versuchsdurchfiihrung s. Abbildung 45. Der getrocknete Schnitt wurde mit 2% PFA fixiert (1 min bei RT) sowie anschlieBend mit 0,1%
Triton X-100 permeabilisiert (5 min bei RT). a und b zeigen DIC-Bilder kombiniert mit den zugehdrigen Fluoreszenzbildern (DAPI- und
Antikdrper-), ¢ und d die iibereinandergelagerten Bilder der Fluoreszenzen. In e und f sind die Antikdrperfluoreszenzbilder separat gezeigt.
Die Fluoreszenzmarkierung mit Anti-GAPDH-S ist in a, ¢ und e gezeigt (Antikdrperverdiinnungen s. Abbildung 54), die zugehorige
Kontrolle ohne Primérantikdrper in b, d und f. Ma@3stab: jeweils 26 um
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Abbildung 56: Fluoreszenzmarkierung mit Antiserum gegen die gereinigte GAPDH-S aus Eberspermien (Anti-
GAPDH-S) an einem Hodenschnitt nach dessen Fixierung mit Methanol und Aceton

Versuchsdurchfithrung s. Abbildung 45. Der getrocknete Schnitt wurde mit Methanol und Aceton fixiert (6 min und 1 min bei -20°C). a und
b zeigen DIC-Bilder kombiniert mit den zugehorigen Fluoreszenzbildern (DAPI- und Antikdrper-), ¢ und d die iibereinandergelagerten
Bilder der Fluoreszenzen. In e und f sind die Antikorperfluoreszenzbilder separat gezeigt. Die Fluoreszenzmarkierung mit Anti-GAPDH-S
ist in a, ¢ und e gezeigt (Antikorperverdiinnungen s. Abbildung 54), die zugehdrige Kontrolle ohne Primérantikdrper in b, d und f. MaBstab:
jeweils 26 um
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Betrachtet man die Fluoreszenzmarkierungen mit den oben genannten Antikérpern an
den Schnitten aus mit PFA vorfixiertem Gewebe, so sind diese durchweg sehr schwach (nicht
abgebildet). Meist ist kein klarer Unterschied zwischen der Fluoreszenz der Markierung mit
Primérantikdrper und der Kontrolle zu erkennen. Dies ist vermutlich auf die starke
Verdnderung/Vernetzung des Gewebes/der Proteine zurlickzufiihren, welche den Antikérpern
den Zugang zu ihren Antigenen/Epitopen erschwert oder auch die Epitope verdndert. Eine
Ausnahme bilden jedoch die Residualkorper, die sehr gut erhalten sind und vermutlich eine
aufgelockertere Struktur aufweisen. So sind diese die einzigen Strukturen, die teilweise sehr
stark markiert wurden. Wihrend beim Einsatz der Antikorper gegen die somatische PK und
GAPDH keine Markierung der Residualkdrper festgestellt werden konnte, war deren
Fluoreszenz unter Verwendung der Antikdrper gegen die PK-S und GAPDH-S sehr deutlich
(Abbildung 57 und Abbildung 58).

Insgesamt betrachtet, zeigt die Fluoreszenzverteilung bei der Markierung von PK und
GAPDH in Eberhodenschnitten ein weitgehend einheitliches Bild. Der Einsatz der Antikdrper
gegen die somatische PK und GAPDH fiihrte zu einer meist gleichméBigen Anfirbung des
gesamten Cytoplasmas im Hodenkandlchen. Auch die Flagellen und der Bereich um die
kondensierten Kerne der elongierten Spermatiden und der Spermien waren deutlich markiert.
Beide Antikorper lieferten die deutlichste Markierung an den mit Methanol und Aceton
fixierten Schnitten. Hier wurde auch die Lamina propria mit ihren kontraktilen Zellen
erwartungsgemal klar markiert. Im Fall der Antikorper gegen die somatische GAPDH wurde
auBBerdem eine deutlich stiarkere Markierung der Leydigschen Zellen und des Bindegewebes
beobachtet.

Die Antikdrper gegen die PK-S und GAPDH-S fiihrten zu einer klaren Verschiebung der
Fluoreszenz zum Tubuluslumen hin. Besonders die Flagellen der elongierten Spermatiden
und der Spermien dominierten in der Fluoreszenz. Aber auch Akrosomen und Cytoplasma um
die Kopfe der elongierten Spermatiden waren auffallend markiert. Im Gegensatz zu den
eingesetzten Antikdrpern gegen die somatischen Enzyme, wurden aber auch Residualkdrper
und/bzw. lumennahes Cytoplasma bei geeigneter Fixierung der Schnitte (PFA-vorfixiert,

PFA-Triton- und/oder PFA-Aceton-behandelt) stark markiert.
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Abbildung 57: Fluoreszenzmarkierung mit immungereinigten Antikérpern gegen die PK-S aus Eberspermien (Anti-
PK-S) an einem Schnitt aus mit PFA fixiertem Hodengewebe

10 pm dicke Kryostatschnitte aus fixiertem Eberhodengewebe (2 h in 3% PFA) wurden auf Poly-L-Lysin-beschichteten Deckgldschen
getrocknet. Anschliefend wurde die Markierung gemél Protokoll (Unterabschnitt 2.16.2.7) durchgefiihrt. a und b zeigen DIC-Bilder
kombiniert mit den zugehdrigen Fluoreszenzbildern (DAPI- und Antikdrper-), ¢ und d die iibereinandergelagerten Fluoreszenzbilder. In e
und f sind die Antikérperfluoreszenzbilder separat gezeigt. Die Markierung mit Anti-PK-S ist in a, ¢ und e gezeigt (Antikdrperverdiinnungen
s. Abbildung 48), die zugehorige Kontrolle ohne Primérantikorper in b, d und f. MaBstab: jeweils 26,2 pm
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Abbildung 58: Fluoreszenzmarkierung mit Antiserum gegen die gereinigte GAPDH-S aus Eberspermien (Anti-
GAPDH-S) an einem Schnitt aus mit PFA fixiertem Hodengewebe

Versuchsdurchfitlhrung s. Abbildung 57. a und b zeigen DIC-Bilder kombiniert mit den zugehorigen Fluoreszenzbildern (DAPI- und
Antikorper-), ¢ und d die iibereinandergelagerten Fluoreszenzbilder. In e und f sind die Antikorperfluoreszenzbilder separat gezeigt. Die
Fluoreszenzmarkierung mit Anti-GAPDH-S ist in a, ¢ und e gezeigt (Antikorperverd. s. Abbildung 54), die zugehorige Kontrolle ohne
Primérantikorper in b, d und f. MaB3stab: jeweils 26,2 um
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Weiterhin wurde auch versucht, das Acrosin in Eberhodenschnitten zu lokalisieren. Auch
hier zeigte sich, dass die Fluoreszenzmarkierung mit Anti-Acrosin stark von der Fixierung der
Schnitte beeinflusst wird. So wurde das Akrosom an unfixierten Eberhodenschnitten nicht
sowie an den mit organischen Losungsmitteln (Aceton oder Methanol und Aceton) fixierten
Schnitten nicht oder nur sehr schwach markiert. Nach kurzzeitiger Schnittfixierung mit 2%
PFA [1,5 min (und 1 min Aceton) oder 1 min (und 5 min 0,1% Triton X-100)] wurden die
Akrosomen hingegen deutlich markiert. Bei den Schnitten aus dem fiir 2 h in 3% PFA
fixierten Gewebe fluoreszierten die Akrosomen nicht.

Die besten Markierungen wurden an PFA-Aceton- (Abbildung 59) und PFA-Triton-
(Abbildung 60) behandelten Schnitten erzielt. Hier féllt sofort die deutliche Fluoreszenz im
Bereich der Akrosomen auf. Aber auch im Bereich der Spermatiden sind klar definierte
punktformige Markierungen zu verzeichnen. Anscheinend fluoresziert hier ein Areal pro
Zelle. Alle ibrigen Zellen sowie die Kontrollen zeigen keine Fluoreszenz. Bei den
Fluoreszenzbildern der PFA-Triton-behandelte Schnitte fdllt zusétzlich auf, dass an der
Akrosomoberfliche regelméfBig kleine Punkte fluoreszieren. Zudem ist hier im
Ubergangsbereich zwischen Spermienkopf und -flagellum jeweils ein Punkt schwach markiert
(Abbildung 60a, ¢ und e). Diese Markierung im Ubergangsbereich wurde auch an anders
vorbehandelten Schnitten beobachtet. Bei Methanol-Aceton-fixierten (Abbildung 61), aber
auch bei unfixierten und Aceton fixierten (nicht abgebildet) Hodenschnitten trat diese

Fluoreszenzmarkierung auf.
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Abbildung 59: Fluoreszenzmarkierung mit Antikérpern gegen Acrosin (Anti-Acrosin) an einem Hodenschnitt nach
dessen Fixierung mit PFA und Aceton

Versuchsdurchfithrung s. Abbildung 45. Der getrocknete Schnitt wurde mit 2% PFA und Aceton fixiert (1,5 min bei RT und 1 min bei
-20°C). a und b zeigen DIC-Bilder kombiniert mit den zugehdrigen Fluoreszenzbildern (DAPI- und Antikérper-), ¢ und d die
libereinandergelagerten Fluoreszenzbilder. In e und f sind die Antikorperfluoreszenzbilder separat gezeigt. Fiir die Markierung (a, c, €)
wurden 1:67 verdiinntes Anti-Acrosin sowie 1:400 verdiinnte fluoreszenzmarkierte Sekundérantikdrper (Anti-Maus-IgG) eingesetzt. Die
Kontrolle ohne Primérantikorper ist in b, d und f gezeigt. Mafistab: jeweils 26,2 pm (a, c, €) bzw. 26 pm (b, d, f)
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Abbildung 60: Fluoreszenzmarkierung mit Antikérpern gegen Acrosin (Anti-Acrosin) an einem Hodenschnitt nach
dessen Fixierung mit PFA und Permeabilisierung mit Triton X-100

Versuchsdurchfithrung s. Abbildung 45. Der getrocknete Schnitt wurde mit 2% PFA fixiert (1 min bei RT) sowie anschlieBend mit 0,1%
Triton X-100 permeabilisiert (5 min bei RT). a und b zeigen DIC-Bilder kombiniert mit den zugehérigen Fluoreszenzbildern (DAPI- und
Antikorper-), ¢ und d die {ibereinandergelagerten Bilder der Fluoreszenzen. In e und f sind die Antikorperfluoreszenzbilder separat gezeigt.
Die Fluoreszenzmarkierung mit Anti-Acrosin ist in a, ¢ und e gezeigt (Antikorperverdiinnungen s. Abbildung 59), die zugehorige Kontrolle
ohne Primérantikérper in b, d und f. MaBstab: jeweils 16,5 pm (a, c, e) bzw. 16,4 um (b, d, f)
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Abbildung 61: Fluoreszenzmarkierung mit Antikérpern gegen Acrosin (Anti-Acrosin) an einem Hodenschnitt nach
dessen Fixierung mit Methanol und Aceton

Versuchsdurchfiihrung s. Abbildung 45. Der getrocknete Schnitt wurde mit Methanol und Aceton fixiert (6 min und 1 min bei -20°C). a und
b zeigen DIC-Bilder kombiniert mit den zugehdrigen Fluoreszenzbildern (DAPI- und Antikdrper-), ¢ und d die iibereinandergelagerten
Bilder der Fluoreszenzen. In e und f sind die Antikorperfluoreszenzbilder separat gezeigt. Die Fluoreszenzmarkierung mit Anti-Acrosin ist in
a, ¢ und e gezeigt (Antikdrperverdiinnungen s. Abbildung 59), die zugehdrige Kontrolle ohne Primdrantikorper in b, d und f. MaB3stab:
jeweils 26,2 pm (a, c, €) bzw. 26 pm (b, d, f)
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In den Kontrollen ohne Primdrantikérper war die Fluoreszenz der Leydigschen Zellen
sowie einiger Punkte im Cytoplasma der Spermienvorlduferzellen und/oder Sertolizellen
auffallend. Sie trat unabhéngig vom Sekundérantikdrper (Anti-Ziegen-IgG, Anti-Kaninchen-
IgG oder Anti-Maus-IgG) auf und wurde abhéngig von der Intenstitit der

Fluoreszenzmarkierung mit Primérantikorper mehr oder weniger deutlich in der Kontrolle

Kontrolle 2 (Autofluoreszenz)

DIC und Fluoreszenz

Fluoreszenz

Abbildung 62: Fluoreszenz bei Griinanregung von einer Kontrollmarkierung ohne Primirantikdrper (nur Anti-
Ziegen-IgG) an einem mit Methanol und Aceton fixierten Hodenschnitt im Vergleich zu der eines komplett
unbehandelten Hodenschnitts

Fiir die Kontrolle 1 wurde ein 10 pm dicker Kryostatschnitt aus unfixiertem Eberhodengewebe auf einem Poly-L-Lysin-beschichteten
Deckglaschen aufgenommen, getrocknet sowie mit Methanol und Aceton fixiert (6 min und 1 min bei -20°C). Anstatt mit Primérantikrpern
in Blocklosung wurde der Schnitt nur mit (PBS in) Blocklosung inkubiert. Ansonsten wurde die Fluoreszenzmarkierung dem Protokoll
(Unterabschnitt 2.16.2.7) entsprechend unter Einsatz der Sekundirantikorper Anti-Ziegen-IgG durchgefiihrt. Die Kontrolle 2 zeigt einen
Kryostatschnitt aus unfixiertem Eberhodengewebe, welcher nach Aufnahme auf dem Deckglaschen und Trocknen, ohne weitere Behandlung
in Mowiol eingebettet wurde.

Die erhaltenen Fluoreszenzbilder wurden durch lineare Tonwertkorrektur gleichermaBen so angepasst, dass die Fluoreszenz deutlich sichtbar
ist. Die Bilder sind nur im Vergleich miteinander zu betrachten. Eine Beurteilung der Fluoreszenzstirke ist anhand dieser Bilder nicht
moglich. MaBstab: jeweils 26 pm
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sichtbar. Es konnte jedoch gezeigt werden, dass diese Fluoreszenz auch schon an
getrockneten unfixierten und nachfolgend ohne Fluoreszenzmarkierung in Mowiol
eingebetteten Schnitten zu beobachten war. Die Fluoreszenz bei griiner bzw. blauer Anregung
der unbehandelten Schnitte wurde der der Kontrollen nach Fluoreszenzmarkierung ohne
Primédrantikdrper gegeniibergestellt. Durch gleiche Kontrastverstirkung und lineare

Tonwertkorrektur konnten die Fluoreszenzen miteinander

Kontrolle 1 (nur Anti-Kaninchen-IgG)

)

Kontrolle 2 (Autofluoreszenz)

DIC und Fluoreszenz

Fluoreszenz

Abbildung 63: Fluoreszenz bei Griinanregung von einer Kontrollmarkierung ohne Primérantikorper (nur Anti-
Kaninchen-IgG) an einem mit Methanol und Aceton fixierten Hodenschnitt im Vergleich zu der eines unbehandelten

Hodenschnitts
Erklarung s. Abbildung 62. Als Sekundérantikdrper wurde hier Anti-Kaninchen-IgG eingesetzt. MaBstab: jeweils 26 pm
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verglichen werden. Fiir alle drei verwendeten Sekundérantikorper wurde gezeigt, dass die o.g.
Areale in der Kontrolle nach Fluoreszenzmarkierung ohne Primérantikorper ebenso stark wie
im unbehandelten Kontrollschnitt fluoreszieren (s. Bsp. der Methanol-Aceton-Fixierung in
Abbildung 62 bis Abbildung 64). Nur bei Verwendung von PFA-Aceton-fixierten Schnitten
fluoreszierten die Leydigschen Zellen in der Kontrolle nach Markierung ohne Primaér-

antikorper teilweise etwas stédrker als in der unbehandelten Kontrolle (nicht abgebildet).

DIC und Fluoreszenz

Fluoreszenz

Abbildung 64: Fluoreszenz bei Blauanregung von einer Kontrollmarkierung ohne Primérantikorper (nur Anti-Maus-
IgG) an einem mit Methanol und Aceton fixierten Hodenschnitt im Vergleich zu der eines unbehandelten
Hodenschnitts

Erklarung s. Abbildung 62. Als Sekundérantikorper wurde hier Anti-Maus-IgG eingesetzt. Mafstab: jeweils 26 pm
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4 Diskussion

4.1 Losliche und gebundene Pyruvatkinase in Eberspermien

Bei der Extraktion von Pyruvatkinase aus Eberspermien in 25 mM
Natriumphosphatpuffer (pH 7,3) zeigte sich, dass nach Zentrifugation des Homogenates
(100000 x g, 1 Stunde) mehr als 60% ihrer Gesamtaktivitit im Sediment verblieb und nicht
ausgewaschen werden konnte. Nach der Definition eines l6slichen Proteins (Protein im
Uberstand nach einstiindiger Zentrifugation bei 100000 x g) ist also nur ein Teil der PK in
Eberspermien 16slich und besitzt wahrscheinlich nur schwache Interaktionen mit
Zellstrukturen. Der strukturgebundene Teil der PK (PK-S) wurde durch das elektrisch
neutrale Detergenz Triton X-100, welches die Ablosung der HK1-S von Spermienstrukturen
ermdglicht (TRAVIS et al., 1998; KRISFALUSI et al., 2006), nicht solubilisiert, was darauf
hindeutet, dass sie nicht iiber hydrophobe Wechselwirkungen gebunden ist. Allerdings fiihrte
die Behandlung mit Triton zu einer betrdchtlichen Aktivititssteigerung der PK-S. Griinde
hierfir konnten in einer giinstigen Verdnderung der Proteinkonformation oder
Enzymumgebung, evtl. mit dem Effekt einer besseren Zuginglichkeit der Substrate zur PK-S,
liegen. Eine kurzfristige Inkubation mit Trypsin, wie sie zur Solubilisierung
strukturgebundener GAPDH (GAPDH-S) aus Eberspermien eingesetzt wurde (WESTHOFF
und Kamp, 1997), flihrte zur Ablosung der PK-S. Dass die katalytische Aktivitit der PK
durch die Proteolyse nicht vermindert wurde, basiert auf der relativ hohen Substratspezifitit
des Trypsins (Spaltung an Arginin und Lysin). Ist das Trypsinprdparat mit Chymotrypsin
verunreinigt, kommt es zu einer volligen Enzyminaktivierung (KAMP, personliche
Mitteilung). Die Versuche zur Extraktion von PK aus Eberspermien lieferten einen ersten
Hinweis auf unterschiedliche PK-Formen in diesen Zellen, eine 16sliche und eine
strukturgebundene PK (PK-S).

Eine feste Strukturbindung von PK wurde auch von Epididymalspermien aus Kaninchen
berichtet (STOREY und KAYNE, 1975, 1980), ist aber fiir somatische Zellen unbekannt.
Interaktionen mit Komponenten des Cytoskeletts werden zwar auch von somatischer PK
beschrieben (REID und MASTERS, 1986; MASTERS et al., 1987), diese Bindungen sind aber

weitaus weniger stabil als die der PK-S.

Aufgrund der festen Strukturbindung der PK-S konnte ein effizienter Reinigungsschritt
durch intensives Waschen der Zellfragmente und anschliefende Proteolyse erreicht werden.
Bei der anschlieBenden Chromatographie zeigte sich, dass die abgeldste PK-S ein @hnliches

Elutionsverhalten besitzt wie die GAPDH-S der Eberspermien. Eine Kombination von
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Kationenaustausch- und  Hydrophobizititschromatographie mit genau platzierten
Elutionsstufen war erforderlich, um diese beiden Enzyme weitgehend voneinander zu trennen
(Abbildung 9 und Abbildung 10). Nur so konnten die geringfligigen Unterschiede der
geladenen und hydrophoben Oberflichen der beiden Enzyme zur Trennung genutzt werden.
Das gereinigte PK-S-Prédparat zeigte im SDS-PAG nur zwei sehr schwache Nebenbanden.
Eine stammt vermutlich von der GAPDH-S, welche in geringer Menge auch iiber die
Aktivitdt nachweisbar war. Die Reinigung ist mit einem Reinigungsfaktor von knapp 1000
und einer spezifischen Aktivitdt der gereinigten PK-S von 116,7 U/mg Protein fiir die
weiteren Experimente ausreichend. Da zur Teilsequenzierung der PK-S ihre Bande nach SDS-
PAGE und Western-Blot aus der Membran ausgeschnitten wurde, stérten die Nebenbanden
hier nicht. Kinetische Untersuchungen konnten mit weitaus weniger reinen PK-S-Préparaten
durchgefiihrt werden, da sie keine den Enzymtest storenden Metabolite und Enzymaktivitdten
aufwiesen. Das erhaltene Antiserum gegen die gereinigte PK-S zeigte zwar eine gewisse
Unspezifitidt, nach Immunreinigung von Antikérpern aus diesem Antiserum konnten aber

spezifische Antikorper gegen die PK-S erhalten werden.

Die losliche PK konnte aus Eberspermienextrakt iiber ein  &hnliches
Chromatographieverfahren angereichert werden, wie die gebundene PK (PK-S). Sie zeigte
auch ein dhnliches Elutionsverhalten wie die PK-S, konnte aber nicht durch die gegen die
PK-S hergestellten Antikorper markiert werden, sondern nur durch die Anti-PK-MI
(Abbildung 23). Dieses Ergebnis zeigt, dass zwei immunologisch verschiedene PK-Formen in

Eberspermien vorliegen.

4.2 PK-S besitzt eine N-terminale Verlingerung

Die Sequenzierung des N-Terminus der tryptisch von Eberspermienstrukturen geldsten
PK-S lieferte eine 19 Aminosiuren lange Sequenz, die C-terminal Ahnlichkeit mit der PK-M
hatte. In den Positionen 79-83 (Abbildung 13) waren die Aminosduren (AFIQT) eindeutig
homolog angeordnet wie bei der PK-M1 und PK-M2, wohingegen sich die PK-L/-R-
Sequenzen (AFFQQ) deutlich unterschieden. Im Vergleich mit den meisten PK-M1/-M2-
Sequenzen aus den Proteindatenbanken (Swiss-Prot und TrEMBL) enthielt die Spermien-PK
jedoch mindestens 4 zusitzliche Aminosduren am N-Terminus (NH,-TSEA-COOH). Auch
die L-/R-Isoformen der PK zeigten N-terminale Verldngerungen im Vergleich zu PK-M1 und
-M2, die fiir Unterschiede in den kinetischen Eigenschaften verantwortlich gemacht werden
(MUIRHEAD et al., 1986). Sie besitzen aber keine Ahnlichkeit mit der PK-S. Man konnte also

von einer N-terminalen Verldngerung der PK-S im Vergleich zur PK-M1/-M2 sprechen. Es
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werden allerdings zwei M-Pyruvatkinasen in den Proteindatenbanken beschrieben, die eine N-
terminale Verlingerung dhnlich der PK-S besitzen sollen (Q4VIL8 und Q3ZC87; Abbildung
13). Hierbei ist aber zu bedenken, dass diese, wie die meisten Pyruvatkinasen, aus
Nukleotidsequenzen (¢cDNA, mRNA) abgeleitet sind. Es ist also nicht gezeigt, ob diese
Verldngerungen auch bei den nativen Enzymen vorhanden sind. Bei der Recherche konnten
nur zwei Aminosduresequenzen von PK-MI1 gefunden werden, die durch
(Teil-)Sequenzierung des Proteins erhalten worden waren (P11979 und P14618, Abbildung
13). Diese sequenzierten, somatischen Pyruvatkinasen trugen beide weder eine N-terminale
Verldngerung, noch ein N-terminales Methionin. Der N-Terminus der nativen PK-M1 beginnt
demnach an Position 70 (Abbildung 13). Vermutlich beginnt die Translation am Methionin
(Position 69, Abbildung 13).

Nach der Recherche in den Proteindatenbanken wurden die Datenbanken GenBank,
EMBL, DDBJ und PDB nach iibersetzten Nukleotidsequenzen mit Ahnlichkeit zur
Teilsequenz der Spermien-PK durchsucht. Es wurden sehr viele PK-M-Sequenzen gefunden,
die auf der Nukleotidebene eine Aminosduresequenz dhnlich der PK-S-Verlingerung auf der
5’-Seite des vorhergesagten Startcodons codieren. Das heif3t, die N-terminale Verldngerung
der PK-S ist anscheinend in der Nukleotidsequenz der PK-M codiert, fehlt jedoch dem
Protein, wie zumindest an zwei Beispielen gezeigt wurde (P11979 und P14618, Abbildung
13). Wurden die Nukleotidsequenzen, aus welchen die M1- und M-2-Pyruvatkinasen in
Abbildung 13 hergeleitet waren, komplett in Aminosduren iibersetzt und ungekiirzt
verglichen, so zeigte sich oft eine Sequenz auf der 5’-Seite des vorhergesagten Startcodons,
die der Verlangerung der PK-S (NH,-TSEA(M)-COOH) sehr &hnlich oder gleich war
(Abbildung 14). Diese N-terminalen Verldngerungen, die sich aus den ungekiirzten
Nukleotidsequenzen der PK-M1/-M2 ergeben, beinhalteten jedoch bis auf eine Ausnahme
kein weiteres Methionin (AUG-Startcodon), so dass sie in den abgeleiteten Proteinsequenzen
nicht mehr vorhanden sind. Hierbei wird davon ausgegangen, dass die Translation bei
Eukaryoten immer bei dem am néchsten zum 5’-Ende der mRNA liegenden AUG, welches
fiir Methionin codiert, beginnt. Beschriebene Abweichungen von der AUG-Regel (z.B. ,,leaky
scanning®, non-AUG-Startcodons und ,internal initiation) sowie eine eventuelle
Fragmentierung der mRNA/cDNA bleiben hier unbeachtet. In einigen iibersetzten Sequenzen
(CR861086, CR925988, CR760921, AK168943 und AK135397, Abbildung 14) befanden
sich in der N-terminalen Verldngerung auch Stopcodons, wodurch deren Expression wenig
wahrscheinlich ist. Das Rinderprotein, bei welchem es sich der Sequenz zufolge um eine PK-
M mit N-terminaler Verldngerung handelt, besitzt auf der Nukleotidebene kein weiteres

Startcodon vor der Verldngerung (BC102826, Abbildung 14 bzw. Q3ZC87, Abbildung 13).
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Es ist nicht klar, wieso dieses Protein in der Proteindatenbank mit N-terminaler Verlingerung
beschrieben ist. Da es sich hier um ein Fragment handeln soll, konnte davon ausgegangen
worden sein, dass sich ein N-terminales Startcodon noch vor dem 5’-Ende des Fragmentes
befindet.

Wenn man davon ausgeht, dass die Translation immer bei dem Startcodon AUG beginnt,
ist also bisher nur fiir eine PK (PK-M2 aus humanen Chondrosarcoma Lungenmetastasen,
BC096823, Abbildung 14 bzw. Q4VILS8, Abbildung 13) gezeigt, dass sie mit einer N-
terminalen Verldngerung translatiert werden konnte. Alle anderen aus Nukleotidsequenzen
abgeleiteten M-Pyruvatkinasen miissten ohne N-terminale Verlangerung exprimiert werden
und wiirden sich so von der Spermien-PK unterscheiden. Werden zur Initiation der
Translation bei der PK-M auch non-AUG-Codons genutzt, so konnten evtl. weitere
Pyruvatkinasen der Isoformen M1 und M2, die in den Proteindatenbanken keine N-terminale

Verlédngerung besitzen, diese in vivo nach der Translation besitzen.

Die fiir die gereinigte PK-S aus Eberspermien nachgewiesene 5 Aminosiuren-lange N-
terminale Verldngerung ist sicherlich nur ein Teil der Verldngerung des nativen Enzyms. Der
tiberwiegende Teil diirfte durch das Trypsin abgespalten worden sein. Die abgespaltene
Sequenz konnte der N-terminalen Verldngerung der hypothetischen PK, die von cDNA aus
Rinder-Ileum abgeleitet ist, dhnlich sein. Hierfiir spricht, dass diese potentielle Rinder-Ileum-
PK ein Lysin (K) vor dem TSEAM besitzt (Position 64, Abbildung 13), was die tryptische
Spaltung an dieser Stelle bei der PK-S erkldren wiirde. Die N-terminale Verlangerung der PK-
S konnte aber auch N-terminalen Verldngerungen, die in den Nukleotidsequenzen fiir PK-M1
und PK-M2 codiert sind und, bis auf eine Ausnahme (BC096823, Abbildung 14 bzw.
Q4VILS, Abbildung 13), vermutlich nicht translatiert werden, &hneln. Auch in den
ibersetzten Nukleotidsequenzen vieler PK-M lag vor der TSEAM-éhnlichen Region oft ein
Arginin (R), welches ebenfalls eine tryptische Spaltung ermoglicht. Prinzipiell wire es sehr
hilfreich, wenn die PK-S mit noch ldngerem Abschnitt oder sogar der kompletten N-
terminalen Verlangerung extrahiert werden konnte. Dies ist allerdings schwierig, da nicht
genau bekannt ist, liber welche Art die PK-S so fest an Spermienstrukturen gebunden ist. Wie
bereits erwdhnt, konnte die PK-S nicht mit Hilfe von Triton X-100 von den
Eberspermienstrukturen geldst werden. Aus fibroser Scheide von Mausspermien konnte PK
ebenfalls nicht durch Triton oder andere Proteinextraktionsverfahren (z.B. Harnstoff, KSCN)
gelost werden (KRISFALUSI et al., 2006). Man sollte versuchen, die komplette Verldngerung
der PK-S auf der Nukleotidebene zu bestimmen. So kénnte zuerst die mRNA aus Hoden, die

biosynthetisch aktive Spermatiden enthalten, isoliert werden. Mit der mRNA konnte dann
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eine cDNA-Bank erstellt werden. AnschlieBend konnte die cDNA fiir PK-S mit Hilfe
synthetischer Oligonukleotide als Sonden aus der cDNA-Bank identifiziert werden. Als
Grundlage fiir die Herstellung von Nukleinsduresonden konnten bekannte Sequenzen fiir
somatische PK und/oder die ermittelte Aminosdureteilsequenz der PK-S aus Eberspermien
dienen. Die so identifizierte cDNA fiir PK-S konnte dann ansequenziert werden, um zu sehen,
ob eine N-terminale Verlingerung vorhanden ist. Uber die ¢DNA-Sequenz kann die

Aminoséduresequenz bestimmt werden.

Der Sequenzabschnitt der PK-S zeigt deutliche Homologien mit der PK-M1 und der PK-
M2 in den Positionen 70-83 in Abbildung 13 (7 bis 11 von 14 Aminosduren gleich lokalisiert,
entspricht 50-78%) und nur geringe mit der PK-L und der PK-R (4 von 14 Aminosduren
gleich lokalisiert, entspricht 28%). Besonders die hochkonservierte Sequenz NH,-AFIQT-
COOH ist in PK-M1/M2 und in PK-S vorhanden, nicht aber in PK-L/R (Positionen 79-83,
Abbildung 13). Zudem enthalten PKM-mRNAs oft Sequenzen auf der 5’-Seite des
vorhergesagten Startcodons, die eine Aminosduresequenz dhnlich der PK-S-Verlingerung
codieren. Diese Ergebnisse weisen darauf hin, dass die strukturgebundene Spermien-PK auf
dem gleichen Gen wie die PK-M codiert ist. Dies wiirde auch die kinetische Ahnlichkeit der
PK-S zur PK-M1 erkldren. Von diesem Gen aus konnten also nicht nur die PK-M1 und -M2
iber alternatives Splicing des gleichen Primértranskripts (TAKENAKA et al. 1989, 1991),
sondern auch die PK-S produziert werden. Wie es zur Expression der PK-S kommt, ist unklar.
Es wire moglich, dass durch einen unterschiedlichen Transkriptionsbeginn zwei
unterschiedlich lange Primértranskripte entstehen, wie fiir die Transkription von PK-L und -R
vom gleichen Gen beschrieben (NoGUCHI et al. 1987). Wiirde das lingere Transkript ein
Startcodon fiir die Translation (AUG oder non-AUG) in giinstigem Kontext vor der
Verlédngerung besitzen, so konnte ohne weitere Modifikation die N-terminal verldngerte PK-S
entstehen. Dem kiirzeren Transkript wiirde dieses Startcodon fehlen, so dass PK-M1 oder PK-
M2 entsteht. Fiir diese Moglichkeit sprechen die unterschiedlich langen cDNA-Sequenzen fiir
die PK-M. Eine dieser Sequenzen zeigt ein zusdtzliches AUG-Startcodon vor der codierten
Verldngerung (BC096823, Abbildung 14 bzw. Q4VIL8, Abbildung 13).

Eine weitere Moglichkeit besteht darin, dass es ein einheitliches Primértranskript gibt,
welches die N-terminale Verldangerung inklusive zwei Startcodons fiir die Translation enthilt.
Beginnt die Translation am ersten Startcodon, welches am nédchsten zum 5’-Ende der mRNA
liegt, so wird die N-terminal langere Proteinsequenz der PK-S produziert. PK-M1 und PK-M2
entstehen erst nach alternativem Herausspleilen von Exon 9 (PK-M2) oder Exon 10 (PK-M1)

(TAKENAKA et al., 1989, 1991) und dem zusétzlichen Verlust des ersten Startcodons. Somit
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wiirde nach dem Abtastmechanismus der Translationsinitiation das ndchste Startcodon in
giinstigem Kontext als neue Initiationsstelle gewdhlt. Es wire auch moglich, dass durch
posttranskriptionale Modifikationen des Primértranskripts das erste Startcodon nur in einen
schlechten Kontext gebracht wird, so dass ein Ablesen der Verliangerung unterbleibt.

Eine dritte Moglichkeit zur Produktion unterschiedlich langer Pyruvatkinasen vom PK-
M-Gen bestiinde darin, dass eine N-terminal verldngerte PK translatiert wird, von welcher
posttranslational der N-Terminus abgespaltet werden kann. Wenn man davon ausgeht, dass es
sich bei der Mehrzahl der cDNAs bzw. mRNAs um komplette (d.h. nicht fragmentierte),
derartig in vivo auftretende Sequenzen handelt, so miisste die Translation fiir fast alle PK-M
an non-AUG-Codons initiiert werden. Eine solche Initiation der Translation ist moglich,
jedoch eher selten. Es wurde aber beschrieben, dass die meisten Gene, fiir welche eine solche
Initiation an non-AUG-Codons gezeigt wurde, regulatorische Proteine codieren (TOURIOL et
al., 2003). Als Beispiel werden hier auch Kinasen genannt.

Da in der Literatur keine N-terminalen Sequenzen nativer PK-M2 gefunden werden
konnten, kann nicht ausgeschlossen werden, dass PK-M2 eine &hnliche N-terminale
Verliangerung wie die PK-S besitzt. Die kinetischen Eigenschaften deuten aber darauf hin,
dass die PK-S der PK-M1 dhnelt, und nicht der PK-M2. Deshalb ist anzunehmen, dass es sich
bei der PK-S um eine N-terminal verlingerte PK-M1 handelt. Die Moglichkeit
unterschiedlich lange Proteine von einem Gen zu produzieren ist nicht ungewdhnlich. So
wurde z.B. gezeigt, dass aus einer grolen Auswahl humaner mRNAs 3% das Potential
besaBlen, N-terminal verldngerte Varianten der urspriinglich abgeleiteten Proteine zu

produzieren, wahrend 12% auch fiir verkiirzte Varianten codierten (KOCHETOV et al., 2005).

Uber den Grund fiir die Ausprigung zweier unterschiedlich langer Pyruvatkinasen vom
gleichen Genort kann nur spekuliert werden. Eine Verlingerung des N-Terminus kann
Proteinfunktionen verdndern bzw. erweitern (EDDY, 2002). Dies wird, wie erwihnt, auch der
N-terminalen Verlangerung der PK-L/-R zugesprochen. Ein weiteres Beispiel ist das
bifunktionelle Enzym 6PF-2-K/Fru-2,6-P,ase. Es katalysiert die Synthese und den Abbau von
F2,6P,, welches die Glykolyse in der Leber fordert und die Gluconeogenese hemmt. Die
Isoformen in Leber und Herz besitzen N-terminale Verldngerungen, welche
Phosphorylierungsstellen flir Proteinkinasen (Ser32 bzw. Ser29) aufweisen und in den
Isoformen von Muskel und Testis nicht auftreten (PILKIS et al., 1995). Hier kann iiber die
verlangerten N-Termini also die Aktivitit des Enzyms an die Bediirfnisse in Leber und Herz
angepasst werden. Die N-terminale Verldngerung der PK-S fiihrt jedoch nicht zu verdanderten

kinetischen Eigenschaften. Selbst die noch an Eberspermienstrukturen gebundene PK-S,
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welche die vollstindige N-terminale Verldngerung besitzt, zeigt die gleichen kinetischen
Eigenschaften wie die 16sliche PK aus Eberspermien und die PK-M1. Es ist also zu vermuten,
dass die N-terminale Verlingerung eher einer speziellen Lokalisation bzw. rdumlichen
Anordnung der PK-S dient. Der spezifische N-Terminus konnte hierbei als Signalsequenz
dienen, bzw. eine beinhalten, welche das Protein an bestimmte Zellorte/-strukturen dirigiert
und/oder dort verankert. So konnte die PK-S in Spermien hierdurch an die fibrose Scheide
und in den Akrosombereich geleitet und dort angebunden werden. Die N-terminal nicht
verlangerte PK-M konnte im Cytosol verbleiben, da sie eine solche Signalsequenz nicht
besitzt. Auch in der Literatur wird die Produktion unterschiedlich langer Proteine von einem
Gen mit unterschiedlicher Lokalisation dieser in Zusammenhang gebracht (s. DANPURE,
1995). Bei der HK1-S, welche vom gleichen Gen wie die somatische HK1 iiber alternative
Transkripte produziert wird, konnte der Austausch der Porinbindungsdoméne gegen eine
spermienspezifische Sequenz eine andere Lokalisierung ermoglichen (MORI et al., 1993;
TRAVIS et al., 1998). Die Lokalisation konnte sozusagen iiber den N-Terminus kontrolliert
werden. Dies gilt auch fiir die gegeniiber der somatischen GAPDH N-terminal verldngerte

GAPDH-S (WELCH et al., 1992, 2000, 2006).

Wenn man voraussetzt, dass auch in Rinderdiinndarm (Ileum) und humanen
Chondrosarcoma Lungenmetastasen eine N-terminal verlingerte PK produziert wird, stellt
sich die Frage, ob in diesen Geweben die PK an bestimmte physiologische Anforderungen
angepasst sein muss. In den Epithelzellen des Darms konnte eine N-terminale Verldngerung
genutzt werden, um das ATP-produzierende Enzym gezielt am Mikrovillisaum zu
lokalisieren, um die Nahrungsaufnahme zu verbessern. In Metastasen konnte eine N-terminale
PK-Verldangerung mit der gesteigerten Glykolyserate, wie sie fiir viele Tumorzellen typisch ist
(vgl. NEWSHOLME und LEECH, 1983), in Verbindung stehen. Es muss hier allerdings betont
werden, dass diese Interpretation sehr spekulativ ist. Es ist nicht klar, ob die genannten
Pyruvatkinasen der M-Isoform in den Zellen auch tatsdchlich mit einer N-terminalen
Verldngerung auftreten. Die Proteinsequenzen sind aus Nukleotidsequenzen hergeleitet; eine
posttranskriptionale oder -lationale Modifizierung der PK kann nicht ausgeschlossen werden.
Zur Klarung sind also weitere Untersuchungen notwendig. So wire es beispielsweise sinnvoll
zu iberpriifen, ob im Diinndarm oder in Lungenmetastasen PK strukturgebunden vorliegt.

Klarheit konnte die N-terminale Sequenzierung gereinigter PK aus diesen Geweben liefern.
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4.3 Lokalisierung von PK in Sidugerspermien

Uber Fluoreszenz- und Immunogoldmarkierung wurde versucht, die strukturgebundene
PK in Spermien von Eber und anderen Sdugern (Bulle und Mensch) zu lokalisieren. Hierzu
wurden die spezifischen Antikorper gegen die PK-S aus Eberspermien (Anti-PK-S)
eingesetzt. Auflerdem standen Antikorper gegen Kaninchenmuskel-PK (Anti-PK-M1) zur
Verfligung.

Um die PK-S in Sdugerspermien lokalisieren zu konnen, mussten zuerst spezifische
Antikorper gegen diese produziert werden. Dies wurde tiber zwei Wege versucht. Zum einen
wurde PK-S gereinigt, um sie dann zur Antikorperproduktion einzusetzen. Zum anderen
wurde eine PK-S-spezifische Sequenz synthetisiert, um, nach Kopplung an ein Triagerprotein,
Antikorper gegen sie herzustellen.

Das Antiserum gegen die gereinigte PK-S aus Eberspermien war nicht ausreichend
spezifisch, um das Enzym eindeutig zu lokalisieren. Wihrend das Prdimmunserum bei
gleicher Verdiinnung keine aus Eberspermien extrahierten Proteine markierte, banden
Antikdrper des Antiserums an die PK-S; andere Antikdrper des Serums hatten jedoch eine
dhnliche oder sogar stirkere Affinitit zu anderen Spermienproteinen mit hdéherem
Molekulargewicht (ein 16sliches und zwei mit Trypsin abgeloste Proteine; Abbildung 19b).
Um welche Proteine es sich hierbei handelt, ist unklar. Dass die AntikOrper gegen die
Kaninchenmuskel-PK, welche auch an die 16sliche Pyruvatkinase aus Eberspermien und an
die PK-S binden, nicht an diese Proteine banden, deutet darauf hin, dass es sich hier nicht um
PK handelt. Eine schwache Immunantwort des Antiserums musste auch gegen GAPDH
festgestellt werden. Eine klare Aussage zur Lokalisation der PK-S in Sdugerspermien war mit
dem Antiserum also nicht mdglich. Deshalb wurden Antikérper gegen die PK-S aus dem
Antiserum isoliert.

Bei der Immunisierung mit dem 13 Aminosduren-langen synthetisierten N-Terminus der
tryptisch abgeldsten PK-S, zeigten beide Kaninchen eine schlechte Immunantwort, die auch
durch den Austausch des Proteincarriers (Ovalbumin statt Himocyanin) nicht ausreichend
gesteigert werden konnte. Vermutlich besall das synthetisierte Peptid keine ausreichende
Immogenitdt. Beim Einsatz der Antiseren mit dem jeweilig hochsten erreichten
Antikorpertiter zeigte sich kein iiberzeugender Unterschied der Antikorperfarbung im
Vergleich zu den Praimmunseren, welche bereits leichte Reaktionen mit der PK und GAPDH
aus Kaninchenmuskel und Spermien zeigten (Abbildung 21b,c). Weshalb bei diesen Tieren
bereits in den Prdimmunseren Antikdrper gegen PK und GAPDH vorhanden waren, ist

unklar. Auch eine Immunreinigung der Antikorper fiihrte zu keiner Steigerung der Spezifitit
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(Abbildung 21d), weshalb dieser Ansatz verworfen und nur die Immunreinigung der
Antikorper aus dem Antiserum gegen die gereinigte PK-S weiterverfolgt wurde.

Uber Immunoaffinitit zum 13 Aminosiuren-langen synthetisierten N-Terminus der
tryptisch abgelosten PK-S, welcher an Sepharose gekoppelt war, konnten Antikdrper gereinigt
werden, die mit hoher Spezifitit die Eberspermien-PK-S erkannten. Im Immunoblot banden
sie nicht oder nur sehr schwach an die Muskel-PK und -GAPDH sowie an die
strukturgebundene Eberspermien-GAPDH, auch wenn deren Auftragemenge hoch war.
Andere aus Eberspermien extrahierte Proteine wurden nicht markiert (Abbildung 22). Zudem
konnte gezeigt werden, dass die Antikorper, bei gleicher Auftragemenge der Proteine, weder
an die 16sliche PK aus Eberspermien, noch an die Kaninchenmuskel-PK, sondern nur an die
PK-S binden (Abbildung 23b). Mit den gereinigten Antikorpern (Anti-PK-S) war es nun
moglich, die PK-S spezifisch anzusprechen.

Die Antikorper gegen die Kaninchenmuskel-PK (Anti-PK-M1) zeigten eine
Kreuzreaktivitit sowohl mit der 16slichen PK als auch mit der PK-S aus Eberspermien
(Abbildung 23c), was nicht verwunderlich war, da angenommen wird, dass es sich bei der
16slichen PK um eine PK-M1 und bei der PK-S um eine N-terminal verldngerte PK-M1
handelt (s. Teil 4.2). Sie konnte also zur Markierung beider, der 16slichen PK und der PK-S,
in Eberspermien eingesetzt werden. Kompartimente in Spermien, die nur durch die Anti-PK-

M1 markiert wurden, enthielten folglich die 16sliche PK.

Zunichst wurde versucht, die PK iiber Fluoreszenzmarkierung in Eberspermien zu
lokalisieren. In Vorversuchen wurde gepriift, wie sich die Fixierung und/oder
Permeabilisierung der Eberspermien mit unterschiedlichen Reagenzien auf die Markierung
auswirkt. Es zeigte sich, dass die durch den Antikorper angesprochenen Antigene, je nach
Vorbehandlung und Spermienkompartiment, mehr oder weniger gut detektiert werden
konnten. So war die PK-S im Akrosombereich durchweg besser zuganglich als im Hauptstiick
des Flagellums. Nur bei einer Fixierung mit PFA waren die Markierungen im
Akrosombereich sehr schwach, was vermutlich auf eine schlechtere Zuginglichkeit der
Antigene bzw. Epitope durch die Proteinquervernetzung zuriickzufiihren ist. Dies wird
unterstiitzt durch die Beobachtung, dass nach Permeabilisierung PFA-fixierter Spermien mit
Hilfe von Triton X-100 oder Aceton die Akrosome wieder gut markiert wurden. Auch die
Flagellen zeigten nach PFA-Behandlung kaum noch Fluoreszenz, wobei die
Antigenzuganglichkeit iiber Permeabilisierung mit Triton X-100 wieder verbessert werden
konnte. Bei unfixierten Spermien war ebenfalls eine Permeabilisierung mit Triton notwendig,

um die PK-S zu markieren. Diese Effekte der Vorbehandlungen konnten auch fiir die
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Markierung strukturgebundener GAPDH (GAPDH-S) gezeigt werden. Im Cytoplasmatropfen
war jedoch die Markierung der GAPDH-S unabhingig von der Vorbehandlung. Vermutlich
verursachen die unterschiedliche Membran- bzw. Proteinzusammensetzung sowie die
Beschaffenheit (z.B. kompakt oder locker, voluminds oder weniger voluminds) der
Kompartimente/Strukturen diese unterschiedlichen Antigen-Antikérper-Reaktionen.

Eine Permeabilisierung unfixierter oder PFA-fixierter Eberspermien mit Triton X-100
scheint die Akrosomen und Flagellen optimal zugénglich fiir die Detektion von PK-S zu
machen. Aus diesem Grund wurde die PK an derartig vorbehandelten Eberspermien
lokalisiert. Fluoreszenzmarkierungen von Creatinkinase in Spermien von Hahn wurden
ebenfalls nach Kombination einer PFA-Fixierung mit einer Triton X-100-Permeabilisierung

erfolgreich durchgefiihrt (KALDIS et al., 1996).

Uber Fluoreszenzmarkierungen konnte die PK-S mit Anti-PK-S und Anti-PK-M1 im
Hauptstiick des Flagellums, im Ubergangsbereich zwischen Kopf und Mittelstiick sowie im
Akrosombereich lokalisiert werden (Abbildung 26 und Abbildung 27). Im Mittel- und
Endstlick sowie im Cytoplasmatropfen war mit der Anti-PK-S nur ein sehr schwaches
Fluoreszenzsignal zu erhalten (Abbildung 26 und Abbildung 27, jeweils e,g). Dagegen wurde
mit Anti-PK-M1, welches im Immunoblot sowohl an die PK-S, als auch an die 16sliche
Spermien-PK gebunden hatte, auch das Mittelstiick sowie etwas schwicher der
postakrosomale Bereich des Spermienkopfes markiert (Abbildung 26 und Abbildung 27,
jeweils a,c), was darauf schlieBen ldsst, dass in diesen Bereichen 16sliche PK vorliegt.
Cytoplasmatropfen enthielten anscheinend weder 16sliche PK noch PK-S.

Bei der Fixierung mit PFA zeigte sich teilweise, im Gegensatz zu den unfixierten
Spermien, schon in der Kontrolle ohne Primérantikdrper eine geringe Fluoreszenz im Bereich
der Akrosomen und des Mittelstiicks (Abbildung 27d,h). Diese ist vermutlich darauf
zuriickzufiihren, dass PFA {iber Reaktionen mit Gewebebestandteilen zu einer Erhohung von
Autofluoreszenz fithren kann (vgl. BUNEA und ZARNEScU, 2001). Aldehyde konnen mit
Aminen der Proteine reagieren und hierdurch fluoreszierendes Material produzieren. Ausser
dieser Autofluoreszenz war kein wesentlicher Unterschied zwischen unfixierter und PFA-
fixierter Probe zu erkennen. Sollten 16sliche Proteine (z.B. l6sliche PK) aufgrund der
Permeabilisierung verloren gehen, so kann dieser Verlust anscheinend nicht durch

Proteinvernetzung mit PFA verhindert werden.

Die Anti-PK-S fiihrte zu einer deutlichen Markierung im vorderen Kopfbereich und es

war anzunchmen, dass es sich hier um den Akrosombereich handelt. Um den Bereich des
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Akrosoms klar zu definieren, wurde ein bekanntes akrosomales Protein, das (Pro)Acrosin, mit
kauflich erworbenen Antikorpern fluoreszenzmarkiert.

Bei der Uberpriifung der Spezifitit des Anti-Acrosins im Immunoblot zeigten sich
deutliche Markierungen unter den 16slichen und tryptisch abgeldsten Eberspermienproteinen
(Abbildung 25). Anhand der zugehdrigen relativen Molekiilmassen konnten diese Proteine
unterschiedlichen Formen des Acrosins/Proacrosins zugeordnet werden. Sdureextrahiertes
Proacrosin von Eberspermien besitzt eine Molekiilmasse von 55 und 53 kDa (POLAKOSKI und
PARRISH, 1977) und das Acrosin von 49, 43 und 35 kDa (BABA et al., 1989a,b). Im Datenblatt
der Antikdrper wird darauf hingewiesen, dass diese mit verschiedenen Formen des
Eberacrosins bei 55, 53, 45 und 35 kDa reagieren. Dass Acrosin im Extrakt ohne und mit
Trypsinbehandlung gefunden wurde, deutet darauf hin, dass das Enzym in den eingesetzten
Eberspermien 16slich und strukturgebunden vorlag. Ein Teil wurde erst durch die tryptische
Behandlung freigesetzt. Es wird beschrieben, dass Proacrosin und o-Acrosin in
Saugerspermien gebunden vorliegen, wéihrend B-Acrosin 16slich ist und ins extrazelluldre
Medium abgegeben werden kann (vgl. CORTES et al., 2006). Neben den Markierungen des
Acrosins waren auch Markierungen der PK und GAPDH aus Muskel und Spermien zu
beobachten, die aber im Verhiltnis zur Auftragemenge so schwach waren, dass sie einer
spezifischen Lokalisierung des Acrosins nicht im Wege standen.

Mit Hilfe des Anti-Acrosins konnte das Akrosom {iber Fluoreszenzmarkierung besonders
an PFA-fixierten Spermien klar definiert werden (Abbildung 31). Ohne die
Proteinquervernetzung mittels PFA war aber auch das Flagellum aus bisher unbekannten
Griinden leicht markiert und das Akrosom nicht klar begrenzt (Abbildung 30). Vermutlich
diffundiert ohne PFA-Fixierung l6sliches Acrosin aus dem Akrosom und lagert sich an
anderen Strukturen (Flagellum) an. In PFA-fixierten Proben konnte durch parallele
Markierung mit Antikorpern gegen Acrosin und PK-S gezeigt werden, dass die PK-S im

Akrosombereich detektiert wird.

Fir eine  genauere, ultrastrukturelle  Lokalisierung der PK  wurden
Immunogoldmarkierungen mit nachfolgender elektronenmikroskopischer Betrachtung
durchgefiihrt. Hierzu wurden Ultradiinnschnitte (ca. 60 nm) von Eberspermien, aber auch von
Bullen- und Humanspermien eingesetzt.

Uber Immunogoldmarkierung wurde die PK, wie bei der Fluoreszenzmarkierung, im
Hauptstiick des Flagellums sowie im Akrosombereich von Eberspermien detektiert. Im
Hauptstiick war insbesondere die fibrose Scheide markiert. Mit den immungereinigten

Antikorpern gegen die PK-S (Anti-PK-S) war die fibrése Scheide allerdings deutlich
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schwicher markiert als mit Anti-PK-M1 (Abbildung 33h,i bzw. Abbildung 32d,f). Diese
verhéltnismédfBig schwache Markierung der fibrosen Scheide lieBe sich iiber eine schlechte
Zuginglichkeit oder Verdnderung des Epitops erkldren. Bei der Immunogoldmarkierung
erfolgte die PFA-Fixierung mit 4% PFA und mindestens 30 min gegeniiber 2% PFA und 1
min bei der Fluoreszenzmarkierung. Ein anderer Grund fiir diese schwache Bindung der Anti-
PK-S konnte noch hinzukommen. Das antigene Epitop der Anti-PK-S beschrinkt sich auf nur
13 Aminosduren, welche vermutlich nahe der Region gelegen oder sogar Teil der Region
sind, iiber die das Enzym fest an die fibrose Scheide gebunden ist. Diese rdumliche
Anordnung konnte zusitzlich zur PFA-Wirkung die Zuginglichkeit des Antigens fiir Anti-
PK-S reduzieren. Im Gegensatz hierzu bindet die Anti-PK-M1 vermutlich an unterschiedliche
Epitope der PK, so dass auch bei starker Vernetzung eine Markierung wahrscheinlicher ist als
durch Anti-PK-S. Dass die Antikorper gegen PK-S die fibrose Scheide nur schwach, den
Akrosombereich aber deutlich markierten (Abbildung 33), konnte an der deutlich anderen
chemischen Umgebung der PK in diesen Kompartimenten liegen, wodurch eine
Proteinvernetzung durch PFA unterschiedlich auf Zugénglichkeit und/oder Erhaltung der
Antigene/Epitope wirkt. Auch die grofere Oberfliche des angeschnittenen Akrosoms
gegeniiber der fibrosen Scheide kann die Detektion im Akrosom begiinstigen.

Mit Anti-PK-M1 war der Akrosombereich ebenfalls, der postakrosomale Bereich des
Kopfes nur schwach und das Mittelstiick fast gar nicht markiert (Abbildung 32). Der Befund,
dass das Mittelstiick durch Immunogoldmarkierung mit Anti-PK-M1 nicht markiert wurde,
sondern nur durch Fluoreszenzmarkierung, konnte darauf zuriickzufiihren sein, dass losliche
PK wéhrend der Immunogoldmarkierung an den Ultradiinnschnitten ausgewaschen wird.
Dass es sich bei der PK im Mittelstiick um 16sliche PK handelt, wird daraus gefolgert, dass
dort durch Anti-PK-M1 eine Fluoreszenzmarkierung moglich ist, aber nicht durch Anti-PK-S.
Auch bei der Lokalisierung von PK im Cytoplasmatropfen zeigen sich Unterschiede zwischen
Fluoreszenz- und Immunogoldmarkierung. Beide Techniken weisen darauf hin, dass im
Cytoplasmatropfen keine oder nur sehr wenig PK-S vorliegt. Mit den Antikorpern gegen die
Kaninchenmuskel-PK wurde der Cytoplasmatropfen jedoch goldmarkiert, wihrend die
Fluoreszenzmarkierung, wenn iiberhaupt, nur sehr schwach war. Moglicherweise sorgt die
starkere Vernetzung durch PFA im Cytoplasmatropfen fiir eine Fixierung der 16slichen PK, so
dass sie bei der Immunogoldmarkierung besser nachgewiesen werden konnte. Es ist nicht
ungewoOhnlich, dass der Antikdrperzugang und die Erhaltung von Antigenen bei
unterschiedlichen Techniken verschieden sind (vgl. WALLIMANN et al., 1986; KALDIS et al.,
1996). Deshalb scheint es grundsitzlich wichtig zu sein, den Einflul der Technik genau zu

priifen.
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Die Immunogoldmarkierung wurde auch an Bullen- und Humanspermien durchgefiihrt.
Auch hier wurde PK mit Anti-PK-M1 sicher an der fibrosen Scheide detektiert (Abbildung 36
und Abbildung 40). Ein Vorliegen von PK im Akrosombereich ist nicht sicher, da auch die
mit dem PK-S-Peptid prdinkubierten Anti-PK-S hier eine Markierung lieferten (vgl.
Abbildung 37a,b,c und Abbildung 41la,b) und die Anti-PK-M1 diesen Bereich, wenn
tiberhaupt, nur schwach markierte (Abbildung 36a und Abbildung 40a). Die Markierungen
mit den beiden Antikérpern waren bei den Spermien der verschiedenen Arten unterschiedlich.
Antikorper gegen Kaninchenmuskel-PK banden bei allen drei Arten an die fibrose Scheide,
aber nur bei Eber und Bulle auch im Kopf und hier zum Teil im Akrosombereich (Abbildung
32, Abbildung 36 und Abbildung 40). Nur bei Eber war auch der Cytoplasmatropfen markiert.
Antikorper gegen PK-S banden bei allen drei Arten im Akrosombereich (Abbildung 33,
Abbildung 37 und Abbildung 41), aber nur bei Humanspermien wurde die fibrose Scheide
iiberzeugend markiert. Ob diese Unterschiede artspezifische Besonderheiten der betreffenden
glykolytischen Enzyme anzeigen, ist eher unwahrscheinlich. Wahrscheinlicher sind
strukturbedingte Unterschiede in der PFA-Fixierung, was die Zugénglichkeit des Antigens
beeinflusst. Die fiir Eber-PK-S spezifische Sequenz, gegen welche die immungereinigten
Antikorper gerichtet sind, scheint so oder sehr dhnlich zumindest auch in Bullen- und
Humanspermien aufzutreten. Ob diese Sequenz auch Teil der PK oder eines anderen Proteins
ist, bleibt zu kliaren. Ebenso ist nicht sicher, ob bei diesen Arten, wie beim Eber, eine 16sliche
und eine strukturgebundene PK auftreten. Fiir die GAPDH bestimmten WESTHOFF und KAMP
(1997) in Bullen- und Humanspermien dhnlich geringe Aktivititen der 16slichen Form wie bei
Eberspermien. Trotz der offenen Fragen weisen die Ergebnisse darauf hin, dass die PK, wie
bei Eberspermien, auch in Bullen- und Humanspermien an der fibrosen Scheide und im

Akrosombereich lokalisiert ist.

Zusammenfassend kann man festhalten, dass in Eberspermien die strukturgebundene
Form der PK, die PK-S, an der fibrosen Scheide, im Akrosombereich sowie im
Ubergangsbereich zwischen Kopf und Mittelstiick lokalisiert ist. Im Mittelstiick und im
postakrosomalen Bereich des Kopfes scheint hingegen l6sliche PK vorzuliegen. Auch in
Bullen- und Humanspermien ist PK vermutlich an der fibrésen Scheide und im
Akrosombereich vorzufinden. Die Lokalisierung der PK an der fibrésen Scheide steht in
Einklang mit Untersuchungen von KRISFALUSI et al. (2006), die kiirzlich eine ungewohnlich
feste Bindung von PK an gereinigte fibrose Scheide aus Mausspermien beschrieben. Eine

Lokalisierung im Akrosombereich ist bislang noch nicht beschrieben worden.
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4.4 Lokalisierung von GAPDH und Kompartimentierung der Glykolyse
in Sdugerspermien

In Spermien von Mensch und Ratte ist jeweils eine im Vergleich mit der somatischen
GAPDH N-terminal verldngerte Isoform (GAPDH-S) identifiziert und im Hauptstiick des
Flagellums lokalisiert worden (WELCH et al., 2000, 2006). Wihrend fiir die GAPDH-S in
Mausspermien zudem eine ungewohnlich feste Bindung an die fibrose Scheide gezeigt
werden konnte (KRISFALUSI et al., 2006), wurde fiir Eberspermien noch nicht geklirt, ob hier
eine derartige Isoform auftritt. Die feste Strukturbindung des Hauptanteils der Eberspermien-
GAPDH (WESTHOFF und KAMP, 1997) ldsst aber vermuten, dass es sich hier ebenfalls um
eine von somatischer GAPDH abweichende Form handelt, weshalb sie in der vorliegenden
Arbeit zum besseren Verstdndnis als GAPDH-S bezeichnet wurde.

WESTHOFF (1996) reinigte die GAPDH-S aus Eberspermien und setzte sie zur Produktion
von Antikérpern ein. Hieraus erhaltenes Antiserum wurde von der Autorin im Immunoblot
fiir spezifisch befunden und zur Immunogoldmarkierung der GAPDH-S in Sdugerspermien
verwendet. Fiir die vorliegende Untersuchung stand dieses Antiserum zur Verfiigung. Es
sollte getestet werden, ob die Ergebnisse zur Lokalisierung der GAPDH-S von WESTHOFF
(1996) iiber Fluoreszenz- und Immunogoldmarkierung reproduziert werden konnen.
Besonderes Augenmerk lag darauf, die von WESTHOFF (1996) beschriebene Lokalisierung im
Akrosombereich zu {iberpriifen. Dies war interessant, da die PK-S ebenfalls im
Akrosombereich lokalisiert ist und die GAPDH-S in der Literatur bisher nur an der fibrésen
Scheide detektiert werden konnte (BUNCH et al., 1998; WELCH et al., 2000, 2006; MIKI et al.,
2004).

Vor dem Einsatz zur Lokalisierung wurde das Antiserum nochmals auf seine Spezifitit
hin tiberpriift. Das Antiserum zeigte im Immunoblot eine hohe Affinitét fiir die GAPDH-S aus
Eberspermien, markierte, im Gegensatz zu den Ergebnissen von WESTHOFF (1996), jedoch
auch andere Eberspermienproteine (Abbildung 24b). Der Grund fiir dieses unterschiedliche
Ergebnis liegt sehr wahrscheinlich darin, dass die Spezifitit des Antiserums an
unterschiedlichen Mengen der aufgetragenen Proteine getestet wurde. In der vorliegenden
Untersuchung wurde deutlich mehr Protein eingesetzt als in den Untersuchungen von
WESTHOFF  (1996). Wenngleich die Fremdmarkierungen, in  Anbetracht der
Proteinauftragsmengen, meist sehr schwach sind, kann beim Einsatz dieses Serums zur
Lokalisierung nicht ausgeschlossen werden, dass auch andere Enzyme markiert werden,
insbesondere wenn das Antiserum nicht ausreichend verdiinnt eingesetzt wird. So kann auch

eine Markierung somatischer GAPDH nicht ganz ausgeschlossen werden, auch wenn diese im
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Blot verhéltnismifig nur sehr schwach markiert wurde. Es soll hier also darauf hingewiesen
werden, dass die Spezifitit dieses Serums gegen GAPDH-S deutlich geringer ist, als die der
im Rahmen dieser Arbeit immungereinigten Antikorper gegen die PK-S. Da es aber dennoch
hochste Affinitit zur GAPDH-S aufweist, wurde es eingesetzt, um einen Hinweis zur
Lokalisierung dieser in Eberspermien zu erhalten.

Zusitzlich wurden aber auch hier, wie schon bei der Lokalisierung der PK, Antikorper
gegen die somatische GAPDH eingesetzt. Die kauflich erworbenen monoklonalen Antikdrper
gegen Kaninchenmuskel-GAPDH reagierten im Immunoblot spezifisch auf GAPDH, wobei
sie neben der Bindung an Kaninchenmuskel-GAPDH eine Kreuzreaktivitit mit der GAPDH-S
aus Eberspermien aufwiesen. Losliche GAPDH liegt nach WESTHOFF und KAMP (1997) nur
in geringer Menge (< 10%) in Eberspermien vor und konnte so vermutlich aufgrund
unzureichender Proteinauftragemenge im Immunoblot nicht detektiert werden. Uber die
Verwendung der Antikorper gegen die somatische GAPDH sollte also die Lokalisierung der
GAPDH mit dem Antiserum gegen die GAPDH-S abgesichert werden. Reagieren bei der
Lokalisierung von GAPDH in Spermien beide Antikdrper positiv, kann man sicher sein, dass
GAPDH markiert wurde und es sich entsprechend dem prozentualen Anteil hierbei

iiberwiegend um die GAPDH-S handeln diirfte.

Fluoreszenzmarkierungen mit dem Antiserum gegen GAPDH-S (Anti-GAPDH-S) und
den Antikdrpern gegen die somatische GAPDH (Anti-Kaninchenmuskel-GAPDH) wurden an
unfixierten und an PFA-fixierten, jeweils mit Triton X-100 permeabilisierten Eberspermien
durchgefiihrt. Nach Abzug der Kontrollfluoreszenzen wurden bei diesen unterschiedlichen
Vorbehandlungen pro Antikorper nahezu gleiche Ergebnisse erhalten. Wie die Anti-PK-S
markierte Anti-GAPDH-S deutlich das Hauptstiick des Flagellums und den Akrosombereich,
sowie etwas schwiicher den Ubergangsbereich zwischen Kopf und Mittelstiick, wihrend das
Mittelstiick und der postakrosomale Kopfbereich praktisch keine Fluoreszenz aufwiesen
(Abbildung 28 und Abbildung 29, jeweils e,g). Im Gegensatz zur Anti-PK-S wurde zudem der
Cytoplasmatropfen deutlich markiert. Mit Anti-Kaninchenmuskel-GAPDH wurde ebenfalls
deutlich der Akrosombereich und der Cytoplasmatropfen markiert (Abbildung 28 und
Abbildung 29, jeweils a,c), so dass es sicher erscheint, dass hier GAPDH vorliegt. Das
Hauptstiick wurde an unfixierten Spermien etwas schwicher markiert, wodurch auch hier ein
Vorliegen von GAPDH zu vermuten ist. Die schwichere Markierung konnte darauf
zuriickzufithren sein, dass die fibrose Scheide, an welcher die Markierung im Hauptstiick
vermutet wird, eine komplexere Struktur als das Akrosom aufweist und das Epitop der

monoklonalen Antikorper aus diesem Grund schlechter zuginglich ist. Hierfiir spricht
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auBlerdem, dass die Markierung des Hauptstiicks nach Proteinquervernetzung mit PFA im
Vergleich zum Akrosom deutlich reduziert war. Insgesamt deuten die Markierungen mit dem
Antiserum gegen die GAPDH-S und den Antikérpern gegen die Kaninchenmuskel-GAPDH
darauf hin, dass die GAPDH {iberwiegend im Akrosombereich, im Hauptstiick und im
Cytoplasmatropfen zu finden ist. Dass es sich hier um die strukturgebundene Form, die
GAPDH-S handelt, ist nicht sicher, da hierfiir die Spezifitit des Antiserums nicht ausreicht.
Dies ist jedoch zu vermuten, da die GAPDH-S den Hauptanteil (> 90%) der GAPDH in
Eberspermien ausmacht (WESTHOFF und KAMP, 1997). Wiinschenswert wiren jedoch noch
Kontrollexperimente mit GAPDH-S abgesittigtem Antiserum, wodurch die Aussagekraft der
Experimente mit diesem Serum deutlich gesteigert werden konnte. Gereinigte GAPDH-S aus
Eberspermien lag jedoch nicht vor und dessen Gewinnung in ausreichender Menge ist sehr
aufwendig. Andererseits konnte man auch versuchen, wie im Fall der PK-S-Lokalisierung,

spezifische Antikorper gegen GAPDH-S aus dem Serum zu reinigen.

Bei der Immunogoldmarkierung mit Anti-GAPDH-S zeigten sich die Markierungen in
den gleichen Regionen der Eberspermien, wie bei der Fluoreszenzmarkierung (Abbildung
35). Deutlich markiert waren im Hauptstiick des Flagellums die fibrose Scheide, im Kopf der
Akrosombereich sowie der Cytoplasmatropfen. Im Mittelstiick sowie im postakrosomalen
Bereich war keine deutliche Markierung vorhanden. Der Einsatz von Anti-Kaninchenmuskel-
GAPDH lieferte keine verwertbaren Ergebnisse. Es kam lediglich zu clusterartigen
Markierungen im gesamten Spermium. Der Grund konnte darin liegen, dass diese
monoklonalen Antikorper an die GAPDH-S aufgrund von PFA-bedingten Verdnderungen der
Antigenoberfliche oder deren Zugénglichkeit nicht binden. Moglicherweise sind die
monoklonalen Antikdrper gegen die Kaninchenmuskel-GAPDH, wie auch das monoklonale
Anti-Acrosin, bei der gewihlten Versuchsdurchfiithrung nicht fiir die Immunogoldmarkierung
geeignet. Auch mit dem Anti-Acrosin war keine spezifische Immunogoldmarkierung moglich.
Dieses experimentelle Problem kdnnte moglicherweise durch Markierung der Spermien mit
dem priméren Antikorper vor Fixierung und Einbettung (Preembedding-Verfahren) geldst

werden.

Das Antiserum gegen die GAPDH-S aus Eberspermien wurde auch zur
Immunogoldmarkierung an Spermien von Bulle und Mensch eingesetzt. Auch hier zeigten
sich deutliche Markierungen an der fibrésen Scheide und im Akrosombereich, wihrend die
anderen Spermienregionen nahezu frei von Goldpartikeln waren (Abbildung 39 und

Abbildung 43). Ein Unterschied zum Eber zeigte sich bei den Cytoplasmatropfen, die bei
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Bulle und Mensch nicht markiert wurden. Ob diese artspezifischen Unterschiede beziiglich

der Markierung des Cytoplasmatropfens experimentell bedingt sind, ist noch unklar.

Zusammenfassend gibt es auch fiir die GAPDH deutliche Hinweise darauf, dass sie in
Eber-, Bullen- und Humanspermien, wie die PK-S, an der fibrésen Scheide und im
Akrosombereich lokalisiert ist. Die Lokalisation von GAPDH(-S) an der fibrosen Scheide
stimmt mit den Befunden anderer Arbeitsgruppen (BUNCH et al., 1998; WELCH et al., 2000,
2006; MIKI et al., 2004; KRISFALUSI et al., 2006) gut iiberein. Im Gegensatz zu den
Untersuchungen der vorliegenden Arbeit konnten BUNCH et al. (1998) und WELCH et al.
(2006) die GAPDH-S an Mause- und Rattenspermien nicht im Akrosom detektieren. Bei der
Lokalisierung mit dem Antiserum gegen die GAPDH-S von WESTHOFF (1996) kann eine
unspezifische Proteinbindung nicht ausgeschlossen werden. Da mit den monoklonalen
Antikorpern gegen die Kaninchenmuskel-GAPDH jedoch ebenfalls eine deutliche
Fluoreszenzmarkierung des Akrosombereichs beobachtet wurde, ist ein Vorliegen von
GAPDH im Akrosombereich von Eberspermien sehr wahrscheinlich. Dass die GAPDH-S von
BUNCH et al. sowie WELCH et al. nicht im Akrosombereich detektiert wurde, konnte z.B. an
den verwendeten Antikdrpern, an unterschiedlicher Vorbehandlung der Spermien oder an

artspezifischen Unterschieden zwischen Maus, Ratte, Eber, Bulle und Mensch liegen.

Mittlerweile wird die fibrose Scheide von vielen Arbeitsgruppen als Ankerstruktur fiir
glykolytische Enzyme angesehen (vgl. EDDY et al., 2003). KRISFALUSI et al. (2006) zeigten,
dass hier neben GAPDH-S und PK, aullerdem die A-Isoformen der Aldolase 1 und der LDH
ungewohnlich fest sowie die HK1-S, die PGK2, die Enolase und die LDH-C etwas weniger
fest gebunden sind. Triosephosphatisomerase und PGK sind mit der strukturgebundenen
GAPDH in Eberspermien, zumindest teilweise, assoziiert (WESTHOFF und KAMP, 1997). Die
6-Phosphofruktokinase hingegen scheint hochstens {iber sehr schwache ionische
Wechselwirkungen direkt oder indirekt mit der fibrosen Scheide assoziiert zu sein (KAMP et
al., 2007).

Im Mittelstiick von Eberspermien scheinen weder PK-S noch GAPDH-S vorzuliegen.
Dies ldsst vermuten, dass diese glykolytischen Enzymformen in den reifen Spermien nicht im
Mittelstiick gebunden sind. Auch die schwache Markierung durch Antikorper gegen die
somatische GAPDH deutet auf eine nur geringe Bedeutung der Glykolyse in diesem
Abschnitt. Allerdings konnte die 16sliche PK (Abbildung 26 und Abbildung 27, jeweils a,c)
und auch die HK1-S im Mitochondrienbereich deutlich nachgewiesen werden (TRAVIS et al.,

1998).
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Die Markierung von GAPDH und PK-S im Ubergangsbereich zwischen Kopf und
Mittelstiick konnte darauf hindeuten, dass auch in diesem Bereich die Glykolyse
funktionstiichtig ist. Ein moglicher Grund wére die Bereitstellung von ATP fiir SPCAs
(secretory pathway Ca>-ATPasen), die ebenfalls in diesem Bereich lokalisiert wurden und an
der Kontrolle der Ca**-Homdostase beteiligt sein konnten (vgl. JIMENEZ-GONZALEZ et al.,
2006). Entsprechende Markierungen wurden auch fiir die Creatinkinase in Spermien von
Hahn beschrieben (KALDIS et al., 1996). In diesen Spermien scheint dem Phosphocreatin eine
wichtige Rolle in der Energieversorgung zuzukommen.

Im Akrosombereich wurden sowohl die HK1-S (TRAVIS et al., 1998) als auch die PFK
(Kamp et al., 2007) bereits detektiert. Mit der PK-S und der GAPDH konnten zwei weitere
glykolytische Enzyme, iiber die Fluoreszenz- und die Immunogoldmethode, deutlich im
Akrosombereich lokalisiert werden. Diese Daten unterstiitzen die Vorstellung, dass die
Glykolysekette auch im Akrosombereich von Sadugerspermien vorhanden ist. Ob die im
Akrosombereich gefundenen glykolytischen Enzyme auch katalytisch aktiv sind, muss noch
gezeigt werden. Sie konnten auch inaktive Reste der Spermatogenese darstellen oder andere
als ihre glykolytischen Funktionen besitzen, wie es fiir die Hexokinase vorgeschlagen wurde
(TRAVIS et al., 1998). Mogliche Griinde fiir eine glykolytische Funktion in Akrosom und

fibroser Scheide werden in Teil 4.6 erortert.

4.5 Produktion von PK und GAPDH im Laufe der Spermatogenese

Bislang wurde gezeigt, dass in Eberspermien eine Pyruvatkinase (PK-S) vorliegt, die sich
von somatischer PK unterscheidet, dass die Antikorper gegen PK-S diese spezifisch binden
und nicht die 16sliche PK aus Eberspermien erkennen und dass die PK-S an der fibrosen
Scheide sowie im Akrosombereich lokalisiert ist, wiahrend die 16sliche PK im Mittelstiick
vorzuliegen scheint. Es stellt sich nun die Frage, wann die PK-S wihrend der Spermatogenese
produziert wird. Mit den immungereinigten Antikérpern gegen die PK-S sollte es moglich
sein, dies iiber Fluoreszenzmarkierung an Eberhodenschnitten zu {iberpriifen. Mit den
Antikorpern gegen die Kaninchen-PK-M1 wurde zudem gepriift, ob neben der PK-S auch
andere Pyruvatkinasen im Keimepithel auftreten. In gleicher Weise wurden das Antiserum
gegen die GAPDH-S (von WESTHOFF, 1996) sowie die Antikorper gegen die
Kaninchenmuskel-GAPDH eingesetzt, auch wenn eine sichere Differenzierung zwischen
l6slicher GAPDH und GAPDH-S iiber diese Antikérper nicht moglich erschien. Fiir die
GAPDH-S in Ratte konnte bereits gezeigt werden, dass sie erst in kondensierenden
Spermatiden produziert wird (WELCH et al., 2006). Fiir Eber ist dies noch nicht gezeigt. Auch

das Vorkommen somatischer GAPDH im Keimepithel ist noch nicht untersucht. Uber eine
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Lokalisierung von (Pro)Acrosin sollte v.a. die Lage der runden Spermatiden besser
eingegrenzt werden. Es ist bekannt, dass Proacrosin, die Vorstufe des Acrosins, in den frithen

Spermatiden erstmals hergestellt wird (GUPTA, 2005).

Die Lokalisierung der genannten Proteine erforderte eine ausreichende Haftung und
Erhaltung des Hodengewebes auf dem Deckglidschen wéhrend der Fluoreszenzmarkierung.
Aus diesem Grund wurde in Vorversuchen getestet, wie sich verschiedene Vorbehandlungen
des Hodengewebes auf dessen Erhaltung bei der Markierung auswirken.

Bei Verwendung von Schnitten aus unfixiertem Gewebe wurden, bis auf elongierte
Spermatiden und Spermien, nahezu alle Zellen wihrend der Fluoreszenzmarkierung vom
Deckgldschen gewaschen (Abbildung 44a,b). Der Grund konnte darin liegen, dass die
elongierten Spermatiden und die Spermien aufgrund ihrer geringen Grof3e tiberwiegend nicht
angeschnitten wurden und iiber ihre Zelloberfliche, wie bei den Spermienausstrichen gezeigt,
auch ohne Fixierung gut am Untergrund haften. Dagegen sind ihre Vorlauferzellen deutlich
grofer und werden so bei der gewéhlten Schnittdicke von 10 um angeschnitten. Der Zellinhalt
lasst sich ohne Fixierung anscheinend sehr einfach auswaschen. Auch eine 4miniitige
Fixierung der Schnitte mit Aceton fithrte zu keiner wesentlichen Verdnderung der
Gewebeerhaltung nach Fluoreszenzmarkierung (Abbildung 44c,d). Eine Vorbehandlung der
Schnitte mit Methanol und Aceton fiihrte zu einer zumindest teilweisen Erhaltung des
Keimepithelcytoplasmas, wohingegen die Kerne zum Grofiteil nicht erhalten blieben
(Abbildung 44e,f). PFA fiihrte iiber die Quervernetzung von Proteinen zu einer deutlich
besseren Gewebeerhaltung, wobei diese mit der Dauer der Behandlung zunahm (Abbildung
44¢-1). Schnitte aus PFA-fixiertem Hodengewebe (2 h, 3% PFA) waren nach der
Fluoreszenzmarkierung am besten erhalten. Beim Vergleich der wunterschiedlich
vorbehandelten und fluoreszenzmarkierten Schnitte waren auBerdem Tropfen in der
Peripherie der Hodenkandlchen auffillig, die bei der Behandlung mit den organischen
Losungsmitteln herausgeldst/ausgewaschen wurden. Es handelt sich vermutlich um
Lipidtropfen, die in den Sertolizellen auftreten. Beim Mensch wurde beobachtet, dass die
Zunahme dieser Lipidtropfen in Korrelation mit dem Alter steht (PANIAGUA et al., 1991).

Neben der Erhaltung des Gewebes ist auch die Erhaltung und Zugénglichkeit der Epitope
fiir die verwendeten Antikorper notwendig. Dies flihrt zu entgegengesetzten Anforderungen
an die Gewebevorbehandlung. Es muss eine Gewebefixierung gefunden werden, bei welcher
beide Anforderungen bestmoglich erfiillt werden. Bei der Fluoreszenzmarkierung an
Eberspermien war bereits gezeigt worden, dass die Markierung abhingig von der

Vorbehandlung unterschiedlich sein kann (vgl. z.B. Markierung mit Anti-Acrosin an
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unfixierten und PFA-fixierten, jeweils mit Triton X-100 permeabilisierten Spermien). Es ist
zudem nicht auszuschlieBen, dass sich eine Vorbehandlung in den unterschiedlichen Zelltypen
des Hodenschnittes unterschiedlich auf die Erhaltung und/oder Zuginglichkeit der
Antigene/Epitope fiir einen Antikdrper auswirkt. Aus diesem Grund erscheint es notwendig,
eine Lokalisation der Enzyme an unterschiedlich vorbehandeltem Gewebe durchzufiihren und

sich hieriber ein Gesamtbild zu verschaffen.

Die beste Gewebeerhaltung wurde bei der Fluoreszenzmarkierung an Hodenschnitten aus
PFA-fixiertem Gewebe erreicht. Jedoch konnten hier weder PK, noch GAPDH oder Acrosin
mit den unterschiedlichen Antikorpern eindeutig in den Keimzellen detektiert werden. Da das
Hodengewebe fiir 2 h in 3% PFA fixiert worden war, liegt der Grund hierfiir vermutlich in
einer zu starken Proteinvernetzung, die dazu gefiihrt hat, dass die Epitope fiir die Antikdrper
nicht mehr zuginglich und/oder verdndert waren. Interessant war jedoch, dass die
Residualkorper, die in den Schnitten aus dem PFA-fixierten Gewebe sehr gut erhalten waren,
eine starke Fluoreszenz nach Markierung mit Anti-PK-S und dem Antiserum gegen die
GAPDH-S zeigten (Abbildung 57 und Abbildung 58), wihrend eine Markierung mit den
Antikdrpern gegen somatische PK und GAPDH ausblieb (nicht abgebildet). Da gezeigt
worden war, dass die Antikdrper gegen die somatischen Enzyme im Immunoblot auch an die
PK-S und GAPDH-S binden (Abbildung 11b, Abbildung 23c¢ und Abbildung 24c), wird
vermutet, dass ihre Epitope, im Gegensatz zu denen von Anti-PK-S und dem Antiserum
gegen die GAPDH-S, bei dieser Vorbehandlung nicht erhalten und/oder zuginglich waren.
Die starken Markierungen der Residualkdrper mit Anti-PK-S und dem Antiserum gegen die
GAPDH-S deuten darauf hin, dass grole Mengen an PK-S und vermutlich GAPDH-S zum
Ende der Spermiogenese hin von den elongierten Spermatiden abgeschniirt werden und auch
spiater im Nebenhoden durch die Cytoplasmatropfen (Detektion von GAPDH in diesen,
Abbildung 28a,c und Abbildung 35e). Diese Befunde stehen im Einklang mit der
Beobachtung von WELCH et al. (2006), dass die Immunanfirbung von GAPDH-S in
Rattenhoden mit der Abnahme des Cytoplasmavolumens durch die Abschniirung der
Residualkdrper bei kondensierenden Spermatiden ebenfalls abnimmt. Es wére auch mdoglich,
dass nur die N-terminalen Verlingerungen von PK-S und GAPDH-S mit dem
Cytoplasmatropfen entfernt werden. Da Anti-PK-S primédr gegen diese N-terminale
Verldngerung gerichtet ist, konnte dies erkldren, warum Anti-PK-M1 den Residualkorper
nicht markieren. Ob die Eber-GAPDH-S wie die in Maus, Mensch und Ratte (WELCH et al.,
1992, 2000, 2006) N-terminal verldngert ist, wurde bisher noch nicht gepriift. Bei der
GAPDH kommt fiir die Interpretation erschwerend hinzu, dass eine Markierung von GAPDH
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aufgrund unspezifischer Proteinbindung des Antiserums gegen die GAPDH-S nur sicher ist,
wenn die Antikorper gegen die somatische GAPDH das Antigen ebenfalls markieren, was

hier nicht der Fall war.

Nachdem gezeigt worden war, dass das PFA-vorfixierte Gewebe nicht fiir die
Markierung von PK, GAPDH und Acrosin in den Keimzellen geeignet war, wurden Schnitte
aus unfixiertem Hodengewebe verwendet. Eine ausreichende Gewebeerhaltung konnte nur
durch Fixierung dieser Schnitte auf dem Deckglidschen erreicht werden. Die
Fluoreszenzmarkierungen mit den verschiedenen Antikdrpern wurden im Folgenden jeweils
an Hodenschnitten durchgefiihrt, die mit Methanol und Aceton, PFA und Aceton bzw. PFA
und Triton X-100 fixiert und permeabilisiert waren.

Zuerst wurde das Anti-Acrosin zur Fluoreszenzmarkierung eingesetzt, um {iiber die
Detektion des (Pro)Acrosins v.a. die Lage der runden, aber auch der elongierten Spermatiden
zu bestimmen. Wie auch bei Eberspermien gezeigt, war eine kurzfristige PFA-Fixierung der
Eberhodenschnitte zur klaren Fluoreszenzmarkierung mit Anti-Acrosin notwendig. Nach
einer Fixierung von Schnitten mit Methanol und Aceton konnte, wenn iiberhaupt, nur eine
schwache Markierung der Akrosomen beobachtet werden (Abbildung 61). Bei PFA-fixierten
Schnitten, die zusétzlich mit Aceton (Abbildung 59) oder mit Triton X-100 (Abbildung 60)
behandelt waren, wurden die Akrosomen der elongierten Spermatiden oder der Spermien
deutlich markiert. Zudem wurde an runden Spermatiden eine punktférmige Markierung nahe
dem Zellkern beobachtet. Es handelt sich hierbei vermutlich um das akrosomale Bléschen
bzw. um das sich entwickelnde Akrosom. Dies deutet darauf hin, dass das Proacrosin schon
sehr frith in das sich entwickelnde Akrosom integriert ist. Interessant ist weiterhin, dass
sowohl bei PFA-Triton- als auch bei Aceton- und Methonol-Aceton-fixierten Schnitten sowie
in unfixierten Schnitten jeweils eine punktformige Markierung im Ubergangsbereich
zwischen Kopf und Mittelstiick beobachtet wurde. Welche Funktion das Acrosin in diesem
Bereich besitzt, ist nicht bekannt. An den PFA-fixierten Schnitten konnte also das
(Pro)Acrosin erfolgreich lokalisiert und die Lage runder und elongierter Spermatiden klar
dargestellt werden.

Mit den Antikérpern gegen somatische PK  bzw. GAPDH konnten Markierungen im
gesamten Cytoplasmabereich des Keimepithels, an den Flagellen sowie an der Lamina propria
gefunden werden, wihrend die Strukturen in den Kontrollen ohne Primérantikorper, wenn
iiberhaupt, nur sehr schwach fluoreszierten (Abbildung 45 und Abbildung 47 bzw. Abbildung
51 bis Abbildung 53). Dies deutet darauf hin, dass sich in diesen Regionen PK und GAPDH

befindet. Nur bei der Fluoreszenzmarkierung eines mit PFA und Triton X-100 vorbehandelten
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Hodenschnittes, wurde kein Unterschied in der {iber Anti-PK-M1 erhaltenen Fluoreszenz im
Vergleich mit der zugehorigen Kontrolle ohne Primédrantikorper beobachtet (Abbildung 46).
Diese Vorbehandlung war anscheinend nicht zur Fluoreszenzmarkierung mit Anti-PK-M1
geeignet.

Sowohl fiir die Fluoreszenzmarkierung mit Anti-PK-M1 als auch fiir die mit Anti-
Kaninchenmuskel-GAPDH scheint die Vorbehandlung der Hodenschnitte mit Methanol und
Aceton am besten geeignet zu sein. Bei dieser Vorbehandlung ist der Bereich der Lamina
propria  mit  Anti-PK-M1 und mit  Anti-Kaninchenmuskel-GAPDH  deutlich
fluoreszenzmarkiert (Abbildung 47 bzw. Abbildung 53). Hier befinden sich u.a. kontraktile
Zellen, bei welchen PK-M1 zu erwarten war. Auch in den Leydigschen Zellen konnte PK-M 1
vorliegen, jedoch wird eine Bewertung der Fluoreszenz hier durch Autofluoreszenz, welche
fiir diese Zellen bekannt ist (MILLETTE et al., 1984; HEDGER und EDDY, 1986), erschwert.
Interessant ist bei den mit Methanol und Aceton vorbehandelten Schnitten aulerdem, dass
eine deutliche Fluoreszenz im Bereich der Spermatogonien und der elongierten Spermatiden
auftritt, wihrend der Bereich zwischen diesen Zellen nur verhéltnismidBig schwach
fluoresziert. Die Fluoreszenz im Bereich der elongierten Spermatiden war im Vergleich mit
der Spermatogonienfluoreszenz beim Einsatz der Anti-PK-M1 stérker als bei Verwendung der
Anti-Kaninchenmuskel-GAPDH. Der Grund hierfiir kdnnte darin liegen, dass es sich bei der
Anti-Kaninchenmuskel-GAPDH um monoklonale Antikdrper handelt, welche schon bei den
ejakulierten Eberspermien nur zu einer schwicheren Markierung des Flagellums gefiihrt
hatten (Abbildung 28 und Abbildung 29, jeweils a,c). Die polyklonalen Antikérper gegen PK-
M1 markierten im Immunoblot auch die 16sliche PK und die PK-S aus Eberspermien mit
hoher Affinitdt (Abbildung 23c), wéhrend die Anti-Kaninchenmuskel-GAPDH geringere
Affinitit zur GAPDH-S im Vergleich zu somatischer GAPDH besitzt (Abbildung 24c).

Verglichen mit der Markierung iiber die Antikorper gegen somatische PK waren die
Fluoreszenzmarkierungen mit den immungereinigten Antikorpern gegen die PK-S deutlich in
luminale Richtung verschoben und klar den Strukturen zuzuordnen. Die Flagellen der
elongierten Spermatiden bzw. der Spermien waren stark, sowie der Bereich um die Kerne der
elongierten Spermatiden herum etwas schwécher markiert (Abbildung 49 und Abbildung 50).
Bei der Fluoreszenzmarkierung eines mit PFA und Aceton vorbehandelten Schnittes mit Anti-
PK-S konnte es sich bei den korniger wirkenden Markierungen, neben Flagellen und
Kopfbereich elongierter Spermatiden, evtl. auch um Residualkorpermaterial handeln
(Abbildung 48), welches zuvor bereits bei den Schnitten aus PFA-fixiertem Gewebe mit Anti-
PK-S markiert wurde (Abbildung 57). Bei dieser Vorbehandlung fluoreszierte auch das

Cytoplasma im Bereich der iibrigen Keimzellen, jedoch verhéltnisméBig sehr viel schwécher.
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Uberraschend war, dass sich mit dem Antiserum gegen die GAPDH-S, welches eine
deutlich geringere Spezifitit wie die Anti-PK-S aufweist, ein sehr dhnliches Bild wie bei der
Fluoreszenzmarkierung mit Anti-PK-S zeigte. Auch hier beschrénkte sich die Markierung auf
den luminalen Bereich der Hodenkandlchen — und zwar auf die Flagellen sowie den Bereich
um die Spermatidenkerne (Abbildung 54 bis Abbildung 56). Aufgrund der grofen Affinitit
fiir GAPDH-S und einer ausreichenden Verdiinnung des Antiserums fdllt die unspezifische
Bindung somatischer GAPDH, welche mit den Antikdrpern gegen die Kaninchenmuskel-
GAPDH v.a. in den Spermatogonien gezeigt worden war, anscheinend nicht ins Gewicht. Es
war nahezu keine Markierung in der Peripherie der Hodenkanélchen zu beobachten. Um zu
iiberpriifen, ob die Markierung durch das Antiserum nur auf die GAPDH-S zuriickzufiihren
ist, wére auch hier eine Kontrolle mit GAPDH-S préiinkubiertem Antiserum notwendig.

Zusammenfassend konnte mit Hilfe der Fluoreszenzmarkierung von PK und GAPDH in
Eberhodenschnitten gezeigt werden, dass die N-terminal verlangerte PK-S sowie sehr
wahrscheinlich die GAPDH-S in der Spermatogenese von Eber erstmals, oder zumindest
vermehrt, in elongierenden Spermatiden auftreten. Neben diesen existieren vermutlich
somatische Enzymformen, die iiberwiegend im Cytoplasma der Spermatogonien, aber auch in

Spermatocyten und runden Spermatiden zu finden sind.

Es ist bekannt, dass wihrend der Spermatogenese, und hier besonders in der
Spermiogenese, vermehrt keimzell- bzw. spermienspezifische Enzyme hergestellt werden
(vgl. GupTA, 2005). Auch fiir Glykolyseenzyme wurden bereits spezifische Enzyme
beschrieben, die erst ab einem bestimmten Zeitpunkt in der Spermatogenese produziert
werden. Neben der bereits genannten Lokalisierung von GAPDH-S in Rattentestes ab dem
Stadium der kondensierenden Spermatiden (WELCH et al., 2006), welche mit der hier
gezeigten Lokalisierung mit dem Antiserum gegen GAPDH-S in Ebertestes in Einklang steht,
wurde auch beschrieben, dass die GAPDHS-Expression translational reguliert wird. Wéhrend
die GAPDHS-mRNA schon in runden Spermatiden detektiert wurde, war das Protein erst in
den spiteren, kondensierenden Spermatiden vorzufinden (WELCH et al., 2006). Auch die
HK1-S wurde in Maushoden erstmals in Spermatiden detektiert (MORI et al., 1998; TRAVIS et
al., 1998). Wihrend TRAVIS et al. die HK1-S bereits in geringer Menge in Proteinextrakten
gereinigter runder Spermatiden nachweisen konnten, detektierten MORI et al. die HKI-S
immunhistochemisch erst in den kondensierenden Spermatiden. Dieser Unterschied konnte
evtl. von einer Verunreinigung der runden Spermatiden-Fraktion (ca. 85%ige Reinheit wurde
angegeben; TRAVIS et al., 1998) mit kondensierenden Spermatiden herriihren. Auch das testis-

spezifische Gen der PGK2 wird erst ab dem Beginn der Meioseteilungen der Keimzellen
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exprimiert. So wurde Pgk-2-mRNA erstmals in préileptotdnen (MCCARREY et al., 1992) oder
leptoténen (GOTO et al., 1990) Spermatocyten detektiert. mRNA fiir die PGK1, welche X-
chromosomal codiert ist, wurde hingegen in Spermatogonien und frithen Spermatocyten, nicht

aber in Spermatiden gefunden (GOTO et al., 1990; MCCARREY et al., 1992).

Zu Isoformen oder Lokalisation der PK wihrend der Spermatogenese in Sdugern wurden
bisher auf der Proteinebene keine Untersuchungen durchgefiihrt. Untersucht wurde jedoch die
Produktion von PK-M1I- und PK-M2-mRNA wihrend der Spermatogenese in Méusehoden
(DE Luis und DEL MAZzO, 1998). Es wurde beschrieben, dass die Produktion von PK-MI-
mRNA ab dem Stadium der elongierenden Spermatiden deutlich ansteigt, wahrend die Menge
an PK-M2-mRNA im Verlauf der Spermatogenese abnimmt. Die Autoren schlieen aus dem
Anstieg der PK-MI-mRNA in den elongierenden Spermatiden, dass dieser die Produktion von
PK-M1 anzeigt. Sie konnten hierbei jedoch noch nicht das spezifische Protein PK-S in
Betracht ziehen. In Northern-Blots verwendeten sie zwei Primer. Der eine war komplementér
zu einer spezifischen Nukleotidsequenz der PK-M2-mRNA, der andere zu einer Sequenz, die
sowohl in der mRNA von PK-M] als auch der von PK-M2 zu finden ist. Da die PK-S
vermutlich, wie die PK-M1 und die PK-M2 vom PKM-Gen codiert wird, ist es sehr
wahrscheinlich, dass die Sequenz, die in mRNA von PK-M1 und PK-M?2 auftritt, auch in der
von PK-S vorhanden ist. Da gezeigt werden konnte, dass die PK-S in den elongierenden
Spermatiden erstmals hergestellt wird, ist zu vermuten, dass der von DE LUIS und DEL MAZO
beschriebene Anstieg der PK-MI-mRNA zumindest teilweise auf die Synthese von mRNA
fiir die PK-S zuriickzufiihren ist. Sollten die in den hier durchgefiihrten Untersuchungen
eingesetzten polyklonalen Antikoérper gegen PK-M1 eine Kreuzreaktivitit mit PK-M2
besitzen, so konnte mit diesen Antikorpern die PK-M2 neben der PK-M1 in den Keimzellen
markiert worden sein. Dies wire den Ergebnissen von DE LUIS und DEL MAZO zufolge, zu
vermuten. In den ausdifferenzierten Spermien scheint aber keine PK-M2 mehr zu existieren.

Dies wird zumindest durch die kinetische Charakterisierung belegt.

Die Ergebnisse der Fluoreszenzmarkierung von PK und GAPDH stehen auBlerdem in
Einklang mit Untersuchungen zum Kohlenhydratstoffwechsel der verschiedenen Keimzellen.
Es konnte gezeigt werden, dass sich der Energiestoffwechsel der Keimzellen wihrend der
Spermatogenese deutlich verdndert. Spermatogonien nutzen Glukose vermutlich als
Hauptenergiequelle (BAJPAI et al., 1998). Die peripher in den Hodenkanilchen liegenden
Spermatogonien sind gut mit Blutglukose versorgt (BOUSSOUAR und BENAHMED, 2004). Die

zentraler liegenden Spermatozyten und runden Spermatiden bendtigen Laktat und/oder
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Pyruvat, um ihren ATP-Spiegel aufrechtzuerhalten (JUTTE et al., 1981; MITA und HALL,
1982; BAJPALI et al., 1998). Es wurde ein rascher Abfall des ATP-Spiegels beobachtet, wenn
den isolierten Zellen nur Glukose bereitgestellt wurde (GROOTEGOED et al., 1984, 1986;
NAKAMURA et al., 1986). Laktat hingegen reicht Spermatiden zur Aufrechterhaltung des
ATP-Spiegels aus. Wihrend Atmungsinhibitoren den Laktat- bzw. Pyruvat-Verbrauch bei
Spermatozyten reduzierten, fiihrten sie bei runden Spermatiden sogar zur Degeneration
(GROOTEGOED et al., 1984). Da sich die Spermatozyten und die Spermatiden innerhalb der
Blut-Hoden-Schranke befinden und die Fliissigkeit der Hodenkanilchen reich an Laktat, aber
arm an Glukose und Pyruvat ist (SETCHELL, 1970; EVANS und SETCHELL, 1978), verwenden
beide Zelltypen vermutlich Laktat zur ATP-Produktion. Zudem ist anzunehmen, dass sie von
den Sertolizellen mit Laktat versorgt werden (vgl. BOUSSOUAR und BENAHMED, 2004).
BAJPAI et al. (1998) beschreiben, dass in Spermien wiederum vermehrt Glukose metabolisiert
wird. Dies konnte mit der besonderen Kompartimentierung der Glykolyse in Sdugerspermien
zusammenhéngen (Teil 4.6).

In der Spermatogenese kommt es also zu einem Wechsel der zur ATP-Gewinnung
genutzten Substrate und Stoffwechselwege. Wéhrend die Glykolyse fiir die Spermatogonien
vermutlich wichtig ist, verliert sie bei den Spermatozyten an Bedeutung und tritt bei den
runden Spermatiden ganz in den Hintergrund. In Spermien scheint sie wiederum zu
dominieren. In Ubereinstimmung hiermit war die Fluoreszenzmarkierung der glykolytischen
Enzyme PK und GAPDH mit Anti-PK-M1 und Anti-Kaninchenmuskel-GAPDH im
Cytoplasma der Spermatogonien sehr stark (vgl. Abbildung 47 und Abbildung 53, Methanol
und Aceton vorbehandelte Schnitte) und nahm dann zum Tubuluslumen hin ab. In den
elongierten Spermatiden und in den Spermien konnten dann die spezifischen Enzymformen
PK-S und GAPDH-S detektiert werden. Da die Markierung mit den Antikdrpern gegen die
somatischen Glykolyseenzyme von den Spermatogonien iiber die Spermatozyten bis hin zu
den runden Spermatiden immer geringer wird, wire es mdglich, dass die Enzymformen,
zumindest teilweise, abgebaut werden. In den elongierenden Spermatiden werden dann die
spezifischen Glykolyseenzyme PK-S und GAPDH-S hergestellt, die sich vermutlich von den
somatischen Enzymen unterscheiden, um an bestimmten Orten innerhalb der Spermien

lokalisiert zu werden.
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4.6 Bedeutung der Glykolyse in Sdugerspermien

Es ist inzwischen weitgehend anerkannt, dass der Glykolyse in Sdugerspermien eine
besondere Bedeutung zukommt. Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit unterstiitzen diese
Ansicht. Sie liefert u.a. einen weiteren Hinweis fiir die vermutete Lokalisierung
glykolytischer Enzyme an der fibrosen Scheide (vgl. EDDY et al., 2003). Neben der HK1-S
und der GAPDH-S wurde in dieser Arbeit gezeigt, dass die PK-S als drittes glykolytisches
Enzym einen ungewo6hnlichen N-Terminus besitzt und an der fibrosen Scheide lokalisiert ist.
Bei der von KRISFALUSI et al. (2006) beschriebenen, fest an der fibrosen Scheide von
Mausspermien gebundenen PK handelt es sich also vermutlich nicht, wie angenommen, um
PK-M1, sondern um die spezifische N-terminal verlingerte PK-S. Dass auch weitere
glykolytische Enzyme (A-Isoform der Aldolase 1, PGK2 und Enolase) und die LDH (LDH-A
und LDH-C) in mehr oder weniger fester Bindung/Assoziation an der fibrosen Scheide
lokalisiert sind (KRISFALUSI et al., 2006), deutet auf eine rdumliche Organisation der
Glykolyse und der LDH an der fibrosen Scheide hin. Diese Daten weisen auf
Multienzymkomplexe der Glykolyseenzyme hin, wobei die ungewdhnlich fest gebundenen
Enzyme (z.B. GAPDH-S und PK-S) diese Enzymkomplexe an der Struktur verankern und
weiteren glykolytischen Enzymen als Anheftungsstellen dienen. Triosephosphatisomerase
und 3-Phosphoglyzeratkinase scheinen beispielsweise iiber hydrophobe Wechselwirkungen an
die GAPDH-S in Eberspermien gebunden zu sein (WESTHOFF und KAMP, 1997). Andere
Enzyme, wie die 6-Phosphofruktokinase, die schon in hypotonischem Salzmedium ldslich
sind (Kamp et al.,, 2007), konnten z.B. iiber schwache ionische Bindung mit anderen
Glykolyseenzymen oder mit der fibrosen Scheide interagieren. Die glykolytischen Enzyme
konnten so iiber verschiedenartige und unterschiedlich starke Krifte assoziiert einen direkten
Transfer der Zwischenprodukte und glykolytischen Metabolite zum jeweils ndchsten Enzym
ermoglichen (,,Metabolic channeling®). Multienzymkomplexe glykolytischer Enzyme wurden
auch von anderen Zelltypen beschrieben bzw. postuliert (vgl. LYNCH und PAUL, 1983;
MASTERS et al., 1987; SRERE, 1987; KNULL und WALSH, 1992). Diese Interaktionen zwischen
den Enzymen und mit zelluldren Strukturen scheinen jedoch deutlich weniger stark
ausgebildet zu sein als in Sdugerspermien. Dieser experimentelle Vorteil konnte genutzt
werden, um auch allgemein bedeutsame Informationen {iiber die Auswirkungen von
Strukturbindungen auf die Funktion von Stoffwechselwegen zu erhalten. Die Tatsache, dass
Spermien diese auffallenden Struktur-Enzymbindungen zeigen, konnte man als eine
Anpassung an das extrem reduzierte Cytoplasma in diesen Zellen verstehen. Auf kleinstem
Raum miissen fiir einen effizienten Stoffwechselweg die einzelnen Enzyme optimal

angeordnet sein.
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Neben dem ,,Metabolic channeling wire auch eine Regulation der Glykolyse tiber
reversible Assoziation der Enzyme moglich. Bislang gibt es hierfiir aber keine Belege in
Sdugerspermien. Vielmehr scheint die Aktivitit des wichtigsten regulatorischen Enzyms der
Glykolyse, der 6-PFK, auch in Eberspermien durch mehrere zelluldre Effektoren reguliert zu
werden (KAMP et al., 2007). Wie bei der Spermien-PFK, wurde auch bei der PK-S eine
inhibitorische Wirkung von Citrat und ATP beobachtet, die Effekte sind jedoch deutlich
schwicher als bei der PFK. Die Hemmung von PFK und PK durch Citrat konnte fiir das
Spermium eine besondere Bedeutung besitzen. Es ist bekannt, dass die Citratkonzentration im
Seminalplasma von Eberejakulaten mit etwa 10 mM (KAMP und LAUTERWEIN, 1995) hoch
ist, wenige Stunden nach Besamung von Sauen im Eileiter jedoch drastisch abgenommen hat
(vgl. KAmP et al., 2007). So konnte eine Hemmung der Glykolyse durch Citrat beim Eintritt
der Spermien in den Eileiter aufgehoben werden und die ATP-Produktion in den Spermien an
verdnderte Situationen (z.B. Kapazitation, Hyperaktivitit) anpasst werden. Inwiefern
extrazelluldres Citrat jedoch tatsdchlich einen Effekt auf die Glykolyseenzyme im Spermium
ausiibt bzw. ausiiben kann, ist bisher nicht klar (vgl. KAMP et al., 2007).

Auffillig bei den kinetischen Untersuchungen der PK war, dass die PK-S wie die PK-M1
und entgegengesetzt zu anderen PK-Isoformen (z.B. PK-L) weder durch F1,6P, aktiviert,
noch durch L-Alanin inhibiert wurde. Beim Leberenzym, welches zudem auch stirker als die
PK-M1 und die PK-S durch ATP gehemmt wird, konnten diese kinetischen Eigenschaften
eine Hemmung des Abbaus von PEP sicherstellen, wenn dieses fiir die Gluconeogenese z.B.
aus Alanin produziert wird. In Muskeln oder Spermien, die keine Gluconeogenese
durchfiihren (vgl. MARIN et al., 2003), ist eine derartige Regulation der PK vermutlich nicht

notwendig.

Shuttle-Systeme zum Transport von mitochondrialem energiereichen Phosphat besitzen
in Sdugerspermien vermutlich nur eine untergeordnete Bedeutung (Abschnitt 1.2.4). Die
Kompartimentierung der Glykolyse mit anschlieBender Laktatproduktion an der fibrésen
Scheide konnte diese Transportsysteme im Flagellum ersetzen. Im Mittelstlick, welches die
Mitochondrien enthilt, wiirde die Produktion von ATP durch Respiration erfolgen und im
Hauptstiick durch Glykolyse, die dort an der fibrésen Scheide lokalisiert ist (vgl. WESTHOFF
und KAaMP, 1997; TRAVIS et al., 1998; EDDY et al., 2003; WELCH et al., 2006). Unterstiitzt
wird diese Hypothese von den Beobachtungen, dass Eberspermien auch dann Laktat
produzieren, wenn geniigend Sauerstoff zur Verfligung steht (KAmp et al., 2003). Die
Bedeutung der Glykolyse wird auch durch Untersuchungen von MUKAI und OKUNO (2004)

bestitigt. Sie zeigten, dass Mausspermien bei Hemmung der mitochondrialen ATP-
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Produktion in der Lage sind, ihre Motilitét iiber glykolytische ATP-Produktion unveridndert
aufrechtzuerhalten. Eine Hemmung der Glykolyse fiihrte hingegen zu einer deutlichen
Reduktion der Motilitdt (FRASER und QUINN, 1981; MUKAI und OKUNO, 2004). Dass die
Spermien von Méusen, in denen das Gen fiir die testis-/spermienspezifische GAPDH-S
ausgeschaltet war, nicht progressiv motil waren und nur wenig ATP enthielten, obwohl die
mitochondriale Atmung unveréndert mdglich erschien (MIKI et al., 2004), deutet ebenfalls
darauf hin, dass die Glykolyse fiir die Spermienmotilitit essentiell ist. Man sollte jedoch nicht
auBer Acht lassen, dass einige Autoren auch gegensitzliche Ergebnisse zur Bedeutung der
Glykolyse erhalten haben (Unterabschnitt 1.2.3.2). FORD (2006) bezweifelt, dass die lokale
Glykolyse im Hauptstiick in den meisten Sdugerarten der einzige Weg ist, um hier ATP
bereitzustellen. Nicht zuletzt die Kompartimentierung keimzell- bzw. spermienspezifischer
Glykolyseenzyme an der fibrosen Scheide deutet aber sehr stark auf eine besondere
Bedeutung der Glykolyse in dieser Spermienregion hin. Zudem sind die Glukosetransporter
unterschiedlich im Spermium verteilt (ANGULO et al., 1998). Beispielsweise ist GLUTI,
welcher fiir die Grundaufnahme von Glukose in allen Zellen zusténdig ist, in Ratten-, Bullen-
und Humanspermien deutlich im Hauptstiick und nur schwach im Mittelstiick zu finden. In
Humanspermien wurde auch GLUT3 (hochaffin fiir Glukose) und GLUTS (hochaffin fiir
Fruktose) im Hauptstiick des Flagellums lokalisiert. Dies deutet darauf hin, dass die
Glykolyse im Hauptstiick gezielt mit ihrem Substrat beliefert werden kann.

Neben der Glykolyse scheint die fibrose Scheide auch als Geriist fiir Komponenten von
Signaltransduktionswegen zu dienen. Die Hauptkomponente der fibrosen Scheide bilden
Ankerproteine fiir Proteinkinase-A (AKAP). Proteinkinasen werden in Verbindung mit der
Steuerung von Kapazitation und Motilitdt gebracht (TASH, 1989; TRAVIS et al., 2001). Ob die
Glykolyse auch iiber diese Proteinkinase-A reguliert wird, ist unklar. Andererseits diirfte aber
die Glykolyse ATP fiir die Proteinkinase bereitstellen. Auch zur Herstellung des sekundéren
Messengers cAMP wird ATP bendtigt. Durch die Kompartimentierung von Glykolyse und
Signalwegen im Flagellum kénnten also ATP-Produktion und Steuerung der Motilitdt lokal
gekoppelt sein (TRAVIS et al., 2001). Auch flir Ionentransporte iiber die Plasmamembran
konnte glykolytisches ATP im Hauptstiick des Flagellums bereitgestellt werden. Fiir die
Kontrolle der Spermienmotilitit ist die Plasmamembran-Ca”"-ATPase PMCAA4 interessant, da
sie vorherrschend im Hauptstiick von Mausespermien lokalisiert ist (OKUNADE et al., 2004;
SCHUH et al., 2004). Uber die intrazellulire Konzentration von Ca®" wird wahrscheinlich die
Motilitdit und Hyperaktivierung reguliert (CARLSON et al., 2003; SUAREZ und Ho, 2003;
ScHMIDT und KAMP, 2004).
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In dieser Arbeit wurden PK und GAPDH nicht nur an der fibrésen Scheide, sondern auch
im Akrosombereich detektiert. Diese Befunde erweitern das Spektrum glykolytischer Enzyme
im Akrosombereich. HK1-S (Maus; TRAVIS et al. 1998) und PFK (Eber; KaMP et al., 2007)
und sogar ein Glukosetransporter (GLUTS8; Maus, Mensch; SCHURMANN et al., 2002) wurden
im Akrosombereich von Spermien bereits detektiert. GLUT3 wurde an Membranen von
Eberspermienkdpfen lokalisiert (MEDRANO et al., 2006b). AuBlerdem liegen verschiedene
Hexosetransporter (GLUT1, GLUT2, GLUT3 und/oder GLUTS) im anterioren Kopfbereich
von Ratten-, Bullen- und Humanspermien vor (ANGULO et al., 1998). Diese Daten deuten
darauf hin, dass die Glykolyse auch im Akrosombereich aktiv ist. Die Glykolyse konnte hier
ATP fiir Ionentransporte oder Phosphorylierungsreaktionen, die auch fiir die
Akrosomreaktion notwendig sind, zur Verfiigung stellen. Sehr wichtig konnte auch die
Versorgung der Ca*"-ATPasen, welche die intrazellulire Konzentration an Ca®" gering halten,
sein. Wiirden diese Ca*"-ATPasen aufgrund von ATP-Mangel ausfallen, wiirde durch den
Anstieg der intrazelluliren Ca’’-Konzentration eine Akrosomreaktion vorzeitig ausgeldst
(vgl. FENG et al., 2006). Eine Ca**-Mg*"-ATPase soll im Akrosombereich von Bullen- und
Schafbockspermien lokalisiert sein und das Einstrdmen von Ca®” sowie die akrosomale
Exozytose kontrollieren (DRAGILEVA et al, 1999). Zudem wird ein Vorkommen von
Plasmamembran-Ca’ -ATPase (PMCA) und sarkoplasmatisch-endoplasmatischer
Ca’"-ATPase diskutiert (vgl. JIMENEZ-GONZALEZ et al., 2006). Auch andere ATPasen, die fiir
die Spermienfunktion wichtig zu sein scheinen, wurden im Akrosombereich gefunden. So
wurde beispielsweise eine testis-spezifische Isoform der Na'K'-ATPase (ATP1A4) in
Bullenspermien u.a. im Akrosombereich lokalisiert (THUNDATHIL et al., 2006). Diese soll,
vermutlich unabhéngig von der intrazelluliren Ca*"-Konzentration, in Kapazitationsereignisse
verwickelt sein. Eine testis-spezifische Isoform der Vacuolar-type H'-ATPase (V-ATPase,
E1-Untereinheit Isoform) konnte in der Region entstehender Akrosomen von Spermatiden
sowie im Akrosombereich reifer Mausspermien lokalisiert werden (SUN-WADA et al., 2002).
Diese Isoform konnte fiir die Ansiuerung des Akrosoms verantwortlich sein. Es wurde
beschrieben, dass eine derartige Ansduerung fiir die Befruchtung notwendig ist und
vermutlich dazu dient, nach der Akrosomreaktion eine Umgebung mit angemessenem pH fiir
die entlassenen hydrolytischen Enzyme zu schaffen (vgl. NELSON und HARVEY, 1999).

Ein Zusammenhang zwischen Glykolyse und Ionentransport wird auch fiir somatische
Sdugerzellen diskutiert. XU und BECKER (1998) beobachteten, dass PK, Aldolase und
GAPDH auf den Membranen sarkoplasmatischer Vesikel nahe der Ca**-ATPase lokalisiert
sind und vermuten daher, dass die glykolytische ATP-Produktion so an den Transport von

Calcium gekoppelt ist. DHAR-CHOWDHURY et al. (2005) untersuchten den ATP-empfindlichen
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Karp-Kanal-Komplex und fanden Hinweise darauf, dass GAPDH, TIM und PK Teile dieses
Komplexes sind. Thre Ergebnisse weisen zudem darauf hin, dass die Aktivitit dieser
glykolytischen Enzyme, vermutlich iiber die lokale ATP-Produktion, zum Schlieen des
Kanals fiihrt.

Weitere ATP-abhéngige Reaktionen in Sdugerspermien sind beschrieben worden, die
zwar hinsichtlich des quantitativen Umsatzes von ATP von geringerer Bedeutung, aber
dennoch fiir die Funktion der Spermien wichtig sind.

26S-Proteasomen wurden in Spermien von Ratte, Mensch und Maus identifiziert (RIVKIN
et al.,, 1997; TIPLER et al., 1997; MOCHIDA et al., 2000). Bei dem 26S-Proteasom handelt es
sich um eine grofle ATP-abhédngige Protease, die aus einem 20S-Kernkomlex und einem 19S-
Regulatorkomplex (aus verschiedenen ATPasen und regulatorischen Proteinen) besteht. Sie
baut in Abhidngigkeit von ATP Ubiquitin-konjugierte Proteine ab. Besonders im
Akrosombereich wurden Anzeichen fiir einen derartigen ATP-abhingigen Proteinabbau
gefunden. In reifen Humanspermien waren Proteasomen neben der Ubergangsregion und der
postakrosomalen Region auf den Akrosombereich beschriankt (WOJCIK et al., 2000; BIALY et
al., 2001). An Eberspermien wurden Untereinheiten des 20S-Kernkomlexes sowie Ubiquitin
ebenfalls im Akrosombereich detektiert (SUTOVSKY et al., 2004). So wird vermutet, dass die
Proteasomen in Zusammenhang mit der Akrosomreaktion von Sdugerspermien, der
Durchdringung der Zona pellucida und somit mit der Befruchtung stehen. SUTOVSKY et al.
(2004) schlagen vor, dass bei der Akrosomreaktion von Eber- und evtl. Bullenspermien
Proteasomen ausgeschiittet werden, welche dann ubiquitinierte ZP-Proteine abbauen und
somit die Passage der ZP erleichtern. MORALES et al. (2003) vermuten die Beteiligung
akrosomaler Proteasomen in der akrosomalen Exozytose und/oder der Auflockerung der
akrosomalen Matrix. Diese Funktionen kdnnten iiber die ATP-Produktion der Glykolyse im

Akrosom ermdoglicht werden.

Chaperone unterstiitzen die korrekte Faltung von Proteinen durch sequentielles Anbinden
und Abldsen. So konnen falsche Faltungen oder Aggregationen verhindert oder aufgehoben
werden. Viele Chaperone sind ATPasen. Die freie Energie aus der ATP-Hydrolyse wird zur
aktiven Ablosung des Chaperones vom Protein benétigt (VOET und VOET, 1995; GUPTA,
2005). Bekannte Chaperone sind die Hitzeschockproteine (HSPs). Auch in méinnlichen
Keimzellen wurden HSPs identifiziert (s. GUPTA, 2005). Da wéhrend der Spermiogenese
zahlreiche spezifische Proteine produziert werden, ist die Anwesenheit von

faltungsunterstiitzenden Chaperonen in Spermatiden nicht verwunderlich.
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Hitzeschockproteine sind aber auch in bestimmten Bereichen der ausdifferenzierten Spermien
vorhanden, und es werden ihnen weitere Funktionen zugeordnet. In Bullen- und Eberspermien
wurde eine dynamische Umverteilung von HSP70 wéhrend Kapazitation und
Akrosomreaktion beschrieben (KAMARUDDIN et al., 2004; SPINACI et al., 2005). Die Autoren
vermuten, dass HSP70 eine wichtige Rolle bei der Spermium-Ei-Interaktion spielt. Fiir
Bullenspermien wurde iiberdies gezeigt, dass Spermien im Nebenhoden HSP70 im Akrosom,
postakrosomalen Bereich und Mittelstiick sowie im Cytoplasmatropfen aufweisen, wihrend
sich HSP70 bei frisch ejakulierten Spermien nur im Akrosom befand (KAMARUDDIN et al.,
2004). Auch im equatorialen Segment von Humanspermien wurde HSP70 lokalisiert (MILLER
et al., 1992). HSP90 wurde bei akrosomintakten Humanspermien im Ubergangsbereich und
im Flagellum lokalisiert, in akrosomreagierten hingegen im (sub)equatorialen Kopfbereich
(MILLER et al., 1992). Zudem beschreiben ECROYD et al. (2003), das HSP90 wihrend der
Kapazitation in Mausspermien, und vermutlich auch in Human- und Rattenspermien,
tyrosinphosphoryliert wird. Chaperone scheinen also in Sdugerspermien eine noch nicht
genau definierte Rolle bei der Kapazitation, Akrosomreaktion und/oder Spermium-Ei-
Interaktion zu spielen und bendtigen hierzu vermutlich ATP. Dieses konnte im
Akrosombereich und im Hauptstiick des Flagellums, unabhéngig von den Mitochondrien,

iiber die kompartimentierte Glykolyse bereitgestellt werden.

Da besonders im Akrosombereich noch nicht gekrt ist, ob hier ATP iiber die Glykolyse
produziert wird, sollen hier auch andere Mdglichkeiten fiir das Vorliegen von PK-S und
GAPDH angesprochen werden. Es besteht die Moglichkeit, dass diese Enzyme andere
Funktionen als die ATP-Produktion erfiillen, wie dies auch fiir die HK vorgeschlagen wurde
(TRAVIS et al., 1998). Es wiire aber auch moglich, dass es sich hier um inaktive Uberreste aus
der Spermatogenese handelt. Wie gezeigt wurde, werden spezifische Glykolyseenzyme,
hierunter die PK-S und die GAPDH-S, ab dem Stadium der reifenden Spermatiden in grofBer
Menge produziert (MORI et al., 1998; WELCH et al., 2006 und diese Arbeit). So konnte die
Glykolyse auch in der spiteren Spermiogenesephase bereits bedeutende Funktionen besitzen.
Nur eine der vielen moglichen Funktionen soll hier vorgestellt werden. Intrazelluldre
Bewegungen sind nicht nur fiir den Flagellenschlag eines Spermiums notwendig, sie scheinen
schon wiahrend der Spermiogenese fiir die Entwicklung spermienspezifischer Strukturen
wichtig zu sein. Motorproteine nutzen ATP, um Vesikel oder Makromolekiile {iiber
Mikrotubuli oder Mikrofilamente an ihren Bestimmungsort zu transportieren. So werden
beispielsweise an der Manschette iiber Motorproteine (Kinesin, Dynein und/oder Myosin)

Vesikel oder Makromolekiile (z.B. Odfl, Odf2, Sak57, Spag4 und 26S Proteasom;
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KIERSZENBAUM, 2001) zum entstehenden Flagellum, zum Centrosom-Bereich oder ins
Cytoplasma transportiert (KIERSZENBAUM und TRES, 2004). Auch proakrosomale Vesikel
werden vermutlich iiber Motorproteine zum Ort ihrer Verschmelzung und resultierender
Akrosomentwicklung geleitet. Das Akroplaxom, welches das Akrosom an der Kernhiille
verankert, besteht u.a. aus F-Aktin und Myosin Va (KIERSZENBAUM und TRES, 2004),
wodurch Transportvorgidnge theoretisch auch hier moglich erscheinen. Auch wenn z.B. fiir
die Manschette bekannt ist, dass sie nach der Zellkernverldngerung und -kondensation wieder
zerfallt (CLERMONT et al., 1993), ist es auch nicht auszuschlieBen, dass Cytoskelettelemente
der Spermatiden ganz oder teilweise erhalten bleiben (z.B. das Akroplaxom), oder auch neue
Cytoskelettstrukturen entstehen, die in Verbindung mit Motorproteinen auch noch im
Spermium zum Transport von Molekiilen, sei es im Zusammenhang mit Kapazitation oder

Akrosomreaktion, genutzt werden. Dies wiirde ATP erfordern.

Zusammenfassend kann man sicherlich sagen, dass die vorliegende Arbeit weitere
Hinweise fiir die Organisation der Glykolyse in Sdugerspermien lieferte. Mit dem Vorliegen
der N-terminal verldngerten PK-S in Eberspermien wurde ein weiteres Glykolyseenzym
identifiziert, welches erst wihrend der Spermiogenese produziert wird. Die malBgebliche
Bedeutung der kompartimentierten Glykolyse in Sdugerspermien scheint darin zu liegen,
lokal und unabhéngig von den im Mittelstiick des Flagellums fixierten Mitochondrien ATP
fiir die Spermienmotilitit und die Kontrolle der Akrosomreaktion zu liefern. Sollte die
Glykolyse tatsdchlich ATP im Hauptstiick des Flagellums fiir die Motilitit, und hier
besonders fiir die Hyperaktivitit, und im Akrosombereich fiir eine Sicherung der
Akrosomreaktion liefern, so wire sie als essentiell fiir die Befruchtungsfdhigkeit von

Saugerspermien anzusehen.
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5 Zusammenfassung

Nach Homogenisation ejakulierter Eberspermien und Zentrifugation des Homogenates
blieben mehr als 60% der Aktivitdt des glykolytischen Enzyms Pyruvatkinase (PK) an
Zellfragmenten im Sediment gebunden. Diese strukturgebundene PK wurde als PK-S
bezeichnet. Das Detergenz Triton X-100 fiihrte nicht zur Ablosung der PK-S; mit Trypsin
konnten jedoch rund 80% der PK-S ohne Verlust an Aktivitdt von den Strukturen gelost und
durch kombinierte Kationenaustausch- und Hydrophobizitidtschromatographie gereinigt
werden (spezifische Aktivitat: 116,7 U/mg Protein). Die 16sliche PK aus Eberspermien konnte
ebenfalls durch ein dhnliches Verfahren angereichert werden.

Im Gel (SDS-PAGE) zeigten die Untereinheiten der PK-S mit 64,4 x10° eine geringfligig
groBBere relative Molekiilmasse als die der PK-M1 aus Kaninchenmuskel (62 x10%). Die
kinetischen Eigenschaften der abgelosten PK-S als auch der noch an Spermienstrukturen
gebundenen PK-S und der I6slichen PK aus Eberspermien waren sehr &hnlich und
entsprachen der M1-Isoform der PK. Antikdrper gegen Kaninchenmuskel-PK (Anti-PK-M1)
reagierten auch mit der 16slichen PK und der PK-S aus Eberspermien.

Edman-Abbau der ersten 19 Aminosduren zeigte, dass die tryptisch abgeloste PK-S am
N-Terminus um 5 Aminosduren gegeniiber nativer PK-M1 verldngert ist, wihrend der C-
Terminus der erhaltenen PK-S-Sequenz mit einem meist nahe dem N-Terminus gelegenen
Sequenzabschnitt der PK-M1 und -M2 {ibereinstimmt. Auf der Ebene der Nukleinsduren sind
oft Sequenzen vor dem vermuteten Startcodon fiir PK-M1 und PK-M2 codiert, welche der N-
terminalen Verldngerung der PK-S dhnlich oder gleich sind. Aber nur die Nukleotidsequenz
fiir die PK-M2 in humanen Chondrosarcoma Lungenmetastasen besitzt ein weiteres AUG-
Startcodon, so dass eine N-terminale Verldngerung des nativen Proteins, wie ich sie bei der
PK-S nachgewiesen habe, vermutet wird. Die N-terminale Verlingerung der nativen PK-S
enthélt sicherlich mehr als die nach tryptischer Lyse nachgewiesenen 5 Aminosduren.
Vergleiche der Aminosdure- und iibersetzten Nukleotidsequenzen sowie die kinetischen
Eigenschaften lassen vermuten, dass die PK-S, wie die PK-M1 und PK-M2, vom PKM-Gen
codiert wird.

Gegen die gereinigte PK-S wurden Antikoérper in Kaninchen produziert. Da das
Antiserum  nicht ausreichend spezifisch fir PK-S war, wurden aus ihm
affinitidtschromatographisch Antikorper (Anti-PK-S) isoliert, die hohe Affinitit zu einem
synthetisierten PK-S-Peptid (13 N-terminale Aminosduren der tryptisch abgelosten PK-S)
hatten. Dieses Anti-PK-S-Pridparat war spezifisch fiir PK-S; es reagierte weder mit

Kaninchenmuskel-PK noch mit 16slicher PK oder anderen Proteinen aus Eberspermien. Anti-
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PK-S und Anti-PK-M1 wurden zur Lokalisierung von PK-S und l6slicher PK in Spermien
von Eber, Bulle und Mensch sowie in Schnitten von Eberhoden eingesetzt.

Mit Anti-PK-S wurden der Bereich des Akrosoms und das lange flagellare Hauptstiick
sowie der Ubergangsbereich zwischen Kopf und Mittelstick von Eberspermien
fluoreszenzmarkiert, wogegen das kurze, die Mitochondrien enthaltende Mittelstiick des
Flagellums und der postakrosomale Kopfbereich nur mit Anti-PK-M1 markiert wurden.
Immunogoldmarkierung in elektronenmikroskopischen Bildern bestétigte die Lokalisierung
von PK-S im Akrosombereich. Im Hauptstiick banden Anti-PK-M1 und Anti-PK-S an die
fibrose Scheide. GAPDH konnte von mir ebenfalls im Akrosombereich, im Ubergangsbereich
zwischen Kopf und Mittelstiick und an der fibrosen Scheide detektiert werden. Auch an
Bullen- und Humanspermien konnte iiber Immunogoldmarkierung PK und vermutlich
GAPDH an der fibrosen Scheide gezeigt werden. Im Akrosombereich dieser Spermien waren
die Nachweise von PK und GAPDH jedoch nicht sicher.

In Eberhodenschnitten war die PK-S erstmals, oder zumindest vermehrt, in den
elongierenden Spermatiden iiber Fluoreszenzmarkierung nachweisbar, wihrend andere,
vermutlich somatische PK vermehrt in den fritheren Stadien (Spermatogonien, aber auch in
den Spermatozyten und runden Spermatiden) auftrat. Fiir die GAPDH zeigte sich ein
ahnlicher Entwicklungsverlauf.

Die Ergebnisse zeigen, dass in Eberspermien zwei Isoformen der PK auftreten: eine N-
terminal verlidngerte, strukturgebundene Form, die PK-S, und eine 16sliche Form, die beide
der PK-M1 dhneln. Der ungewohnliche N-Terminus der PK-S dient vermutlich der
spezifischen rdumlichen Anordnung der PK-S im Akrosombereich und an der fibrosen
Scheide, nicht aber der Modulation kinetischer Eigenschaften.

Meine Untersuchungen stiitzen die Hypothese, dass in bestimmten Kompartimenten von
Saugerspermien die Glykolyse durch Verankerung einiger ihrer Enzyme strukturell
hochgeordnet ist. Dadurch wird vermutlich die Versorgung der Mitochondrien-freien
Regionen mit ATP sichergestellt. Man kann diese Organisation als Anpassung des
Stoffwechsels von Spermien deuten, bei denen die Mitochondrien in einem kleinen Bereich
(Mittelstiick) hinter dem Spermienkopf kompartimentiert sind. Im Hauptstiick des Flagellums
konnte die Glykolyse ATP fiir die Spermienmotilitdt liefern, im Akrosombereich fiir die
Verhinderung einer vorzeitigen Akrosomreaktion. Somit kdme der strukturierten Glykolyse

eine essentielle Bedeutung fiir die Befruchtungsfahigkeit von Sdugerspermien zu.
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