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1 Zusammenfassung

Die Infertilitdit von Paaren ist ein weltweites Problem (Sharlip et al., 2002), das laut
WHO in 20% der Falle auf Fertilitatsstérungen beim Mann zurtickzufihren ist (WHO,
1987). Obwohl einige Ursachen mannlicher Infertilitat und einige fur die
Spermatozoenmotilitat wichtige Signalwege Dbereits bekannt sind, ist die
vierdimensionale Spermatozoenschwimmbewegung und deren Bedeutung fur die
Fertilisation der Oozyte noch nicht vollstandig aufgeklart.

Daher wurden in dieser Arbeit vierdimensionale (4D) Analysen des Spermatozoen-
schwimmverhaltens mittels Digital Holografischer Mikroskopie (DHM) durchgefihrt.
Es konnten wellenformige Auslenkungen des Flagellums von unkapazitierten
murinen Spermatozoen in der Z-Ebene identifiziert werden, die eine &hnliche
Amplitude wie die Flagellenauslenkungen in der XY-Ebene haben. Die Morphologie
des murinen Spermatozoenkopfs erlaubt eine Einteilung der Orientierung als ,auf der
rechten Seite liegend” (RCh, Right-cheek downmost) oder ,auf der linken Seite
liegend” (LCh, Left-cheek downmost). Murine unkapazitierte Spermatozoen zeigen
beim Ubergang von RCh auf LCh eine Rollbewegung gegen den Uhrzeigersinn
(CCW) und beim Ubergang von LCh auf RCh eine Rollbewegung im Uhrzeigersinn
(CW). Diese alternierende Chiralitdt deutet auf ein chirales Gedachtnis hin.
Zusatzlich  zeigen alle untersuchten unkapazitierten Spermatozoen eine
Schwimmtrajektorie mit einer CW Chiralitat. Eine Anderung des vierdimensionalen
Bewegungsmusters kapazitierter muriner Spermatozoen nach Kontakt zum murinen
Zona pellucida Protein 2 (ZP2) konnte mittels DHM detektiert werden.
Procrustesanalysen ergaben, dass die Kapazitation muriner Spermatozoen die
Chiralitat der Schwimmtrajektorie nicht verandert. Erstmals konnte eine
Chiralitatsanderung nach Kontakt mit muZP2 Glykoprotein bei 50% der analysierten
kapazitierten murinen Spermatozoen festgestellt werden. Die Chiralitatsanderung der
Schwimmtrajektorie kdnnte eine Voraussetzung fir die Durchdringung der Zona
pellucida sein. Im Anschluss wurde der Einfluss der raumlichen Nahe zur Oozyte
bzw. zur Oozyte mit Kumuluszellschicht auf die vierdimensionale
Schwimmbewegung muriner Spermatozoen untersucht. Unter den in dieser Arbeit
verwendeten Bedingungen konnten keine physiologisch relevanten Verdnderungen
detektiert werden. Somit konnte in dieser Arbeit mit dem ZP2 Glykoprotein erstmals
ein Faktor identifiziert werden, der eine Chiralitatsdnderung der Schwimmtrajektorie

kapazitierter muriner Spermatozoen hervorruft.



2 Summary

Infertility of couples is a worldwide problem (Sharlip et al., 2002), which depends to
WHO in 20% of these cases on the fertility dysfunction of men (WHO, 1987).
Although some causes of male infertility and some important signaling pathways of
sperm motility are already known, the fourdimensional sperm movement and its
meaning for the fertilization process of the oocyte is not yet fully clarified.

Therefore, fourdimensional (4D) analyses of sperm swimming behavior were done in
this work via Digital Holographic Microscopy (DHM). It could be identified wavelike
flagellar excursions of uncapacitated murine sperm in the Z-plane nearly comparable
to the amplitude of the flagellar waveform projected onto the XY-plane. The
headmorphology of murine sperm allows a discrimination of the head orientation as
either “right-cheek downmost” (RCh) or “left-cheek downmost” (LCh). Uncapacitated
murine sperm show a counter-clockwise (CCW) rolling movement at the RCh to LCh
transition and a clockwise (CW) rolling movement at the transition from LCh to RCh.
This alternating chirality indicates a chiral memory. In addition, all analyzed
uncapacitated murine sperm show a swimming trajectory with a CW chirality. A
change of the fourdimensional movement pattern of capacitated murine sperm after
contact to the murine zona pellucida protein 2 (ZP2) could be detected. Procrustes
analyses showed that capacitation of murine spermatozoa don’t change the chirality
of the swimming trajectory. For the first time a chirality change of the swimming
trajectory of 50% of the analyzed capacitated murine sperm could determined after
contact to the muZP2 glycoprotein. Subsequently, the influence of the proximity to
the oocyte or the oocyte with cumulus mass to the fourdimensional swimming motion
of murine sperm was analyzed. Depending on the given conditions in this work, no
physiologically relevant differences could be detected. In this work, the ZP2
glykoprotein was identified as the first factor, which causes a chiralitychange of

swimming trajectory of capacitated murine sperm.



3 Einleitung
3.1 Infertilitat

In der Klinik wird Infertilitdt als eine Erkrankung des Reproduktionssystems
beschrieben, die durch das Ausbleiben einer Schwangerschaft nach 12 Monaten
regelméaligem, ungeschitztem Geschlechtsverkehr charakterisiert ist (Zegers-
Hochschild et al., 2009). Infertilitat ist ein weltweites Problem, das ca. 15% aller
Paare betrifft (Sharlip et al., 2002). Auch in Deutschland wird die Infertilitatsrate bei
Paaren im reproduktionsfahigen Alter auf 15% geschatzt (Bruckert, 1991). Eine
Studie des Allenbachs Instituts aus dem Jahre 2006 konnte ebenfalls nachweisen,
dass ca. 17% der Befragten im Alter zwischen 25 und 59 Jahren in Deutschland
ungewollt kinderlos sind (Sdtterin - und HoRmann, 2007). Laut der
Weltgesundheitsorganisation (WHO) kdnnen Fertilitdtsstdrungen sowohl bei der Frau
(39%), als auch beim Mann (20%) oder bei beiden Geschlechtern (26%) Ursache fur
die Infertilitat der Paare sein (WHO, 1987) (Abbildung 1). Neuere Studien ergaben
eine ahnliche Verteilung (Sharlip et al., 2002).

keine
Stérung
erkennbar
(15%)

Stérung
beim Mann
VA

Stoérung bei

der Frau (39%)

Abbildung 1: Ursachenverteilung bei ungewollter Kinderlosigkeit (WHO, 1987)

Dargestellt ist die Ursachenverteilung bei ungewollter Kinderlosigkeit zwischen den Geschlechtern.
Die Ursache fur die Infertilitat der Paare basiert zu 26% auf einer Stérung bei beiden Geschlechtern,
zu 39% auf einer Stérung bei der Frau und zu 20% auf einer Stérung beim Mann. Bei 15% der
untersuchten Paare konnte keine Stérung ermittelt werden. Die Abbildung wurde modifiziert nach
(WHO, 1987).
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Die mannliche Infertilitat kann durch testikulare Erkrankungen (z.B. Varikozelen),
Lageanomalien und Fehlbildungen der Genitalorgane, durch chromosomale und
genetische Defekte (z.B. Kallman’s Syndrom, Usher-Syndrom), sowie durch Toxine
und Medikamente (z.B. Rontgenbestrahlung, Immunsuppressiva, Chemo-
therapeutika) hervorgerufen werden (Meistrich, 2013; Nudell et al., 2002). AuRerdem
konnen bakterielle und virale Infektionen, wie z.B. Mumps, sowie Stdorungen des
endokrinen Systems (z.B. Ostrogeniiberschuss, Testosterondefizit) oder der
Spermatogenese (Germinalzellaplasie) Ursachen fir mannliche Infertilitat sein (Krisp
und Krause, 2002; Nieschlag et al., 2010; WHO, 2000). Die steigende Préavalenz
mannlicher Infertilitat ist ein globales Problem und geht in den westlichen
Industrielandern mit einem erhéhtem Bedarf an assistierten
Reproduktionstherapieverfahren (ART) einher (Centola et al., 2016; Jensen et al.,
2008; Jorgensen et al., 2012; Kupka et al., 2014; Romero-Otero et al., 2015; Swan et
al., 2000). Die in der Klinik am Haufigsten angewendeten Verfahren fir die
Behandlung von mannlicher Infertilitat sind die Insemination, die konventionelle in
vitro Fertilisation (IVF) und die intrazytoplasmatische Spermien-Injektion (ICSI)
(Krause et al., 2011). Obwohl die IVF seit vielen Jahren angewendet wird, liegt die
Erfolgsrate je nach Studie nur bei 24-29% beim ersten Versuch (European et al.,
2006; McLernon et al.,, 2016; Pouly, 2014). Zur Diagnostik der ART wird eine
Computer-Assistierte-Spermien-Analyse (CASA) verwendet. CASA st eine
standardisierte klinische Untersuchung von Ejakulatproben zur Bestimmung der
Zellkonzentration, Motilitat und Bewegungsmuster von Spermatozoen (Mortimer,
2000). Sie wurde erstmals von Dott und Foster beschrieben (Dott und Foster, 1979)
und kann seit 1985 kommerziell erworben werden. Bei dieser Methode handelt es
sich um eine zweidimensionale (2D) Analyse, welche zunachst nur in humanen,
spater auch in veterinarmedizinischen andrologischen Instituten eingesetzt wurde
(Mortimer und Mortimer, 1988; Verstegen et al., 2002). Erste Hinweise auf die
Nutzung von CASA als Methode zur Beurteilung mannlicher Infertilitdt konnten
bereits in frihen Studien gewonnen werden (Holt et al., 1985). In der Literatur wird
die CASA-Methode fir den klinischen Einsatz jedoch weiterhin kontrovers diskutiert,
sodass Alternativen zur Erweiterung der CASA Gegenstand aktueller Forschung
sind. Eine vielversprechende Erweiterung ist die dreidimensionale (3D) Analyse der
Spermatozoenbewegung mittels holografischer Aufnahmen (Di Caprio et al., 2010;
Gallagher et al., 2018; Mico et al., 2008).



3.2 Morphologischer Aufbau von Spermatozoen

Nach abgeschlossener Reifung der Spermatozoen im Nebenhoden besitzt das
Spermatozoon eine Lange von ca. 60 um und kann morphologisch in drei Abschnitte
eingeteilt werden: Kopf (5 pum), Hals (2 um) und Schwanz (Flagellum) (50-60 pum).
Der Schwanz wird zusatzlich unterteilt in ein Mittelstiick (6 pm), ein Hauptstick
(53 pm) und ein Endstick (ca. 5-7 um) (Krause et al.,, 2011; Serres et al., 1983,
Wennemuth, 2017) (Abbildung 2).

Flagellum

Endstlick Hauptstiick Mittelstiick

Abbildung 2: Aufbau eines humanen Spermatozoons

Schematische Darstellung eines humanen Spermatozoons in der Seitenansicht. Die Abbildung wurde
modifiziert nach (Borg et al., 2010).

Beim Vergleich verschiedener Spezies konnten Unterschiede in der Lange der
einzelnen Abschnitte des Flagellums und in der Morphologie des Kopfes detektiert
werden (RuUsse und Sinowatz, 1991; Yanagimachi, 1981). Wa&hrend murine
Spermatozoen einen hakenférmigen Kopf besitzen (Breed, 2004; Breed und Yong,
1986), haben humane Spermatozoen einen scheibenférmigen, ovalen Kopf (WHO,
1999). Der Spermatozoenkopf ist charakterisiert durch einen Kern mit
hochkondensiertem Chromatin und einem am anterioren Ende kappenartig
aufliegendem Akrosom (Abbildung 2) (Borg et al., 2010). Das Akrosom besteht aus
einer anterioren Kappe und einer posterioren Region, dem sogenannten
Aquatorialsegment. Es beinhaltet hydrolytische Enzyme, die eine essentielle Rolle
bei der Penetration der Oozyte einnehmen (Wennemuth, 2017; Yanagimachi,
1994a). Die Spermatozoen bewegen sich mittels des Flagellums fort. Dabei handelt
es sich meist um eine entlang des Flagellums propagierende wellenférmige
Bewegung (Cosson und Prokopchuk, 2014). Das Flagellum ist charakterisiert durch
ein zentrales Axonem bestehend aus 9+2-Mikrotubuli, die von neun Auf3enfasern aus

Keratin und der Ringfaserscheide umgeben werden (Krause et al., 2011; Lindemann,
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1996; Lindemann und Lesich, 2016; Summers und Gibbons, 1971). Im Mittelstlick
des Flagellums liegen den Mikrotubuli 15 spiralig angeordnete Mitochondrien an, die
die Energie in Form von ATP fur die Bewegung liefern (Holstein und Roosen-Runge,
1981; Krause et al., 2011; Schiebler und Korf, 2007; Wennemuth, 2017). Die
Mikrotubuli besitzen quervernetzte Dyneinarme (Afzelius, 1959; Gibbons und Rowe,
1965), die nach ATP-Hydrolyse die Gleitbewegung der Filamente durchfihren
(Brokaw, 1967; Krause et al., 2011; Summers und Gibbons, 1971). Des Weiteren
beteiligen sie sich parallel an der Bewegung des Flagellums (Brokaw und Kamiya,
1987).

3.3 Kapazitation als Reifungsprozess im weiblichen Genitaltrakt

Wahrend einer 12-tdgigen Passage durch die Nebenhoden reifen Spermatozoen mit
Hilfe sezernierter Faktoren des Nebenhodenepithels aus. Sie besitzen jedoch eine
unvollstandige Befruchtungsfahigkeit (Wennemuth, 2017). Erst durch einen weiteren
Reifungsprozess in verschiedenen Abschnitten des weiblichen Genitaltrakts erlangen
Spermatozoen die Fahigkeit die Oozyte zu erreichen und diese erfolgreich zu
penetrieren (Baldi et al.,, 2000). Dieser posttestikulare Reifungsprozess wird als
Kapazitation beschrieben und wurde 1951 erstmals von Austin und Chang definiert
(Austin, 1951; Chang, 1951). Der Kapazitationsprozess ist charakterisiert durch
komplexe biochemische Veranderungen, die bis heute noch nicht vollstandig
aufgeklart sind. Diese Veranderungen werden durch die im Ejakulat und der
weiblichen Genitalflissigkeit enthaltenen Faktoren wie Bikarbonat (HCOs’), Albumin
und Kalzium (Ca?*) hervorgerufen. Die Prozesse der Kapazitation laufen teilweise
zeitversetzt ab, sodass zwischen einer frlhen und einer spaten Aktivierung

unterschieden werden kann (Visconti et al., 1995b; Visconti et al., 2002).
3.3.1 Fruhe Aktivierung

Die frihe Aktivierung der Spermatozoen beginnt bereits wahrend der Ejakulation.
Hierbei fuhrt der hohere pH-Wert der Seminalflissigkeit zu einem Anstieg der
intrazellullaren pH-Konzentration der Spermatozoen (Mannowetz et al., 2011; Miki
und Clapham, 2013; Zhou et al., 2015). Die Alkalisierung der Spermatozoen erfolgt
Uber die Aktivitat eines spermatozoenspezifischen Natrium-Protonen (Na*/H*)-
Austauschers (sNHE) und eines HCOs-Austauschers (Garcia und Meizel, 1999;

Zeng et al., 1996). Ein Einfluss des sNHEs auf die Fertilitat wurde durch sogenannte
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Funktionsverlustmutationen des sNHE Gens in Mausen identifiziert, wodurch gezeigt
werden konnte, dass ohne das funktionsfahige sNHE Gen die Mause aufgrund
fehlender Spermatozoenmoatilitat infertil waren (Bell et al., 1999; Wang et al., 2007;
Wang et al.,, 2003). Die Neutralisierung des sauren Vaginalsekrets durch die
alkalische Seminalflissigkeit fuhrt zu einem intrazellularen pH-Anstieg und steigert
die Spermienmotilitat (Babcock et al., 1983; Carr und Acott, 1989). Mehrere Studien
konnten zudem zeigen, dass die Zunahme des intrazellularen pH-Werts fir die
spatere Induktion der Hyperaktivitat und der AR essentiell ist (Florman et al., 1989;
Marquez und Suarez, 2007; Parrish et al., 1989). In humanen Spermatozoen ist
zusatzlich der protonenselektive lonenkanal Hvl, der am Mittelstiick des Flagellums
lokalisiert ist, fur die Ausschleusung von Protonen und damit flir eine Steigerung des
intrazellularen pH-Werts verantwortlich (Lishko et al., 2010; Lishko und Kirichok,
2010). Gleichzeitig fuhrt der Efflux von Cholesterin aus der Plasmamembran zu einer
Abnahme des Cholesterin-Phospholipidverhaltnisses (Ehrenwald et al 1988,
Yanagimachi 1994). Dieser Prozess hat eine Destabilisierung der Plasmamembran
zur Folge, wodurch sich ihre Permeabilitat erhéht (Zaneveld 1991). Zudem ist der
Cholesterolefflux entscheidend beteiligt an der spateren Induktion der Hypermotilitat
von Spermatozoen (Jones et al 2007, Shadan et al 2004).

Die Kapazitation ist ein HCOgs-abhangiger Prozess. Durch die Vermischung des
Vaginalsekrets mit der HCOs™-reichen Samenflissigkeit, erhdht sich die extrazellulare
HCOs-Konzentration (Setchell et al., 1994), wobei der HCOs-Transport in die
Spermatozoenzelle noch nicht vollstandig aufgeklart ist. Sowohl Na*/HCOs™-
Kotransporter (NBC) (Demarco et al., 2003; Romero und Boron, 1999), als auch
Carboanhydrasen (CA) (Carlson et al., 2007; Ekstedt et al., 2004; Parkkila et al.,
1991; Wandernoth et al., 2010), die durch ihre reversible Enzymreaktion den HCOs™-
Haushalt der Spermatozoen beeinflussen (Wandernoth et al., 2015; Wandernoth et
al., 2010) und ein zu den ABC-Transportern zéhlender Chloridkanal namens CFTR
(Cystic Fibrosis Transmembrane Conductance Regulator) (Kopelman et al., 1988;
Reddy und Quinton, 2001) werden als Modelle fir die HCO3s-Aufnahme diskutiert.
Wahrend Mannowetz und Kollegen eine hormonelle Hochregulation der Expression
des CFTR-Kanals im murinen Uterus identifizierten (Mannowetz et al., 2011), konnte
eine Studie von Molina und Kollegen 2018 eine Beteiligung des NBCs bei der
initialen HCOs-Aufnahme im Menschen nachweisen (Molina et al., 2018). Die HCOs™-
Aufnahme fiihrt zu einer Zunahme der Schlagfrequenz bei murinen Spermatozoen

von 3 Hz auf 9 Hz und bei humanen Spermatozoen von 6 Hz auf 13 Hz
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(Wennemuth, 2004). Zusatzlich bewirkt HCOs3 eine intrazellulare pH-Zunahme
(Parrish et al., 1989; Zeng et al., 1996), eine Aktivierung einer I&slichen
Adenylatzyklase (engl.: soluble adenylyl cyclase, sAC) einhergehend mit einem
Anstieg der zyklischen Adenosinmonophosphat (cAMP)-Konzentration (Chen et al.,
2000; Litvin et al., 2003; Okamura et al., 1985; Wennemuth et al., 2003b) und eine
Aktivierung der Proteinkinase A (PKA). Durch die Phosphorylierung unterschiedlicher
Zielproteine 16st die PKA verschiedene Zellantworten aus (Harrison, 2004; Harrison
und Miller, 2000; Nolan et al., 2004; Visconti et al., 1995b) wie eine Zunahme der
Schlagfrequenz durch die Phosphorylierung von Dyneinketten innerhalb des
Axonems (Harrison, 2004; Hess et al., 2005; Nolan et al., 2004; Okamura et al.,
1985; Salathe, 2007). Mittels konventioneller Mikroskopie in Kombination mit
hochfrequentem Imaging (Stop-Motion Analyse) konnte eine Steigerung der
Schlagfrequenz durch HCO3™ und eine damit verbundene symmetrische, progressive
Motilitat der Spermatozoen 30 s nach HCOs Kontakt nachgewiesen werden
(Wennemuth, 2003). HCOs fordert zusatzlich die Offnung spannungsabhangiger
Ca?*-Kanale (Carlson et al., 2007; Wennemuth et al., 2003b). Ein essentieller Ca?*-
Kanal ist der spermienspezifische CatSper-Kanal (Navarro et al., 2008; Ren et al.,
2001). Der Anstieg der intrazellularen Ca?*-Konzentration aktiviert ebenfalls den
SAC-Signalweg und fuhrt zu einer Zunahme der Schlagfrequenz (Carlson et al.,
2007; Jaiswal und Conti, 2003; Visconti et al., 1995b). Motilitasanalysen von
Spermatozoen aus sAC Knockout-Mausen wiesen die essentielle Bedeutung dieses
Signalwegs fir die Motilitat von Spermatozoen nach, indem die Spermatozoen einen
kompletten Verlust der HCOs-vermittelten, progressiven Motilitdt einhergehend mit
dem Unvermdgen die Oozyte zu penetrieren zeigten (Esposito et al., 2004; Xie et al.,
2006).

3.3.2 Spate Aktivierung

Die molekularen Mechanismen wahrend der spateren Phase der Kapazitation sind
verantwortlich fur die Induktion der Hypermotilitdt der Spermatozoen. Diese ist
essentiell fur die Passage der Kumuluszellschicht, das Erreichen der ZP und damit
fur die Fertilisation der Oozyte (Quill et al., 2003; Wennemuth, 2017; Yanagimachi,
1994a). Der Weg durch die Tuba uterina fuhrt zu einer Veradnderung der
Spermatozoenmembran. Eine der wichtigsten Modifikationen der Spermatozoen

wéahrend der spaten Aktivierung ist der in Kapitel 3.3.1 bereits erwahnte Efflux von
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Cholesterol aus der Zellmembran. Sie ist eine der Voraussetzungen, die das
Spermatozoen in den Zustand der Hypermotilitat versetzt (Jones et al.,, 2007,
Shadan et al., 2004) und ist essentiell fur die Induktion der Kapazitation (Visconti et
al., 1999a; Visconti et al., 1999b). Die Ausschleusung von membranverankertem
Cholesterol aus der akrosomalen Region des Spermatozoons steigert zudem die
Fluiditat der Plasmamembran und erleichtert die Verschmelzung des Spermatozoons
mit der Oozyte (Flesch et al., 2001; Gadella und Harrison, 2000). Der wichtigste
Cholesterolakzeptor in der follikularen Flussigkeit ist Albumin (Ehrenwald et al.,
1990). Ein weiterer Prozess ist die durch die PKA induzierte Tyrosin-
Phosphorylierung von Motorproteinen im Flagellum (Arcelay et al., 2008; Harrison,
2004; Harrison und Miller, 2000). Chan und Kollegen wiesen eine Verbindung der
Tyrosin-Phosphorylierungen mit einer warmeinduzierten Hyperaktivitdt in humanen
Spermatozoen nach (Chan et al.,, 1998). Ein Anstieg der intrazellularen Ca?*-
Konzentration Gber den CatSper-Kanal fuhrt ebenfalls zur Hypermotilitat (Carlson et
al., 2003), charakterisiert durch die Zunahme der Schlagfrequenzamplitude des
Flagellums und einer asymmetrischen Bewegungsform (Brokaw, 1979; Ho et al.,
2002; Lindemann et al., 1987; Suarez, 2008). Kirichok und Lishko konnten 2011
zeigen, dass diese asymmetrische Bewegungsform zu einem kraftvolleren
Flagellenschlag fuhrt, der notwendig fir die Penetration der Kumuluszellschicht ist
(Kirichok und Lishko, 2011). Das von den Kumuluszellen sezernierte Progesteron
(Schuetz und Dubin, 1981) aktiviert den humanen CatSper-Kanal, wodurch es zum
Ca?*-Einstrom wahrend der Penetration kommt (Blackmore et al., 1990; Lishko et al.,
2011; Strunker et al., 2011). Die essentielle Bedeutung des CatSper-Kanals fir die
Ca?*-induzierte Hyperaktivitdit von Spermatozoen konnte anhand von CatSper-
defizienten Spermatozoen nachgewiesen werden (Avenarius et al., 2009; Hildebrand
et al., 2010; Ren et al., 2001).

Die Kapazitation ist ein bis heute noch nicht vollstandig aufgeklarter Prozess bei
deren Induktion zahlreiche Faktoren, insbesondere HCOz", Albumin, Ca?* und der
pH-Wert eine entscheidende Rolle einnehmen (Visconti et al., 1995a; Visconti et al.,
1995b; Visconti et al., 2002).
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3.4 Fertilisation der Oozyte

Fir eine erfolgreiche Fertilisation ist die Induktion der Kapazitation, die zur Induktion
einer sogenannten Hypermotilitdt, die erstmals von Yanagimachi definiert wurde
(Yanagimachi, 1969), essentiell. Die Hypermotilitdt ist charakterisiert durch einen
asymmetrischen Flagellenschlag, eine Zunahme der Schlagamplitude und
Schlagfrequenz sowie der lateralen Kopfauslenkungen (Brokaw, 1979; Carlson et al.,
2007; Carlson et al., 2003; Lindemann et al., 1987; Mortimer und Mortimer, 1990;
Yanagimachi, 1969). Diese Anderung des Bewegungsmusters ist entscheidend fiir
die Penetration der Kumuluszellschicht (Quill et al., 2003), wodurch das
Spermatozoon an die um die Oozyte liegende Zona pellucida (ZP) binden kann und
die Akrosomreaktion (AR) initiiert wird. Die AR ist ein exozytotischer Prozess und
essentiell fur die Penetration der ZP und fur die anschlieBende Fusion des
Spermatozoons mit der Oozyte (Yanagimachi, 1994a). Der Zeitpunkt, an dem die
akrosomale Reaktion ausgelost wird, wird aktuell in der Literatur diskutiert (Bhakta et
al., 2019). Die AR kann durch ZP Glykoproteine induziert werden (Florman et al.,
2008; Florman und Storey, 1982; Florman und Wassarman, 1985) und erfolgt tUber
einen G-Protein induzierten intrazellularen Ca?*-Anstieg und eine erneute
intrazellulare pH-Erhéhung (Florman et al., 1989; Ren und Xia, 2010; Xia und Ren,
2009b). Die pH-Erh6hung fuhrt zur Induktion der AR und zur Hyperaktivierung (Jeon
et al., 2001). Die Erhéhung der intrazellularen Ca?*-Konzentration findet in der
akrosomalen Region des Spermatozoenkopfs und im Flagellum statt (Florman,
1994). Dieser Anstieg der Ca?*-Konzentration wird mit einer Aktivierung der
Phospholipase C (PLC) assoziiert (Fukami et al, 2003), die PIP2
(Phosphatidylinositol-4,5-Bisphosphat) zu IP3 (Inositol-1,4,5-Trisphosphat) und
Diacylglycerol hydrolisiert (Goldschmidt-Clermont et al., 1991). Des Weiteren konnte
gezeigt werden, dass IP3 an akrosomale IPs3-Rezeptoren bindet (Walensky und
Snyder, 1995), wodurch die Freisetzung von Ca?* aus dem Akrosom initiiert wird
(Rossato et al., 2001; Walensky und Snyder, 1995). Die anschlieBende Zunahme der
intrazellularen Ca?*-Konzentration fuhrt einerseits zur Fusion der &auReren
akrosomalen Membran mit der Spermatozoenplasmamembran und zur Freisetzung
von proteolytischen Enzymen wie Akrosin und Hyaluronidase (Abbildung 3) (Bleil und
Wassarman, 1983; Chiu et al., 2010; Florman et al., 1992) und andererseits zur
Erhéhung von Protein-Phosphorylierungen, die zur Initiation der Hypermotilitat und
der AR fiihren (Jha und Shivaji, 2002; Visconti et al., 1995b; Visconti et al., 2002).
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Sowohl die Hyperaktivierung als auch die AR verstdrken den Flagellenschlag,
wodurch die Penetration der Oozyte und die Fertilisation erméglicht wird (Ho et al.,
2002; Jeon et al., 2001; Luconi et al., 2006; Revelli et al., 2002; Tasken und Aandahl,
2004). Des Weiteren konnte ein positiver Einfluss von Diacylglycerol auf die Fusion
der Plasmamembranen identifiziert werden (Luk et al., 1993; Siegel et al., 1989).
Zusatzlich wiesen Arndt und Kollegen eine Beteiligung des sekundéaren Botenstoffs
NAADP (,nicotinic acid adenine dinucleotide phosphate) und dessen Rezeptor
(TPC1, ,two-pore channel 1%) fir die AR in Saugetierspermatozoen nach (Arndt et
al., 2014). Sie konnten zeigen, dass NAADP die AR ohne zusatzliches
extrazellulares Ca?* induziert.
Innere

akrosomale
Membran

Plasmamembran

S

Akrosom

AuRere akrosomale Membran
Innere akrosomale Membran Aquatorialsegment

Abbildung 3: Schematische Darstellung der akrosomalen Reaktion

Bei der akrosomalen Reaktion verschmilzt die Plasmamembran mit der &uReren akrosomalen
Membran. Dies fuhrt zur Freisetzung proteolytischer Enzyme, die die ZP aufldsen und somit essentiell
fur eine erfolgreiche Gametenfusion sind. Bei akrosomalreagierten Spermatozoen liegt die innere
akrosomale Membran frei. Die Abbildung wurde modifiziert nach (Bhakta et al., 2019).

Die freigesetzten hydrolytischen Enzyme losen die ZP an der Stelle, wo das
Spermatozoon bindet auf und das Spermatozoon erreicht den zwischen der ZP und
der Oozyte liegenden perivitellinen Spalt (Allison und Hartree, 1970; Ren und Xia,
2010; Wassarman et al.,, 2001). Anschlielend bindet das akrosomreagierte
Spermatozoon Uber spezifische Bindeproteine an die Oozytenmembran, wodurch die
Zellmembranen von Oozyte und Spermatozoon fusionieren und die paternale DNA in
die Oozyte Uberfihrt wird. Der Prozess der Befruchtung endet mit der Fusion des
mannlichen und weiblichen Pronucleus (Aumdiller et al., 2017a). Nach der Fusion der
Gameten fuhrt eine Exozytose von Proteasen und Glykosidasen aus kortikularen
Granula zu einer mechanischen Verhartung der ZP und damit zur Verhinderung einer

Polyspermie (Wolf und Hamada, 1977).
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3.4.1 Zonapellucida

Die Zona pellucida, eine extrazellulare Matrix, umgibt in allen Saugetieren die Oozyte
und besteht bei Menschen aus den vier funktionellen Glykoproteinen ZP1
(~100 kDa), ZP2 (~120 kDa), ZP3 (~58 kDa) und ZP4 (~65 kDa) (Bauskin et al.,
1999; Lefievre et al., 2004). Die murine Zona pellucida setzt sich aus den drei
funktionellen Glykoproteinen ZP1 (~200 kDa), ZP2 (~120 kDa) und ZP3 (~83 kDa)
zusammen (Bleil und Wassarman, 1983). ZP4 ist in Mausen ein Pseudogen (Goudet
et al., 2008). Jedes ZP Glykoprotein besitzt ein N-terminales Signalpeptid, eine C-
terminale Transmembrandomane und ein C-terminales Propeptid (Abbildung 4A)
(Jovine et al.,, 2005). Das N-terminale Signalpeptid wird im Endoplasmatischen
Retikulum (ER) abgespalten, wodurch der ,reife® N-Terminus des Glykoproteins
entsteht. Die Transmembrandoméane verankert das ZP Glykoprotein in das
endomembrane System (Boja et al., 2003; Lefievre et al., 2004; Liang et al., 1990).
Nach einer spezies-spezifischen Glykosilierung der ZP Glykoproteine mit N- und O-
Glykanen im ER (Boja et al.,, 2003), werden sie zur Zellmembran der Oozyte
transportiert, wo das C-terminale Propeptid durch eine Proprotein-Konvertase
proteolytisch abgespalten wird, sodass reife ZP Glykoproteine entstehen (Hoodbhoy
et al., 2006; Jimenez-Movilla und Dean, 2011; Kiefer und Saling, 2002; Monne und
Jovine, 2011). Durch nicht-kovalente Wechselwirkungen zwischen den ZP
Glykoproteinen bildet sich schlieBlich die ZP aus (Kiefer und Saling, 2002).
Ultrastrukturelle Analysen von murinen Oozyten ergaben eine Polymerisierung der
Glykoproteine ZP2 und ZP3 zu 2-3 pm langen Filamenten, die durch ZP1 Dimere
miteinander vernetzt sind (Green, 1997; Wassarman und Mortillo, 1991)
(Abbildung 4B).
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Zona Doméne
Schnitjstelle

M Zona Domaéne

—
N-Terminus Zona Doméne

Kohlenhydrat-
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Abbildung 4: Aufbau der murinen Zona pellucida

A. Schematische Darstellung der murinen sezernierten Ektodoméanen von ZP1-ZP3. Die gelben
Balken geben die Position von Cystein-Resten an und der Stern bei ZP2 représentiert die Schnittstelle
nach der Befruchtung zur Vermeidung der Polyspermie (166LA*DE6? in Mausen). Die Abbildung wurde
modifiziert nach (Bhakta et al., 2019). B. Schematischer Aufbau der murinen ZP. Die ZP ist eine
fibrillare Struktur bestehend aus Filamentketten von sich wiederholenden Dimeren von ZP2 und ZP3
Glykoproteinen. Das Glykoprotein ZP1 kreuzvernetzt diese Filamentketten zu einem
dreidimensionalen Netzwerk. Die Abbildung wurde modifiziert nach (Dun et al., 2010).

Die Breite der ZP variiert in den verschiedenen Spezies. Fur die murine ZP konnte
eine Breite von ~6 um bzw. von ~19 um fir die humane ZP identifiziert werden
(Bertrand et al., 1995; Wassarman et al., 1998). Bei Abweichungen der humanen ZP-
Morphologie konnte eine Beeintrachtigung bei der Oozytenentwicklung, sowie bei der
Embryoimplantation beobachtet  werden. Des  Weiteren  fuhrte  die
Morphologieanderung zu einer Reduktion der Schwangerschafts- und
Implantationsrate bei der IVF (Dai et al., 2019; Huang et al., 2014; Liu et al., 2017;
Sauerbrun-Cutler et al., 2015). Um die Funktion der einzelnen ZP Glykoproteine fur
den morphologischen Aufbau der ZP zu analysieren, wurden die einzelnen Gene in
sogenannten Gen-Knockout-Versuchen vollstandig abgeschaltet. Nach Deletion des
ZP1 Gens in transgenen Mausen, zeigte sich im Vergleich zum Wildtyp eine dinnere
und stark fragilere ZP Struktur, die mit einer Subfertilitaét der weiblichen Mause
verbunden war (Rankin et al., 1999). Bei ZP3-Knockout-Mausen bildete sich
wahrend der Oogenese keine ZP aus, woraus eine fehlerhafte Follikelanordnung, ein
Mangel an ovulierten Oozyten und eine damit verbundene Infertilitt resultierte (Liu et
al., 1996; Rankin et al., 1996; Rankin et al., 2001). Wahrend in friihen Follikelstadien
von ZP2 Knockout-M&ausen noch eine sehr dinne ZP, bestehend aus ZP1 und ZP3
detektiert werden konnte, war diese bei den praovulatorischen Oozyten deletiert,
wodurch die Mause ebenfalls infertil waren (Rankin et al., 2001). Die Ausbildung
einer dinnen ZP und einer damit einhergehenden Infertilitat, konnte ebenfalls bei
Patientinnen detektiert werden, die eine Mutation im ZP2 Gen besitzen (Dai et al.,
2019). Anhand dieser Untersuchungen konnte gezeigt werden, dass zwei

Glykoproteine ausreichen, um eine ZP zu bilden.
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Die ZP nimmt eine entscheidende Rolle bei der Fertilisation der Oozyte ein. Sie
gewahrleistet eine speziesspezifische Gametenerkennung, vermittelt die initiale
Bindung der Spermatozoen an die Oozyte und bildet einen sogenannten ,Zona
Block® zur Verhinderung der Polyspermie aus (Bleil et al., 1981; Dean, 1992; Gahlay
et al.,, 2010; Wassarman, 1988). Um eine Fertilisation zwischen verschiedenen
Spezies zu verhindern, ist eine spezies-spezifische Interaktion zwischen den
Spermatozoen und der Oozyte essentiell. Wahrend humane Spermatozoen nicht in
der Lage sind an die murine ZP zu binden und diese zu penetrieren, kbnnen murine
Spermatozoen zwar an die humane ZP binden, sie aber ebenfalls nicht penetrieren
(Bedford, 1977). Somit wird bereits an der ZP eine spezies-spezifische

Gameterkennung gewabhrleistet.

3.4.2 ZP2 als primarer Zona pellucida Ligand

Aktuell werden in der Literatur mehrere Modelle diskutiert, die entweder das
Glykoprotein ZP3 oder das Glykoprotein ZP2 als Zona Spermatozoenliganden
beschreiben (Bhakta et al, 2019). Anhand von kompetitiven
Spermatozoenbindeassays mit murinen ovulierten Oozyten konnten Bleil und
Kollegen zeigen, dass nach Vorinkubation der Spermatozoen mit ZP Glykoproteinen
in vitro nur ZP3 die Bindung der Spermatozoen an die ZP verhindert (Bleil et al.,
1981). Aufgrund dessen wurde zunéchst postuliert, dass ZP3 als priméarer
Spermatozoenligand fungiert (Beebe et al., 1992; Bleil und Wassarman, 1980b,
1983; Gupta und Bhandari, 2011) und ZP2 fir die sekundare Bindung
akrosomreagierter Spermatozoen wichtig ist (Bleil et al., 1988; Tsubamoto et al.,
1999). Verschiedene Arbeiten liefern Hinweise dafir, dass ZP2 fur die priméare
Keimzellerkennung verantwortlich ist. Tian und Kollegen konnten zeigen, dass
natives gp69/64, ein Xenopus laevis ZP2 Homolog, die Bindung an die Oozyte
inhibiert (Tian et al., 1997). Des Weiteren konnte mittels humanisierter transgener
Maus-Oozyten gezeigt werden, dass humane Spermatozoen nur an Zonae mit
humanem ZP2 binden (Baibakov et al., 2012). Weder humane, noch murine
Spermatozoen binden an transgene Zonae bestehend aus ZP1l, ZP3 und ZP4,
sodass die weiblichen Mause infertil waren (Avella et al., 2014). Nach Deletion einer
spezifischen Region am N-Terminus des ZP2 Glykoproteins fand keine Zona-
Bindung muriner Spermatozoen mehr statt und die weiblichen Mause waren

ebenfalls infertil (Avella et al., 2014). Zuséatzlich konnte mit Hilfe von Peptid
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beladenen Beads gezeigt werden, dass murine und humane Spermatozoen direkt an
den rekombinanten murinen oder humanen ZP2 N-Terminus binden (Avella et al.,
2014; Avella et al.,, 2016; Baibakov et al.,, 2012). Weiterhin nimmt das ZP2
Glykoprotein eine entscheidende Rolle bei der Verhinderung einer Polyspermie der
Oozyte ein (Tokuhiro und Dean, 2018). Die Fertilisation der Oozyte fuhrt zur
Freisetzung einer oozytenspezifischen Endoprotease (Ovastacin) aus kortikularen
Granula (Bleil et al., 1981; Moller und Wassarman, 1989; Quesada et al., 2004).
Ovastacin spaltet das ZP2 Glykoprotein am N-Terminus (1%6LA*DE®® in Mausen;
1711 A*DDY74Z im Menschen) (Abbildung 5), wodurch die Spermatozoen nicht mehr an
die ZP binden kdnnen und eine Polyspermie der Oozyte verhindert wird (Burkart et
al., 2012; Gahlay et al., 2010; Greenhouse et al., 1999; Wolf und Hamada, 1977).
Bauskin und Kollegen konnten ebenfalls eine Spaltung des humanen ZP2
Glykoproteins nach Fertilisation der Oozyte nachweisen (Bauskin et al., 1999).
Anhand dieser Ergebnisse erstellten Avella und Kollegen ein Modell zur
Gameterkennung an die ZP mit ZP2 als primaren Spermatozoenliganden
(Abbildung 5).

Ovulierte
Oozyte

Abbildung 5: Modell zur Gameterkennung an der Zona pellucida

Die murine ZP (aquamarinblau) setzt sich aus den Glykoproteinen ZP1 (rot), ZP2 (blau) und ZP3
(gelb) zusammen und umgibt die ovulierte Oozyte. Kapazitierte Spermatozoen binden lber die N-
terminale Doméne des ZP2 Glykoproteins an die ZP von unbefruchteten Oozyten. Das Akrosom der
Spermatozoen ist griin markiert. Anschliel3end erfolgt die akrosomale Exozytose von hydrolytischen
Enzymen, sodass das Spermatozoon die Matrix der ZP penetrieren kann und die beiden Gameten
miteinander fusionieren. Dies fordert die Migration von kortikularen Granula, sowie dessen Fusion mit
der Plasmamembran. Durch den sofortigen Polyspermieblock wird einerseits die Penetration der ZP
und andererseits eine erneute Fusion eines Spermatozoons mit der Oozyte verhindert. Die Abbildung
wurde modifiziert nach (Avella et al., 2014).
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Klinische Relevanz erhalten die ZP2 beladenen Sepharosebeads als Methode,
Spermatozoen mit Eigenschaften, die fur eine erfolgreiche ART essentiell sind, zu
selektionieren und maoglicherweise eine Langzeit, reversible Verhitung in vivo zu
ermdglichen (Avella et al., 2016). Diese Annahme basiert auf der Beobachtung, dass
nach intrauteriner Applikation von mit muZP2 Glykoprotein beladenen Beads keine
Spermatozoen im murinen Ovidukt detektiert werden konnten. Die Verwendung der
mit ZP2 Glykoprotein beladenen Beads bietet in Mausen eine effiziente, nicht-
hormonelle und nicht-invasive Langzeitverhiitung (Avella et al., 2016). Avella und
Kollegen wiesen einen &hnlichen Effekt des N-Terminus von humanem ZP2
Glykoprotein in vitro nach (Avella et al., 2016), sodass eine Ubertragung in die
reproduktive Medizin zur Verwendung als effektives Verhitungsmittel fir die Frau
maoglich erscheint. Des Weiteren konnten Dai und Kollegen zeigen, dass die
Infertilitdt von zwei Patientinnen auf eine Mutation des ZP2 Gens zurilickzufiihren ist.
Die Durchfiihrung von IVF Behandlungen fuhrte zu keiner Befruchtung der Oozyten.
Jedoch konnte mittels einer ICSI Behandlung die Oozyte erfolgreich fertilisiert
werden (Dai et al., 2019). Bereits 2017 konnte bei einer Patientin mit jeweils einer
heterozygoten Mutation im ZP2 und ZP3 Gen mittels ICSI die Geburt eines
gesunden Kindes erzielt werden (Liu et al., 2017). Diese Ergebnisse weisen auf das

ZP2 Glykoprotein als primaren Spermatozoenliganden hin.
3.5 Selektionsmechanismen im weiblichen Genitaltrakt

Fertilisation ist ein komplexer Prozess, der je nach Spezies in unterschiedlichen
Umgebungen stattfindet. Wahrend marine Invertebraten oder Fische ihre Gameten in
das See- oder Frischwasser abgeben, durchqueren Saugetier-Spermatozoen den
weiblichen Genitaltrakt um die Oozyte zu erreichen und erfolgreich zu penetrieren.
Nur durch einen komplexen Selektionsprozess eines einzelnen Spermatozoons aus
einem Pool von Millionen von Zellen kann Fertilisation erfolgreich mit dem Beginn
eines neuen Lebens abgeschlossen werden. Wahrend humane Spermatozoen den
weiblichen Genitaltrakt passieren, durchlaufen sie verschiedene Selektionsprozesse,
sodass nur 10-20 kapazitierte Spermatozoen die Oozyte erreichen (Chang und
Suarez, 2012; Miki und Clapham, 2013). Mehrere Studien konnten zeigen, dass fur
die Fertilisation auf nattrlichem Weg eine geregelte Motilitdt von Spermatozoen
essentiell ist (Hino et al., 2016; Ishikawa et al., 2016; Miki und Clapham, 2013).
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3.5.1 Motilitat von Spermatozoen

Nachdem die Motilitat als essentieller Faktor fir eine erfolgreiche Befruchtung
erkannt wurde, wurden viele Studien zum Schwimmverhalten (Babcock et al., 2014;
Miki und Clapham, 2013; Nosrati et al., 2015), zur Flagellenbewegung (Brokaw,
2009, 2014; Friedrich et al., 2010; Lindemann und Lesich, 2010; Woolley, 2010) und
zum Aufbau des Flagellums (Awata et al., 2015; Heuser et al., 2012a; Ounjai et al.,
2012; Satir et al., 2014) durchgefihrt.

Die Motilitdt der Spermatozoen basiert auf der Bewegung des Flagellums (Aumdller
et al.,, 2017b). Das Flagellum ist charakterisiert durch ein zentrales Axonem
bestehend aus 9+2-Mikrotubuli, die von neun Aulenfasern aus Keratin und der
Ringfaserscheide umgeben werden (Krause et al, 2011; Lindemann, 1996;
Lindemann und Lesich, 2016; Summers und Gibbons, 1971). Bei der Bewegung des
Flagellums, dem Flagellenschlag, handelt es sich um eine entlang des Flagellums
propagierende wellenférmige Bewegung (Cosson und Prokopchuk, 2014). Wie der
Aufbau des Flagellums zur Initierung und Ausbreitung der wellenférmigen
Flagellenbewegung beitragt, ist Gegenstand aktueller Forschungsarbeiten (Brokaw,
2009, 2014; Geyer et al., 2016; Ishijima, 2016; Lindemann und Lesich, 2010, 2016;
Woolley, 2010). Die Geschwindigkeit des Flagellenschlags wird durch die
Berechnung der Schlagfrequenz, gemessen in Hertz (Hz), bestimmt. Wahrend fir
murine Spermatozoen eine Schlagfrequenz von ca. 3 Hz detektiert werden konnte,
zeigten humane Spermatozoen eine Frequenz von ca. 6 Hz. (Wandernoth et al.,
2010; Wennemuth, 2004). Die Bewegung des Flagellums wird unter Anderem durch
die intrazellulare Konzentration von HCOs  und Ca?* sowie durch den intrazellularen
pH-Wert beeinflusst (Brokaw, 1987; Lindemann und Goltz, 1988; Wennemuth et al.,
2003b). Wahrend der friihen Aktivierung bewirken diese Faktoren eine Induktion der
Spermatozoenmotilitét, gekennzeichnet durch eine Zunahme der Schlagfrequenz
(Wennemuth, 2004). Dabei fihrt HCO3 durch die Aktivierung des cAMP- und Ca?*-
vermittelten Signalwegs zur Phosphorylierung der Dyneinketten innerhalb des
Axonems, die die Zunahme der Schlagfrequenz des Flagellums bewirken (Harrison,
2004; Hess et al., 2005; Nolan et al., 2004; Okamura et al., 1985; Salathe, 2007).
Des Weiteren ist fir murine Spermatozoen eine Amplitude des Flagellenschlags von
ca. 25 pm beschrieben (Wennemuth et al.,, 2003b). Zusatzlich wiesen die
Arbeitsgruppen von Garbers und Brokaw eine entscheidende Bedeutung der

Faktoren Mg?*, Ca?* und ATP fur einen geordneten Ablauf des Schlagzyklus nach
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(Brokaw, 1975; Garbers et al.,, 1973). Mittels demembranierter und nachfolgend
reaktivierter Spermatozoen konnte gezeigt werden, dass die Krimmung, die
Amplitude und das Drehmoment des Flagellums durch ADP gesteigert wird (Geyer et
al., 2016; Lesich et al., 2008).

Neben der Analyse der Flagellenbewegung wurde das Schwimmverhalten von
Spermatozoen zusatzlich durch Analysen der Schwimmtrajektorie charakterisiert.
Dabei konnten verschiedene Schwimmmuster fir Spermatozoen auf ihnrem Weg zur
Oozyte detektiert werden (Su et al., 2012). Es kann unter Anderem zwischen einem
typischen, einem helikalen oder hyper-helikalen und einem hyper-aktivierten
Bewegungsmuster unterschieden werden. Die typische Schwimmtrajektorie
beschreibt das gangige Bewegungsmuster von Spermatozoen und ist charakterisiert
durch eine lineare Trajektorie mit minimalen lateralen Auslenkungen (Su et al.,
2012). Dabei sind die Bewegungsmuster vom Flagellenschlag abhangig (Eisenbach
und Giojalas, 2006). Ein Faktor des extrazellularen Milieus, der die
Spermatozoenselektion beeinflussen kann, ist das in vitro beobachtete Rollen von
Spermatozoen entlang ihrer Langsachse mit voribergehender Bindung an Strukturen
des Umgebungsmilieus (Babcock et al., 2014). Der hakenférmige Kopf (Breed, 2004,
Breed und Yong, 1986) muriner Spermatozoen ermdglicht eine Unterteilung in eine
rechte und eine linke Seite. Dadurch kann die Orientierung des Kopfs als ,auf der
rechten Seite liegend® (RCh) oder als ,auf der linken Seite liegend“ (LCh)
beschrieben werden (Babcock et al., 2014). Fur murine freischwimmende
Spermatozoen konnte eine periodische Reorientierung (Rollbewegung) des
Spermatozoenkopfs identifiziert werden, wobei entweder die rechte oder die linke
Seite des Kopfs Richtung Messkammerboden zeigte (Babcock et al.,, 2014)
(Abbildung 6). Diese periodische Rollbewegung entlang der Langsachse ist mit dem
Flagellenschlag synchronisiert und kann anhand eines transienten Anstiegs des vom

Spermatozoenkopf gestreuten Lichts detektiert werden (Babcock et al., 2014).
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Abbildung 6: Periodische Rollbewegung muriner Spermatozoen

Die Lage des murinen Spermatozoonkopfs kann aufgrund der spezifischen Morphologie als ,auf der
rechten Seite liegend“ (RCh) und als ,auf der linken Seite liegend® (LCh) mit Richtung zum
Messkammerboden beschrieben werden (RCh= rot, LCh= blau). Die Abbildung zeigt die in einer
Zeitspanne von 2 s zuriickgelegte Schwimmtrajektorie eines murinen freischwimmenden
Spermatozoons (Messbalken= 25 um). Die Aufnahme erfolgte mit 150 fps. Unterteilt wird die
Schwimmtrajektorie in initiale Segmente (dick) und spatere Segmente (dinn). Die Pfeile geben die
Lokalisation der drei ,stop-motion* Aufnahmen des Spermatozoons wahrend des Rollvorgangs von
RCh auf LCh wieder. Die Abbildung wurde modifiziert nach (Babcock et al., 2014).

Spermatozoen mit einer zirkularen Schwimmtrajektorie hingegen zeigen keine
periodische Rollbewegung und bleiben wahrend ihrer Bewegung auf einer Seite ihres
Kopfs (Babcock et al., 2014). Die Orientierung des Kopfs bestimmt dabei die
Richtung der zirkularen Schwimmtrajektorie. Fur Spermatozoen mit einer RCh-
Orientierung des Kopfs konnte eine Schwimmtrajektorie gegen den Uhrzeigersinn
detektiert werden. Im Gegensatz dazu zeigten Spermatozoen mit einer LCh-
Orientierung des Kopfs eine Schwimmtrajektorie im Uhrzeigersinn (Babcock et al.,
2014). Eine periodische Rollbewegung entlang der Langsachse konnte ebenfalls fur
hyperaktivierte (hypermotile) Spermatozoen beobachtet werden (Babcock et al.,
2014). Babcock und Kollegen konnten zusatzlich nachweisen, dass eine lineare
Trajektorie, bestehend aus alternierenden lateralen Auslenkungen, mit einem
asymmetrischen Flagellenschlag einhergeht (Babcock et al., 2014). Die
Geschwindigkeit und die Symmetrie des Flagellenschlags werden durch den cAMP-
und Ca?*-vermittelten Signalweg reguliert (Carlson et al., 2007; Carlson et al., 2003;
Nolan et al., 2004; Okamura et al., 1985; Wennemuth, 2004; Wennemuth et al.,
2003b; Wennemuth et al., 2000). Wahrend humane Spermatozoen sich mit einer
Geschwindigkeit von 140 um/s fortbewegen (Su et al., 2012), konnte fir murine
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Spermatozoen eine durchschnittliche Geschwindigkeit von ca. 180 pum/s beobachtet
werden (Chang et al., 2013).

Nachdem die Motilitat als essentieller Faktor fur eine erfolgreiche Befruchtung
erkannt wurde, wurden ebenfalls Studien zu Faktoren des extrazellularen Milieus, die
die Spermatozoenselektion beeinflussen koénnen und zum Signalweg, der die
Bewegung kontrolliert (Awata et al., 2015; Heuser et al., 2012a; Ounjai et al., 2012;
Satir et al., 2014) durchgefuhrt.

3.5.2 Signaltransduktion zur Motilitatssteuerung

Faktoren des extrazellularen Milieus, die Spermienselektion beeinflussen und die
Spermatozoen zur Oozyte navigieren kénnen sind Modifikationen als Antwort auf
Flissigkeitsstrom (Rheotaxis) (Fair et al., 2019; Kantsler et al., 2014; Miki und
Clapham, 2013; Omori und Ishikawa, 2016), Temperatur (Thermotaxis) (Hamano et
al., 2016; Mondal et al., 2017) und chemische Gradienten (Chemotaxis) (Eisenbach,
1999; Giojalas und Rovasio, 1998; Oliveira et al., 1999; Ralt et al., 1994) (Abbildung
7), sowie das in Kapitel 3.5.1 beschriebene in vitro beobachtete Rollen von
Spermatozoen entlang ihrer Langsachse mit voribergehender Bindung an Strukturen

des Umgebungsmilieus (Babcock et al., 2014).

\/‘ _ ’Kumuluszellen
.\/‘\. ‘
Thermotaxis/ Rheotaxis Chemotaxis |

Abbildung 7: Navigationsmechanismen humaner Spermatozoen

Dargestellt sind verschiedene Navigationsmechanismen ausgehend von der humanen Oozyte bzw.
der Kumuluszellschicht. Die Thermotaxis beschreibt eine zielgerichtete Bewegung entlang eines
Temperaturgradienten und die Rheotaxis definiert eine gegen den FlUssigkeitsstrom gerichtete
Bewegung von Spermatozoen. Chemotaxis ist eine zielgerichtete Bewegung entlang eines
chemischen Gradienten hin zum Chemoattraktanten. Die Abbildung wurde modifiziert nach (Kaupp
und Strunker, 2017).

Die Thermotaxis beschreibt die gerichtete Bewegung des Spermatozoons innerhalb
des weiblichen Genitaltrakts entlang eines Temperaturgradienten (Bahat et al., 2003;

Boryshpolets et al., 2015) (Abbildung 7) und wird als unterstitzender Mechanismus
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fur die Fertilisation in Sdugetieren beschrieben (Mondal et al., 2017). Zudem konnte
gezeigt werden, dass humane Spermatozoen, die entlang eines
Temperaturgradienten schwimmen, eine héhere Schwimmgeschwindigkeit, sowie
eine Abnahme der lateralen Kopfauslenkungen aufweisen (Boryshpolets et al.,
2015). Zusatzlich wiesen Hamano und Kollegen eine Thermotaxis bei murinen
Spermatozoen nach und postulierten eine Beteiligung des temperatur-sensitiven
lonenkanals (TRP4, ,Transient Receptor Potential Vanilloid“) (Hamano et al., 2016).
Eine positive Rheotaxis, definiert als eine gegen den Flussigkeitsstrom gerichtete
Bewegung (Abbildung 7), wurde als ein weiterer mdglicher Navigationsmechanismus
identifiziert (Fair et al., 2019; Kantsler et al.,, 2014; Miki und Clapham, 2013).
Wahrend humane und murine Spermatozoen eine positive Rheotaxis aufweisen, sind
Seeigel-Spermatozoen nicht in der Lage gegen einen Flissigkeitsstrom zu
schwimmen (Kantsler et al., 2014; Miki und Clapham, 2013). Zusatzlich konnte
nachgewiesen werden, dass Spermatozoen ohne den CatSper-Kanal ebenfalls nicht
in der Lage sind eine gegen den Flussigkeitsstrom gerichtete Bewegung auszutiben
und den Ovidukt zu durchqueren (Chung et al., 2014; Ho et al., 2009; Miki und
Clapham, 2013). Dies weist darauf hin, dass fur die Ausiibung der Rheotaxis ein
Ca?*-Influx Uber den CatSper-Kanal essentiell ist (Kaupp und Strunker, 2017).

Der Prozess der Chemotaxis beschreibt eine Bewegung des Spermatozoons entlang
eines durch die Oozyte und die Kumuluszellschicht hervorgerufenen chemischen
Gradienten (Eisenbach, 1999; Giojalas und Rovasio, 1998; Oliveira et al., 1999; Ralt
et al., 1994) (Abbildung 7). Speziesabhangig sind bereits Molekile identifiziert
worden, die als Chemoattraktanten fir Spermatozoen fungieren. Su und Kollegen
konnten zeigen, dass sowohl Chemoattraktanten von der humanen
Kumuluszellschicht als auch von der humanen Oozyte sezerniert werden (Sun et al.,
2005). Dabei handelt es sich unter Anderem um das von den Kumuluszellen
sezernierte Stereoid Progesteron (Blackmore et al., 1990; Lishko et al., 2011;
Strunker et al., 2011) und ein hydrophobes Molekil, welches nachdem es von der
Oozyte sezerniert wurde, mit einem Carrier-Protein assoziiert ist (Armon et al., 2014).
Chemotaxis, Rheotaxis und Thermotaxis zeigen ebenfalls grol3e
Speziesunterschiede, wenn man das Schwimmverhalten von Spermatozoen
analysiert (Alvarez et al., 2014; Suarez und Pacey, 2006; Yanagimachi et al., 2013),
so konnte z.B. fiir humane Spermatozoen eine Anderung der Schwimmrichtung nach
Kontakt zu Progesteron beobachtet werden (Armon und Eisenbach, 2011).

Um auf Anderungen des pH-Werts, des lonenmilieus, der Viskositat und der
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epithelialen Oberflachen im weiblichen Genitaltrakt zu reagieren, haben
Spermatozoen spezies-spezifische Signalmechanismen entwickelt, um die Oozyte zu
erreichen und zu befruchten. In humanen Spermatozoen aktiviert das von der
Kumuluszellschicht sezernierte Progesteron, sowie Prostaglandine, den humanen
CatSper-Kanal und bewirkt einen Ca?*-Einstrom (Brenker et al., 2012; Lishko et al.,
2011; Strunker et al., 2011), der zur Induktion der Hypermaotilitat fihrt (Gakamsky et
al., 2009; Suarez, 2008; Uhler et al., 1992). Dieser CatSper-abhangige Ca?*-
Einstrom wird durch verschiedene Faktoren stimuliert, wie den zyklischen
Nukleotiden (cAMP und cGMP) (Chen et al., 2000; Esposito et al., 2004; Hess et al.,
2005), der I6slichen Adenylatzyklase (Chen et al., 2000; Esposito et al., 2004), einem
Zona pellucida Glykoprotein (Bailey und Storey, 1994; Florman, 1994; Florman et al.,
1989), dem Serum Albumin (Bailey und Storey, 1994; Xia und Ren, 2009a), der
intrazellularen Alkalisierung (Chavez et al., 2014; Mannowetz et al., 2013) und dem
pH-Wert (Lishko et al., 2011; Lishko und Kirichok, 2010). Im Menschen konnte
zusatzlich das ,a/f hydrolase domain-containing protein 2“ (ABHD2) als
Progesteronrezeptor identifiziert werden (Miller et al, 2016). Nach
Progesteronbindung spaltet ABHD2 2-arachidonoylglycerol (2AG) in freies Glycerol
und Arachidonsaure (Miller et al., 2016), wodurch die CatSper-Inhibition durch 2AG
verhindert und der Kanal geéffnet wird. Im Gegensatz dazu konnte ein Effekt von
Progesteron auf CatSper in murinen Spermatozoen nicht beobachtet werden (Lishko
et al, 2011). In der Literatur wird postuliert, dass dieser spezies-spezifische
Unterschied mit den Unterschieden in der Lipid Homeostasis und Lokalisation von
ABHD2 zusammenhangt (Miller et al., 2016). In murinen Spermatozoen ist ABHD2
im Akrosom lokalisiert und weniger im Flagellum, sodass dieser nicht wie bei
humanen Spermatozoen mit CatSper kolokalisiert (Miller et al., 2016). Fur
Invertebratenspermatozoen, wie den Seeigel-Spermatozoen (Arbacia punctulata),
konnte Resact, das von der Oozyte sezerniert wird, als Signalmolekil identifiziert
werden (Seifert et al., 2015). Resact bindet an den Guanylatzyklasenrezeptor (GC)
(Kaupp et al.,, 2003; Wedel und Garbers, 2001), stimuliert die Synthese von
zyklischem Guanosinmonophosphat (cGMP) (Kaupp et al., 2003), und bewirkt eine
Offnung von Kalium-selektiven zyklischen Nukleotid-gesteuerten (KCNG) Kanélen,
die zur Hyperpolarisation der Membran fihren (Bohmer et al., 2005; Wiesner et al.,
1998). Resact fuhrt Uber Signalkaskaden zur Aktivierung von CatSper-Kandlen,
wahrend beim Menschen Progesteron direkt den CatSper-Kanal aktiviert (Lishko et

al., 2011; Strunker et al., 2011). Durch die Verwendung eines Resact-Gradienten
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wiesen Seifert und Kollegen fir Seeigel-Spermatozoen einen durch Resact
induzierten Ca?*-Influx tber den CatSper-Kanal nach und postulieren eine essentielle
Bedeutung dieser intrazellularen Ca?*-Erhéhung fur die Navigation der
Spermatozoen (Seifert et al., 2015).

Anhand von Bewegungsanalysen konnten fir murine Spermatozoen eine
alternierende Rollbewegung (180°-Drehung) und fur humane Spermatozoen eine
360°-Rollbewegung entlang der Langsachse beobachtet werden (Babcock et al.,
2014; Ishijima et al., 1992; Phillips, 1972). Miller und Kollegen wiesen einen Einfluss
der asymmetrischen Verteilung der lonenkanéle CatSper und Hvl bei humanen
Spermatozoen fiur die Ausibung der 360°-Rotationen entlang der Langsachse nach
(Miller et al., 2018). Bisher ist der Einfluss der asymmetrischen Kanalverteilung auf
die Chiralitat der Rollbewegung und auf die der gesamten Schwimmtrajektorie trotz
umfangreicher Forschung unbekannt. Babcock und Kollegen konnten fir murine
Spermatozoen zeigen, dass die Schwimmtrajektorie von freischwimmenden
Spermatozoen durch die Prasenz oder Abwesenheit des Rollvorgangs beeinflusst
wird und dass der asymmetrische Flagellenschlag die Drehrichtung (Chiralitat) der
Schwimmtrajektorie beeinflusst (Babcock et al., 2014).

Sowohl in murinen als auch in humanen Spermatozoen fungiert Slo3 als Kalium (K*)-
Kanal (Brenker et al., 2014; Santi et al., 2010; Zeng et al., 2013; Zeng et al., 2011).
Wahrend die Aktivierung von Slo3 in Mausen pH abhangig ist, ist Slo3 im Menschen
nur geringfligig pH abhangig und wird hingegen durch Ca?* reguliert (Brenker et al.,
2014; Navarro et al., 2007; Zeng et al., 2011). Mannowetz und Kollegen konnten
ebenfalls zeigen, dass der Slo3-Kanal spezies-spezifische Eigenschaften besitzt und
postulieren daher, dass Slol und nicht Slo3 bei humanen Spermatozoen als K*-
Kanal fungiert (Mannowetz et al., 2013). Zusatzlich konnte eine durch Progesteron
ausgeloste Inhibition des K*-Stroms bei humanen Spermatozoen gefunden werden
(Brenker et al., 2014; Mannowetz et al., 2013). Es wird angenommen, dass die
Inhibition des K*-Stroms eine Depolarisation der Membran mit anschlieRender
Aktivierung des CatSper-Kanals bewirkt und zur Induktion der Hypermotilitat durch
den Ca?*-Einstrom fuihrt (Mannowetz et al., 2013). Die Entwicklung der Hyperaktivitat
wéahrend der Kapazitation ist bei Mausen abhangig von der zytosolischen
Alkalisierung und dem anschlieBenden Anstieg der intrazellularen Ca?*-
Konzentration (Suarez, 2008). In Mausen vermittelt Slo3 die Hyperpolarisation. Es
wird angenommen, dass die Hyperpolarisation durch die Forderung eines

intrazellularen pH Anstiegs mittels eines spannungsabhangigen Mechanismus
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indirekt den CatSper-Kanal aktiviert (Chavez et al., 2014). Slo3 und CatSper sind in
Mausen die einzigen lonenkanale, die das Membranpotential und den Ca?*-Influx
regulieren, als Antwort auf eine intrazellulare Alkalisierung (Zeng et al., 2013). Die
Alkalisierung muriner; humaner und Seeigel Spermatozoen erfolgt Uber die Aktivitat
des Na'/H*-Austauschers sNHE (Garcia und Meizel, 1999; Lee, 1984; Lee und
Garbers, 1986; Lee et al., 1983; Zeng et al., 1996), der in einem Proteinkomplex mit
der sAC lokalisiert ist (Nomura und Vacquier, 2006; Wang et al., 2007). Es wird
angenommen, dass die Offnung der KCNG und die anschlieRende Hyperpolarisation
zu einer Aktivierung des sNHE Kanals in Seeigel-Spermatozoen fihrt und eine
Alkalisierung des intrazellularen pHs bewirkt (Lee, 1984; Lee und Garbers, 1986;
Nishigaki et al., 2001; Solzin et al., 2004). Seeigel-Spermatozoen besitzen zusatzlich
einen durch die Hyperpolarisation aktivierten zyklischen Nukleotid-gesteuerten
(HCN) Kanal, der das Ruhemembranpotential wiederherstellt (Galindo et al., 2005;
Gauss et al., 1998). Die Alkalisierung bei allen drei Spezies bewirkt eine Aktivierung
des CatSper-Kanals (Chavez et al., 2014; Seifert et al., 2015; Zeng et al., 2013). In
humanen Spermatozoen ist zusatzlich der protonenselektive lonenkanal Hv1, der am
Mittelstick des Flagellums lokalisiert ist, fur die Ausschleusung von Protonen und
damit fur eine Steigerung des intrazellularen pH-Werts verantwortlich (Lishko et al.,
2010; Lishko und Kirichok, 2010). In Mausen ist der Hvl Kanal funktionell nicht aktiv
(Lishko et al., 2010).

Ein weiterer entscheidender Faktor fur die Spermatozoenmotilitat ist HCO3s. Ein
intrazellularer HCOs-Anstieg Uber den NBC (Demarco et al.,, 2003; Romero und
Boron, 1999), induziert durch die erhohte HCOs-Konzentration im Uterussekret
(Mannowetz et al.,, 2011; Miki und Clapham, 2013), fuhrt zu einer Zunahme der
Schlagfrequenz und zu einem symmetrischen Schlagmuster des Flagellums
(Wennemuth, 2004; Wennemuth et al., 2003a). Sowohl in murinen als auch in
humanen Spermatozoen sind NBCs flr die initiale HCOsz-Aufnahme verantwortlich
(Demarco et al., 2003; Puga Molina et al., 2018). Gunaratne und Kollegen wiesen
ebenfalls einen NBC in der Plasmamembran des Flagellums von Seeigel-
Spermatozoen nach (Gunaratne et al., 2006). Wandernoth und Kollegen konnten
zuséatzlich fur murine und humane Spermatozoen zeigen, dass Carboanhydrasen
(CA) durch ihre reversible Enzymreaktion den HCOs-Haushalt wahrend der friihen
Spermatozoenaktivierung und somit dessen Spermatozoenmotilitat beeinflussen
(Wandernoth et al., 2015; Wandernoth et al., 2010). Sie katalysieren die reversible

Reaktion von CO2 zu HCOs und regulieren die intrazellulare HCOs-Konzentration.
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Dabei kann zwischen einer externen CA (CA 1V), die die HCOs- und COs2-
Konzentration nahe der Spermatozoenoberflache ausgleicht und einer
zytoplasmatischen CA (CAll), die die Reaktion intrazellular katalysiert, unterschieden
werden (Wandernoth et al., 2015; Wandernoth et al., 2010). Die intrazellulare HCOz3™-
Erhohung durch CA und uber den NBC Kanal fuhrt zu einer intrazellularen pH-
Erhohung (Parrish et al.,, 1989; Zeng et al., 1996), einer Aktivierung der sAC
einhergehend mit einem Anstieg der cAMP-Konzentration (Chen et al., 2000; Litvin et
al., 2003; Okamura et al., 1985; Wennemuth et al., 2003b) und einer Aktivierung der
PKA. Durch die Phosphorylierung unterschiedlicher Zielproteine |0st die PKA
verschiedene Zellantworten aus (Harrison, 2004; Harrison und Miller, 2000; Nolan et
al., 2004; Visconti et al., 1995b) wie eine Zunahme der Schlagfrequenz durch die
Phosphorylierung von Dyneinketten innerhalb des Axonems (Harrison, 2004; Hess et
al.,, 2005; Nolan et al., 2004; Okamura et al.,, 1985; Salathe, 2007). Mittels
konventioneller Mikroskopie in Kombination mit hochfrequentem Imaging (Stop-
Motion Analyse) konnte ebenfalls eine Steigerung der Schlagfrequenz durch HCO3
und eine damit verbundene symmetrische, progressive Motilitdt der Spermatozoen
30 s nach HCOs-Kontakt nachgewiesen werden (Wennemuth et al., 2003b). HCO3s
fordert zusatzlich die Offnung spannungsabh&ngiger Ca?*-Kanale (Carlson et al.,
2007; Wennemuth et al, 2003b). Ein essentieller Ca?-Kanal ist der
spermienspezifische CatSper-Kanal (Navarro et al., 2008; Ren et al., 2001), der bei
Mausen, bei Menschen und Seeigeln im Hauptstick des Flagellums lokalisiert ist
(Chung et al., 2014; Seifert et al., 2015; Servin-Vences et al., 2012). Der Anstieg der
intrazellularen Ca?*-Konzentration aktiviert ebenfalls den sAC-Signalweg und fihrt zu
einer Zunahme der Schlagfrequenz (Carlson et al., 2007; Jaiswal und Conti, 2003;
Visconti et al., 1995b). Es ist bereits bekannt, dass Serumalbumin, Ca?*, HCO3 und
der pH-Wert essentielle Faktoren fir die Induktion der Hypermotilitat und der
Kapazitation sind (Visconti et al., 1995a; Visconti et al., 2002). Diese Faktoren fihren
zu einer gesteigerten Tyrosin-Phosphorylierung von Proteinen an der fibrésen Hille
des Flagellums, die einen Anstieg der Schlagfrequenz hervorrufen (Visconti et al.,
1995b) und durch den Efflux von Cholesterol aus der Zellmembran zu einer Induktion
der Hypermotilitat fihren (Jones et al., 2007; Shadan et al., 2004). Die Hypermotilitat
ist charakterisiert durch eine Frequenzzunahme des Flagellenschlags, durch eine
Verminderung der Amplitude, einer Steigerung der lateralen Auslenkungen des
Spermatozoenkopfs sowie durch eine nicht lineare Schwimmtrajektorie (Baldi et al.,
2000; de Lamirande et al., 1997).
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Nach Erreichen der Ampulle der Tuba uterina penetrieren die kapazitierten
Spermatozoen die um die Oozyte liegende Kumuluszellschicht und binden Uber
Oberflachenproteine an die ZP (Kapitel 3.4.2). In Maus und Mensch ist die
konservierte Domane ZP2514 fir die Bindung an die ZP verantwortlich (Avella et al.,
2014; Avella et al., 2016). Inoue und Kollegen wiesen bereits 2005 das
Rezeptorprotein Izumol auf der Spermatozoenmembran nach und konnten zeigen,
dass nach Deletion des Izumol Gens die murinen Bocke steril waren (Inoue et al.,
2005). Bianchi und Kollegen identifizierten zusatzlich den zum Izumol-Rezeptor
dazugehdrigen Liganden Juno auf der Oozytenmembran von Maus und Mensch
(Bianchi et al., 2014). Die Arbeitsgruppe konnte ebenfalls zeigen, dass weibliche
Mause ohne den Juno-Rezeptor infertil sind und dass die schnelle Abspaltung von
Juno vom Oolemma nach der Bindung eines Spermatozoons die Bindung weiterer
Spermatozoen (Polyspermie) verhindert (Bianchi et al., 2014; Bianchi und Wright,
2014). Andere Studien wiesen eine entscheidende Rolle von Cd9, einem
Oberflachenprotein der Oozyte, fir die Gametenfusion nach (Kaji et al., 2000; Le
Naour et al., 2000; Miyado et al., 2000).

In den letzten Jahren konnten mittels Microarrayanalysen (Quantifizierung der
Genexpression) (Amanai et al.,, 2006; Garrido et al., 2009), der selektiven
Genveranderung im Tiermodell (Knockout) (Chung et al., 2011; Wandernoth et al.,
2010) und der Etablierung von Einzelzellanalysen (z.B. Patch-Clamp und
Schlagformanalyse) (Carlson et al., 2009; Wennemuth et al., 2003b) grundlegende
Mechanismen der Signaltransduktion in Spermatozoen identifiziert werden. Das
Modell in Abbildung 8 fasst den beschriebenen, aktuellen Forschungsstand der

Signaltransduktion zusammen.
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Abbildung 8: Modell zur Signaltransduktion in Spermatozoen

Das Modell zeigt die grundlegenden Mechanismen der Signaltransduktion von humanen, murinen und
Seeigel-Spermatozoen. CatSper-Kanadle konnen entweder (ber Progesteron, dass von der
Kumuluszellschicht sezerniert wird oder Uber Alkalisierung des Spermatozoencytosols aktiviert
werden, wodurch der Ca?*-Einstrom initiiert wird. Guanylatzyklasen (GC) werden Uber Resact, dass
von der Oozyte sezerniert wird, aktiviert und bewirken iiber cGMP eine Offnung von Kalium-selektiven
zyklischen Nukleotid-gesteuerten Kanédlen (KCNG), die zur Hyperpolarisation der Membran und zur
Aktivierung des spermatozoenspezifischen Na*/H*-Austauschers (sNHE) fuhren. Der Na*/HCOs-
Kotransporter (NBC), der sNHE, der Hvl-Kanal und der ZP-Rezeptor, Uber einen G-Protein (GP)
gekoppelten Komplex, fordern die Alkalisierung des intrazellularen pH-Werts. Carboanhydrasen (CA)
regulieren durch ihre reversible Enzymreaktion zusatzlich die intrazellulare HCOs-Konzentration. Slo3
und Slol K*-Kanale werden durch die Alkalisierung aktiviert und bewirken eine Hyperpolarisation der
Membran. Seeigel Spermatozoen besitzen zusétzlich einen durch die Hyperpolarisation aktivierten
zyklischen Nukleotid-gesteuerten Kanal (HCN), der das Ruhemembranpotential wiederherstellt.
Sowohl Ca?* als auch HCOs~ stimulieren die l6sliche Adenylatzyklase (sAC) und bewirken eine
Erhohung des intrazellularen cAMP-Levels. sAC aktiviert die Proteinkinase A (PKA), wodurch
verschiedene Substrate, wie die Dyneinketten des Axonems, sowie die Protein-Tyrosin-Kinasen (PTK)
phosphoryliert werden. Die Phosphorylierung der Dyneinketten bewirkt eine Erhéhung der
Schlagfrequenz und die PTKs fuhren durch erhdhte Tyrosin-Phosphorylierungen (Tyr-P) zur Induktion
der Hyperaktivitdat (Hypermotilitdt), sowie zur Induktion der Akrosomreaktion. Die asymmetrische
Kanalverteilung von Hvl und CatSper bei humanen Spermatozoen scheint verantwortlich fir die
Rollbewegung zu sein. Die Fragezeichen bedeuten, dass es sich hierbei entweder um eine noch nicht
hinreichend untersuchte Annahme oder um in der Literatur kontrovers diskutierte
Forschungsergebnisse handelt. Der gestrichelte Pfeil verdeutlicht, dass bisher nur bei humanen
Spermatozoen eine Regulation des Slo3-Kanals durch die erhéhte intrazellulare Ca?*-Konzentration
gefunden werden konnte. Die spezies-spezifische Farbkodierung ist in der Legende dargestellt. Die
Abbildung wurde modifiziert nach (Kaupp und Strunker, 2017; Nishigaki et al., 2014).
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Bisherige Studien zum Signalweg, der die Bewegung kontrolliert, zum Aufbau des
Flagellums (Awata et al., 2015; Heuser et al., 2012a; Ounjai et al., 2012; Satir et al.,
2014), zum Spermatozoenschwimmverhalten (Babcock et al., 2014; Miki und
Clapham, 2013; Nosrati et al., 2015) und zur Flagellenbewegung (Brokaw, 2009,
2014; Friedrich et al., 2010; Lindemann und Lesich, 2010; Woolley, 2010), erfolgten
zweidimensional (Alvarez et al., 2012; Bohmer et al., 2005). Die erste Beschreibung
einer dreidimensionalen Spermatozoenbewegung erfolgte durch Jennings, der
zeigen konnte, dass Spermatozoen eine helikale Schwimmtrajektorie in 3D besitzen
(Jennings, 1901). Eine vielversprechende Erweiterung fur die Identifizierung von
Signalwegen, die die Bewegungsablaufe eines Spermatozoons wéahrend des
Fertilisierungsprozesses steuern, kann die Analyse der Spermatozoenbewegungen
bzw. des Spermatozoenschwanzschlages in 4D mittels Digital Holographischer
Mikroskopie ~ (DHM®)  unter  definierten Bedingungen  wéhrend  des

Fertilisierungsprozesses sein (Muschol et al., 2018).

3.6 4D Bewegungsanalysen mittels Digital Holografischer

Mikroskopie

Die Digital Holografische Mikroskopie (DHM®) wurde bereits flir Bewegungsanalysen
von Spermatozoen eingesetzt (Jikeli et al., 2015; Su et al., 2013; Su et al., 2016; Su
et al., 2012). Die Abbildung 9 zeigt einen schematischen Vergleich zwischen einer
Geschwindigkeitsanalyse in 2D, wie sie mit CASA durchgefuhrt werden kann, und
einer Analyse in 3D mittels DHM. Unter Einbezug der dritten Dimension kann, im
Vergleich zu zweidimensionalen Analysen, eine um den Faktor 2 hohere
Geschwindigkeit fur Spermatozoen ermittelt werden (Abbildung 9). Hiramoto und
Baba wiesen ebenfalls einen  Geschwindigkeitsunterschied  zwischen
freischwimmenden (3D Bewegung) und an einer Oberflache schwimmenden
Spermatozoen (2D Bewegung) nach (Hiramoto und Baba, 1978). Aufgrund dieser
Unterschiede postulieren Guerrero und Kollegen, dass eine dreidimensionale
Analyse der Flagellenbewegung, der Schwimmtrajektorie und der Chemotaxis
essentiell ist, um die Spermatozoenschwimmbewegung vollstandig zu verstehen
(Guerrero et al., 2011).
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Abbildung 9: Schematische Darstellung von 2D und 3D Analysen

A zeigt den zuriickgelegten Weg eines freischwimmenden murinen Spermatozoons in der XY-Ebene
(2D Analyse) (blauer Pfeil). Anhand der X- und Y-Koordinaten der Trajektorie wurde die zuriickgelegte
Strecke pro Zeiteinheit bestimmt. Mittels der 2D Daten, die beispielsweise mittels CASA gemessen
wurden, konnte fir das Spermatozoon eine Strecke von 70 um berechnet werden. In B ist der
zurickgelegte Weg des Spermatozoons aus A unter Berlcksichtigung der dritten Dimension
dargestellt (roter Pfeil). Nach Einbezug der dritten Dimension konnte eine Strecke von 150 pm
berechnet werden. Die Pfeile geben jeweils die Richtung der Schwimmbewegung an. Die 3D Analyse
ergibt eine um den Faktor 2,1 langere Strecke.

Allgemein ist die DHM ein Verfahren zur Erfassung von Wellenfeldern, das
Anwendung in der Biophotonik, in den Biowissenschaften und der Medizin findet.
Das Verfahren kann ebenfalls fir Topografiemessungen oder fiur Materialprifungen
verwendet werden (Emery et al., 2012; Sandras et al., 2009). Es handelt sich hierbei
um eine nicht-invasive, marker- und kontaktfreie hochauflosende Methode (Di Caprio
et al., 2015; Leach, 2011; Marquet et al., 2005). Das Mikroskopieverfahren basiert
technisch auf dem Prinzip der Holografie und wurde 1948 von Denis Gabor
entwickelt (Gabor, 1948a, b). Bei einer holografischen Aufnahme (Hologramm) wird
im Gegensatz zu herkdmmlichen mikroskopischen Verfahren neben der Intensitat
und der Frequenz des einfallenden Lichts zuséatzlich die Phase aufgenommen. Dabei
gibt die Phase die raumliche Position der Wellenfront als Funktion der Zeit wieder
(Halliday et al., 2009b). Der quantitative holografische Phasenkontrast ermdglicht es
Objekte in 3D darzustellen (Leach, 2011). Digital holografische Aufnahmen kdnnen
mittels eines Digital Holografischen Mikroskops erzeugt werden. Bei Analysen von
transparenten Objekten wird ein Transmissionsmikroskop basierend auf dem Prinzip
eines Mach—Zehnder Interferometers  verwendet. Hierbel geht die
Phasenveranderung auf den Probendurchgang zuriick (Marquet et al., 2005; Zernike,
1942a, b). Durch interferierendes Licht, das durch die Uberlagerung zweier
Teilstrahlen (Wellen) entsteht, wird ein Hologramm erzeugt (Cuche et al., 1999a;
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Cuche et al., 1999b). Ausgehend von einer koharenten, monochromatischen
Lichtquelle (Laser) wird der Strahl in einen Objektstrahl, der die Probe passiert, und
einen Referenzstrahl, der die Probe nicht durchlauft, aufgeteilt (Marquet et al., 2005).
Koharentes Licht liegt dann vor, wenn zwei Teilstrahlen bei gleicher Frequenz eine
konstante Phasendifferenz haben. (Halliday et al., 2009a). Die Teilstrahlen werden
nach dem Superpositionsprinzip auf einer Kamera Uberlagert, sodass ein der
Phaseninformation des  Objektstrahls  entsprechendes  zweidimensionales
Interferenzmuster entsteht (Halliday et al., 2009b; Schnars und Jueptner, 2005).
Dieses Muster entspricht dem Hologramm. Durch anschlieRende Beleuchtung des
Hologramms mit koh&rentem Licht, welches demjenigen entspricht, das bereits fur
die Aufnahme verwendet wurde, lasst sich eine vierdimensionale Darstellung der
Probe rekonstruieren. Die ersten ldeen fur eine computergestitzte Rekonstruktion
eines Hologramms wurden bereits 1967 von Godman und Lawrence (Goodman und
Lawrence, 1967) und 1972 von Kronrod und Kollegen (Kronrod et al., 1972)
entwickelt. Das erste vollstandig digitale Setup unter Verwendung einer CCD-
(charged-coupled device) Kamera wurde von Schnars und Juptner entwickelt
(Schnars und Juptner, 1994). Aktuell werden Rekonstruktionsmethoden verwendet,
die auf der Kalkulation des Fresnel'schen Beugungsmusters des Hologramms
basieren (Cuche et al.,, 1999b; Schnars und Jueptner, 2005). Bei der digitalen
Holografie kann zwischen einer on-axis (in-line) und einer off-axis Konfiguration
unterschieden werden. Bei der on-axis Konfiguration befindet sich das Objekt auf der
Achse zwischen der Strahlungsquelle (Laser) und der holografischen Schicht (CCD-
Kamera) (Abbildung 10). Der Laserstrahl trifft auf eine Aperturblende, wodurch es
zunachst zur Beugung des Lichtes kommt und anschlieBend die Probe beleuchtet
wird. Hierbei ist der Objektstrahl der Teil des einfallenden Lichts, der am Objekt
gestreut wird, wahrend der Teil des Lichts, der nicht gestreut wird, als Referenzstrahl
fungiert. Handelt es sich bei der Lichtquelle um koharentes Licht, ist eine
Aperturblende nicht nétig. Durch die Uberlagerung (Interferenz) der einzelnen
Teilstrahlen auf der CCD-Kamera wird ein Hologramm erzeugt, welches am
Computer numerisch rekonstruiert werden kann (Colomb et al., 2010; Gabor, 1948b;
Garcia-Sucerquia et al., 2006; Yu et al., 2014).



31

= | : ;
Lasel MO g Probe  CCD

Abbildung 10: Schematischer Aufbau eines Transmissionsmikroskops in der on-axis
Konfiguration

Bei einem Transmissionsmikroskop mit einer on-axis Konfiguration passiert der Laserstrahl zunachst
das Mikroskopobjektiv (MO) und trifft dann auf eine Aperturblende (AP), wodurch es zur Beugung des
Lichts kommt und anschlieRend die Probe beleuchtet wird. Der Objektstrahl ist der Teil des
einfallenden Lichts, der von der Probe gestreut wird, wéhrend der Teil des Lichts, der nicht gestreut
wird als Referenzstrahl fungiert. Durch die Interferenz der beiden Teilstrahlen entsteht ein Hologramm,
das von der charged-coupled device- (CCD) Kamera aufgenommen wird. Die Abbildung wurde
modifiziert nach (Yu et al., 2014).

Bei der off-axis Konfiguration hingegen liegen der Laserstrahl, die Probe und das
Hologramm nicht mehr auf einer Achse (Abbildung 11). Dies geschieht durch einen
Winkelversatz zwischen dem Objekt- und dem Referenzstrahl. Der Winkelversatz
entsteht durch die Positionierung eines Spiegels im Referenzarm, wodurch die
Referenzwelle die CCD-Kamera in einem spezifischen Einfallswinkel erreicht (Cuche
et al., 1999b). Die Verwendung der off-axis Konfiguration ermgglicht eine aus einem
einzigen Hologramm in Mikrosekunden ablaufende numerische Rekonstruktion der
3D Phasen- und Intensitatsbilder des zu analysierenden Objekts (Emery et al.,
2006). Abbildung 11 zeigt den schematischen Aufbau eines off-axis Digital

Holografischen Mikroskops.

s[4 ﬂl/s
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Abbildung 11: Schematischer Aufbau eines Transmissionsmikroskops in der off-axis
Konfiguration

Bei einem Transmissionsmikroskop mit einer off-axis Konfiguration wird der Laserstrahl durch einen
Strahlenteiler (ST) in einen Objektstrahl (O) und einen Referenzstrahl (R) geteilt. Der Objektstrahl
passiert die Probe und das Mikroskopobjektiv (MO). Der Referenzstrahl trifft auf einen Spiegel (S),
wodurch es zu einer Anderung des Einfallswinkels kommt. Nach der Uberlagerung der beiden
Teilstrahlen auf der CCD-Kamera entsteht ein Hologramm. L: Linse; Die Abbildung wurde modifiziert
nach (Colomb et al., 2007).
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Die ersten digital holografischen Aufnahmen von Spermatozoen gelangen Mico und
Kollegen durch die Verwendung eines Transmissionsmikroskops in der off-axis
Konfiguration (Mico et al., 2008). In der Reproduktionsforschung, insbesondere im
Bereich der Spermatozoenforschung, wird die DHM seitdem fir vierdimensionale
Analysen des Spermatozoenschwimmverhaltens sowie zur Analyse der
Spermatozoenmorphologie eingesetzt (Coppola et al., 2014; Crha et al., 2011; Di
Caprio et al., 2010; Dubey et al., 2019; Ferrara et al., 2015; Haifler et al., 2015;
Merola et al., 2013; Mirsky et al., 2016; Muschol et al., 2018).

Die DHM arbeitet marker- bzw. farbstofffrei, weswegen sie nicht invasiv ist, keine
aufwandige Probenvorbereitung erfordert und auch keine Probleme mit Phototoxizitat
oder Photobleaching hat (Di Caprio et al., 2015; Leach, 2011; Marquet et al., 2005).
Es konnen schnelle dynamische Prozesse beobachtet, aber auch
Langzeitmessungen durchgefuhrt werden (Pan et al., 2012). In dieser Arbeit wurde
die DHM verwendet, um erstmals die Flagellenbewegung in 4D und das
Schwimmverhalten von freischwimmenden murinen Spermatozoen zu untersuchen
sowie um potentielle Anderungen nach Kontakt mit dem Zona pellucida Protein 2
(ZP2) oder in raumlicher Nahe zur Oozyte bzw. zur Oozyte mit Kumuluszellschicht zu

detektieren.
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4 Zielsetzung

Da Veranderungen der Spermatozoenmotilitét bis hin zur Immotilitat Grinde fur die
mannliche Infertilitat sein konnen, wurden Dbereits viele Studien zum
Schwimmverhalten (Babcock et al., 2014; Miki und Clapham, 2013; Nosrati et al.,
2015) und zur Flagellenbewegung (Brokaw, 2009, 2014; Friedrich et al., 2010;
Lindemann und Lesich, 2010; Woolley, 2010) durchgefuhrt. Trotz dieser essentiellen
Erkenntnisse ist die Spermatozoenbewegung noch nicht vollstandig charakterisiert
und ihre Rolle bei der Befruchtung der Oozyte nicht geklart.

In Vorarbeiten konnte bereits in 2D gezeigt werden, dass das Schwimmverhalten,
sowie dessen Anderung wichtige Selektionsmechanismen sind (Babcock et al.,
2014). Ziel dieser Arbeit war es daher, aufbauend auf den 2D Analysen, die murine
Spermatozoenbewegung in definierten Fertilisationszustdnden (nicht kapazitiert,
kapazitiert) und nach Kontakt zum muZP2 Glykoprotein sowie in rAumlicher N&he zur
Oozyte bzw. zur Kumuluszellschicht in 4D zu untersuchen, um neue Erkenntnisse
zum biologischen Grundverstandnis der Spermatozoenbewegung, insbesondere der
Flagellenbewegung, zu erhalten. Dafur sollte die Digital Holografische Mikroskopie
(DHM) etabliert werden, mit der sowohl ein Kopf-Tracking als auch eine
Flagellenanalyse in 4D durchgefiihrt werden konnte. Zusatzlich sollte die Chiralitat
der gesamten Schwimmtrajektorie mittels Procrustesanalysen untersucht werden. Im
Anschluss sollte die DHM ebenfalls fur dreidimensionale Geschwindigkeitsanalysen
etabliert werden. AnschlieBend sollte ein Einfluss der Oozyte bzw. der
Kumuluszellschicht auf die Schwimmbewegung muriner unkapazitierter und
kapazitierter Spermatozoen in 4D analysiert werden. Diese Analyse sollte einen
Aufschluss dariber geben, ob die raumliche Nahe der Spermatozoen zur Oozyte
bzw. zur Kumuluszellschicht durch deren Abgabe von Signalmolekilen die
vierdimensionale Bewegung direkt beeinflussen kann. AbschlieRend sollte anhand
von digital holografischen Aufnahmen untersucht werden, ob die Bindung
kapazitierter Spermatozoen an das Zona pellucida Glykoprotein 2 (ZP2) eine
Veranderung in der Spermatozoenschwimmbewegung und in der Chiralitat der
Schwimmtrajektorie bewirkt. Diese Versuche sollten neue Erkenntnisse tber die kurz
vor der Befruchtung stattfindenden vierdimensionalen Bewegungsmuster muriner
kapazitierter Spermatozoen liefern und zu einem besseren Verstandnis des
Penetrationsvorgangs durch die Zona pellucida, als Voraussetzung fir eine

erfolgreiche Fertilisation, beitragen.
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5 Fragestellung

1. Wie st die vierdimensionale Schwimmbewegung, insbesondere die
Bewegung des Flagellums muriner Spermatozoen charakterisiert und welche

Faktoren kénnten zu einer Anderung der Bewegung fiihren?

2. Welchen Einfluss hat der Vorgang der Kapazitation durch die dabei
stattfindenden Anderungen des intrazellularen lonenmilieus fur die

vierdimensionale Bewegung muriner Spermatozoen?

3. Flhrt die Bindung an das murine Zona pellucida Glykoprotein 2 (ZP2) zu

Bewegungséanderungen bei murinen kapazitierten Spermatozoen?

4. Bewirkt die Bindung an ZP2 eine signifikante Anderung der Chiralitat der

Schwimmtrajektorie?

5. Beeinflusst die raumliche N&he zur Oozyte bzw. zur Oozyte mit
Kumuluszellschicht mdglicherweise durch Abgabe von Signalmolekilen die
vierdimensionale Bewegung von murinen unkapazitierten und kapazitierten

Spermatozoen?



6 Material

6.1 Gerate

Tabelle 1: Gerate
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Firma

Geréate

B-Braun Biotech International, Melsungen,
Deutschland

Schttler “Certomat®”

Bandelin, Berlin, Deutschland

Ultraschall-Homogenisator ,Sonnoplus HD
2070¢

Becton Dickinson + CellQuestPro™,
Heidelberg, Deutschland

FACSCalibur
FACS Rohrchen

Biometra, Analytik Jena, Jena,
Deutschland

PCR-Cycler ,T3000 Thermocycler®

BioRad, Hercules, USA

Blotkammer ,Mini Trans-Blot® Cell

Chemilumineszenz-Detektionssystem
,ChemiDoc™ Imaging System*

Electrophoresis PowerPac™ Basic
Gelelektrophorese-Kammer ,Sub-cell® GT*
PAGE-Gelkammer

Real-Time PCR-Detektionssystem, ,iQ™5”

Cell Signaling Technology, Frankfurt am
Main, Deutschland

Magnetisches Separationsgestell (6-tube
magnetic separation rack)

Ehret, Emmerdingen, Deutschland

Sterilbank BioSafe 2

Eppendorf, Hamburg, Deutschland

Heizblock ThermosStat plus
Mehrkanalpipette
Multipipette plus
BioPhotometer (Typ 6131)
Pipetten

Eppendorf centrifuge 5415D
Eppendorf centrifuge 5415R

Gontgen Wagetechnik GmbH, Bottrop,
Deutschland

Waage ,Galaxy® 400“, OHAUS®

Heraeus, Hanau, Deutschland

Brutschrank ,Hera cell 240

Hirschmann®, Neckartenzlingen,
Deutschland

Pipetus®

Imaging Solutions, Ehingen, Deutschland

MotionScope M3-mono fast speed Kamera

Innovatis, Omni life Science, Bremen,
Deutschland

Zellzahlgerat CASY™-Counter ,Model TT*
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Intas, Gottingen, Deutschland

UV-Dokumentation ,UV Systeme*

ISMATEC®

Peristaltikpumpe Reglo Digital (ISM834C)

Kern, Balingen-Frommern, Deutschland

Analysenwaage (ABS-N/ABJ-NM)

Lab Logistic Group Labware, Meckenheim,
Deutschland

Uberkopfschuttler LLG uniRotator2

Leitz, Leica, Wetzlar, Deutschland

Mikrokop ,Labovert FS*

Liebherr, Biberbeach an der RiR,
Deutschland

Gefrierschrank (-20°C)

Lyncée tec, Lausanne, Schweiz

Digital Holographisches Mikroskop

Marienfeld, Lauda-Kodnigshofen,
Deutschland

Neubauer-Zahlkammer

Medax Nagel GmbH, Neumunster,
Deutschland

Warmeplatte (Typ SP13)

Merck Millipore Ltd., Darmstadt,
Deutschland

Millex®-GV (0,22 uM)

Mettler Toledo, Zirich, Schweiz

pH-Messgerat (SevenCompact™)

Minitib GmbH, Tiefenbach, Deutschland

Minitube HAT 50

Molecular Devices, Kalifornien, USA

FlexStation® 3 Benchtop Multi-Mode
Microplate Reader

Nalgene™, Themo Fisher Scientific,
Oberhausen, Deutschland

Kryo 1°C Freezing conainer

Nikon, Tokio, Japan

Inverses Lichtmikroskop (Diaphot 300)
Stereomikroskop (SMZ1270/1270)

NuAire, Minnesota, USA

Sterilbank NU-425-400E

Oehmen Labortechnik, Essen,
Deutschland

Wasserbad GFL

Okolab, Pozzuoli, Italien

T-Controller
Warmeplatte

Olympus Deutschland GmbH, Hamburg,
Deutschland

Mikroskop ,,Olympus CX41“

PHC Europe B.V. Etten-Leur, Niederlande

Brutschrank (MCO-SAC-PE)

Scientific Industries™, Bohemia, USA

VortexGenie 2

Sefi-Medical Instruments Ltd., Haifa, Israel

CASA Zahlkammer (Counting chamber
Makler®)

Sigma Aldrich, Hamburg, Deutschland

Hettich® Rotina 38/38R

Stuart Scientific, Staffordshire. UK

Rotator SB2

Tecan, Mannedorf, Schweiz

ELISA Photometer (Sunrise)
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Thermo Fisher Scientific, Oberhausen,
Deutschland

ELISA-Platten (Cliniplate 96 Well)
Brutschrank (Hera cell 150i CO2 Incubator)
TPP™ Filter 99255 (PorengroRe 0,22 pum)
Heraeus Multifuge 3SR+

Gefrierschrank Forma -86°C ULT Freezer

Thermo Scientific, Vantaa, Finnland

96-Well-Platte (Cliniplate)

Tokai Hit, Bala Cynwyd, USA

Mikroskop-Inkubationssystem

VWR, Radnor, USA

Stickstofftank BSF750

Zeiss, Oberkochen, Deutschland

Kaltlichtquelle (KL200)
Stereomikroskop (Stemi 2000-C)

6.2 Chemikalien, Materialien und Reagenzien

Tabelle 2: Chemikalien, Materialien und Reagenzien

Firma

Chemikalien/ Materialien/ Reagenzien

AppliChem, Darmstadt, Deutschland

Acrylamid-(30%)/ Bisacrylamidlésung (37,5:1)
DEPC Wasser

Glycerin

Glycerol anhydrous

Glycin

Nitrocellulose Transfermembran
Schwefelsaure

Tricin

Triton X-100

Biochrom, Darmstadt, Deutschland

ISF-1 (Iscove’s Medium und Ham’s F-12
(1:1))

Biotium, Fremont, USA

GelRed™ Nucleic Acid Gel Stain

Biozym, Oldendorf Deutschland

Agarose

GE Healthcare, Little Chalfont, UK

His Mag Sepharose™ Ni Beads

HiTrap™ Protein G HP-Saule

Protein G Sepharose™ High Performance
Whatman™ Filterpapier

Henry Schein, Dublin, Ohio

Isothesia®

Intervet/MSD, Unterschleissheim,
Deutschland

human Chorionic Gonadotropine (hCG)

Pregnant mare’s serum gonadotropine
(PMSG)




InvivoGen, Toulouse, Frankreich
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Zeocin™

Leja Products B.V., GN Nieuw Vennep,
Niederlande

Leja Messkammer

Life Technologies (Gibco), Oberhausen,
Deutschland

DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle Medium)

DPBS (Dulbecco’s Phosphate Buffered
Saline)

Fotales Kalberserum (FCS)
Penicillin/Streptomycin (10.000 U/ml / 10.000

Hg/ml)
RPMI 1640 Medium

Trypsin/EDTA

Merck, Darmstadt, Deutschland

Ammoniumpersulfat (APS)

Chloroform
Dinatriumhydrogenphosphat (NazHPOa)
Geneticin (G418)

Kaliumchlorid (KCI)

Natriumchlorid (NaCl)
Natriumdihydrogenphosphat (NaH2POa)
PonceauS™

Saccharose
Tris-(hydroxymethyl)-aminomethan (Tris)
Tween 20

Novagen, Darmstadt, Deutschland

Isopropylthiogalactosid (IPTG)

Pan-Biotech, Aidenbach, Deutschland

Bovines Serumalbumin (BSA)

Qiagen, Hilden, Deutschland

Ni NTA Agarose
Polyfect® Transfektionsreagenz

Roth, Karlsruhe, Deutschland

Ampicillin

Calciumchlorid
Dialyseschlauch (Porengréf3e 15,9 mm)
Dimethylsulfoxid (DMSO)
HEPES

LB-Agar

LB-Medium
Magnesiumchlorid
3-Mercapto-1,2-propandiol
Milchpulver
Natriumhydroxid (NaOH)
Tris-HCI

Trypton

X-Gal



Sartorius Stedim Lab Ltd., Stonehouse,
UK

Vivaspin® Turbo 4 Ultrafiltrationssaulen
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Sigma-Aldrich, Hamburg, Deutschland

Bromphenolblau
Bovine Serumalbumin (BSA)
Ethanol

Fotales Kalberserum (FCS) Aktivkohle
behandelt

Glukose

Imidazol
Isopropanol
Natriumbikarbonat

Natriumdodecylsulfat (Sodium dodecyl
sulfate, SDS)

Natriumphosphat (NasPQOa)
Pentoxifyllin

Sodiumphosphat

Sodium Pyruvat

Sodium DL-Laktat Lésung
Tetramethylethylendiamin (TEMED)

World Precision Instruments, Friedberg,
Deutschland

6.3 Puffer und Losungen

Puffer/ Losung

FlouroDish™

Komponenten

Anodenpuffer (pH 8,9)

0,2 M Tris

Bindepuffer (pH 7,0)

20 mM Sodiumphosphat

Bindepuffer (pH 7,5) (pH 7)

100 mM NasPOa4 (pH 8), 2,5 M NaCl, 150 mM Imidazol

Blockierlosungen

- 5% BSA in TBST
-2,5% BSA in TBST

Blotpuffer

133 mM Glycin ; 12 mM Tris (pH 8,4)

CASYton (51; pH 7,3-7,4)

0,68 M NaCl, 6,5 mM EDTA, 27 mM KCI, 7,9 mM
NaH2PO4 (Monohydrat), 77 mM Na2HPOa4
(Heptahydrat), 35,7 mM NaF

dNTPs

je 10 mM dATP, dCTP, dGTP, dTTP

DNA-Ladepuffer (10x)

EDTA

10 % (w/v) SDS; Glycerin; Bromphenolblau; 0,5 M



Elutionspuffer (pH 2,7)
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0,1 M Glycin-HCL

Elutionspuffer (pH 7,2)

20 mM NasPOa (pH 8), 500 mM NacCl, 1 M Imidazol
(pH 7)

FACS-Puffer

20 ml DPBS, 10 ml RPMI, 3% FCS

Gelpuffer (pH 8,45)

0,3% SDS; 3 M Tris-Hcl

HEPES-Saline Puffer (HS)
(pH 7,4)

135 mM NaCl, 5 mM KCI, 2 mM CaClz, 1 mM MgClz,
20 mM Hepes, 5 mM Glucose, 10 mM DL-Laktat, 10
mM Pyruvat

HEPES-Saline- Bikarbonat
Puffer (HSB) (pH 7,4)

135 mM NaCl, 5 mM KCI, 2 mM CacClz, 1 mM MgClz,
20 mM Hepes, 5 mM Glucose, 10 mM DL-Laktat, 10
mM Pyruvat, 15 mM NaHCOs

Kapazitationspuffer (pH 7,4)

135 mM NaCl, 5 mM KCI, 2 mM CaClz, 1 mM MgClz,
20 mM Hepes, 5 mM Glucose, 10 mM DL-Laktat, 10
mM Pyruvat, 15 mM NaHCOs", 5% BSA, 0,3 mM
Pentoxifyllin

Kathodenpuffer (pH 8,3)

0,1 M Tricin; 0,1% SDS; 0,1 M Tris-HCI

Laemmli-Puffer

500 mM Tris-HCI (pH 6,8), 15% (v/v) Glycerol, 15%
(w/v) SDS, 0,125 % Bromphenolblau

Magnesiumsalzldsung (2 M)

1 M MgClz; 1 M MgSO4

Sammelgel

0,25 ml Acrylamid; 0,39 ml Gelpuffer; 0,9 ml VE-
Wasser; 12,5 ul APS; 1,25 ul Temed

2X Sample-Buffer

130 mM Tris Hcl (pH 6,8); 6 % (w/v) SDS; 10 % (v/v)
3-Mercapto-1,2-propandiol; 10 % (w/v) Glycerin

2X Sample-Buffer (blue)

130 mM Tris Hcl (pH 6,8); 6 % (w/v) SDS; 10 % (v/v)
3-Mercapto-1,2-propandiol; 10 % (w/v) Glycerin;
(+0,05 % (w/v) Bromphenolblau)

SOB-Medium

20 g/l Trypton, 5 g/l Hefeextrakt; 0,6 g/l NaCl; 0,2 g/
KCL

SOC-Komplexmedium

1 L SOB-Medium; je 10 ml/l 2M Glukoselésung + 2M
Magnesiumsalzlésung

STET-Puffer

10 mM Tris (pH 8,0); 50 mM EDTA (pH 8,0); 0,5%
(v/v) Triton X-100; 8% (v/v) Saccharose;

5x TBE (pH 8,4)

54 g/l Tris; 27,5 g/l Borsaure; 2,9 g/l EDTA

10x TBS (pH 7,6)

24,2 g/l Tris-HCI; 80,1 g/l NaCl

TBS-T

100 ml TBS (pH 7,6); 1 ml Tween 20; ad 1 L mit VE-
Wasser

Trenngel (9%)

1,5 ml Acrylamid; 1,66 ml Gelpuffer; 1,33 ml VE-
Wasser; 0,5 ml Glycerin; 25 ul APS; 2,5 pl Temed

Waschpuffer (pH 7,5)

20 mM NasPO4 (pH 8), 500 mM NacCl, 30 mM Imidazol
(pH 7)
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Firma

Amersham™ ECL Prime Western
Blotting Detection Reagent

GE Healthcare, Solingen, Deutschland

High Capacity cDNA Reverse
Transcription Kit

Applied Biosystems, Thermo Fisher
Scientific, Oberhausen, Deutschland

Monarch® DNA Gel Extraction Kit

New England Biolabs, Ipswich, USA

NucleoBond® PC100 DNA, RNA and
protein purification

Macherey Nagel, Duren, Deutschland

pegqGOLD RNA Pure™

VWR, Radnor, USA

PGEM®-T Vector Systems

Promega, Madison, USA

Pierce™ BCA Protein Assay Kit

Thermo Fisher Scientific, Oberhausen,
Deutschland

PureLink™ Genomic DNA Mini Kit

Life Technologies (Gibco), Thermo
Fisher Scientific, Oberhausen,
Deutschland

USB® VeriQuest® SYBR® Green qPCR
Master Mix (2X)

Affymetric, Thermo Fisher Scientific,
Oberhausen, Deutschland
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6.5 GrofRenstandards
Der Molekulargewichtsstandard GeneRuler 100bp Plus DNA Ladder der Firma

Thermo Scientific wurde fir die Auswertung der elektrophoretisch aufgetrennten
DNA-Fragmente verwendet (Abbildung 12).

Abbildung 12: 100 bp Plus DNA Leiter (Thermo Scientific)

Das Molekulargewicht von Proteinen wurde mittels des Protein Markers VI (10-245)

prestained der Firma AppliChem bestimmt (Abbildung 13).

1 kDa

~245
~180
~135

~100

Abbildung 13: Protein Marker VI (10-245) prestained (AppliChem)
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Firma

Alkalische Phosphatase FastAP

Thermo Fisher Scientific, Oberhausen,
Deutschland

DNAse | (amplification grade)

Thermo Fisher Scientific, Oberhausen,
Deutschland

GoTag® DNA Polymerase

Promega, Madison, USA

Hyaluronidase

Sigma-Aldrich, Hamburg, Deutschland

Lysozym aus Huhnereiweil3

Sigma-Aldrich, Hamburg, Deutschland

Restriktionsendonuklease
FastDigest ECORV

FastDigest Nhel

Thermo Fisher Scientific, Oberhausen,
Deutschland

T4 DNA-Ligase

6.7 Antikorper

Tabelle 3: Primarantikorper

New England Biolabs, Ipswich, USA

Spezifitat Organismus Elnggsetzte Hersteller
Verdinnung
a-p-Akin | Maus Monoclonal | 1:20.000 | Slgma-Aldrich, Hamburg,
Deutschland
Eigenherstellung mittels
a-N-terminal ) der Zelllinie CRL-2463™
ZP2-Protein Ratte Monoclonal | 1:1000 (ATCC®, Manassas,
USA)
Immuno Tools,
a-CD34 Ratte Monoclonal | 1:200 Friesoythe, Deutschland
(Klon MEC14.7)
Merck Millipore Ltd.,
a-p-Tyr Maus Monoclonal | 1:1000 Darmstadt, Deutschland
(Klon 4G10)




Tabelle 4: Sekundéarantikorper

Eingesetzte
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Spezifitat Konjugat verdiinnung Hersteller
. . . ) Thermo Fisher Scientific,
Ziege-a-Ratte Meerrettichperoxidase | 1:10.000 Oberhausen, Deutschland
Ziege-a-Maus | FITC 1:50 Jackson Immuno Research,
London, England
Ziege-a-Hase EITC 1:50 Jackson Immuno Research,

6.8 Plasmide

6.8.1 pGEM®-T Vektor

London, England

In dieser Arbeit wurde wahrend der Klonierung der linearisierte pGEM®-T Vektor

(Promega) als Zwischenvektor verwendet (Abbildung 14). Der pGEM®-T Vektor

besitzt 3--T-Uberhange, die sich an die 3'-A-Uberhénge des Inserts anlagern und so

die Ligationseffizienz erhéhen. Zusatzlich enthalt der Vektor ein Resistenzgen gegen

Ampicillin und das LacZ-Gen, welches fir die Blau-Weil3-Selektion benotigt wird.

Abbildung 14: pGEM®-T Vektorkarte (Promega)
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Ncol 37
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Notl 62
BstZI 62
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BstXI 103
Nsil 112
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6.8.2 pFUSE-hIgG1-Fc2 Vektor

Der Expressionsvektor pFUSE-hIgG1-Fc2 (Invivogen) wurde fir die Expression des
zu untersuchenden murinen Zona pellucida Proteins 2 (ZP2) in der Zelllinie
HEK239T verwendet (Abbildung 15). Die verstarkte Expression wird durch den im
Expressionsvektor enthaltenen SV40-Promotor gewahrleistet. Die Selektion
transformierter Bakterien erfolgte Uber eine Zeocin™-Resistenz. Die im Vektor
enthaltene IL-2 Sequenz diente der Sekretion des Proteins aus den Zellen in den

Zellkulturtberstand.

Sgfl (11)

NotI (4031).
Swal (4023)
Pacl (4015)

Pvall (242)
HindIIl (246)

hEF1-HTLV prom

IL2ss

EcoRI (626)
EcoRV (634)
Neol (640)
Bglll (648)

%

BspHI (745)
BspLU11I (3281)
Pacl (3275)
Sdal (3268)§
Pstl (3268) hlgG1 Fe
pFUSE-hIgG1-Fc2

CMV enh (4194 bp) -Smal (1056)

P Nhel (1340)

Spel (2852)

BspEI (2745) Hpal (1480)

Asel (1577)

Smal (2275) va 10

—
Abbildung 15: pFUSE Vektorkarte (Invivogen)
Die Tabelle 5 zeigt das klonierte pFUSE-Plasmid.
Tabelle 5: pFUSE-Plasmid
Plasmid GroRe | Schnittstellen | Beschreibung Aminosauren

Basen 187-684 der
pFUSE_muzP2 | 497 bp | EcoRV / Nhel | Wildtypsequenz von | 35-149
muZP2
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6.9 Zelllinien und Kulturmedien

6.9.1 CRL-2463™

CRL-2463™ (ATCC®) ist eine Hybridomazelllinie, die einen gegen das murine Zona
pellucida Glykoprotein 2 (Aminoséure 114-129) spezifischen Antikorper (IE-3)
produziert. Die Generierung der Zelllinie erfolgte nach dem Prinzip der Hybridoma-
Technik (Kéhler und Mielstein, 1975). Dabei wurden Milzzellen mit Sp2/0 murinen
Myelomazellen fusioniert. CRL-2463™ Zellen wurden bei der Firma American Type
Culture Collection (ATCC®/LGC Standards GmbH) erworben und im Dulbecco’s
Modified Eagle Medium (DMEM) der Firma Gibco® (Life Technologies, Thermo
Fisher Scientific) kultiviert. Das DMEM wurde mit folgenden Zusatzen versetzt:
10 mM HEPES, 0.15 mg/ml Oxaloacetat, 0.05 mg/ml Pyruvat, 0.0082 mg/ml bovines
Insulin and 0.05 mM 2-Mercaptoethanol, 20% hitze-inaktiviertes, fotales Kalberserum
(FKS) (Life Technologies (Gibco)). Nach einer Adaptationszeit von einer Woche in
dem vom Hersteller empfohlenen, oben beschriebenen DMEM-Medium, wurden die
Zellen in Iscove’s Medium und Ham’s F-12- (ISF1)-Medium (Biochrom) uberfihrt.
Dabei handelt es sich um ein serumfreies Medium, das fur Hybridomakulturen
standardmaflig benutzt wird. Das serumfreie Medium diente dazu, IgG-
Verunreinigungen zu verhindern, wodurch die Spezifitit des Antikdrpers
gewaéhrleistet wurde. Des Weiteren wurde dadurch eine genauere
Proteinbestimmung des Antikdrpers ermdglicht.

6.9.2 HEK293T Zellen

Die HEK293T Zelllinie ist eine humane, epitheliale, embryonale Nierenzelllinie, die
das SV40 T-Antigen enthalt. Dadurch ist sie in der Lage Vektoren zu replizieren, die
die SV40 Replikationsregion besitzen. HEK293T Zellen wurden bei der Firma
American Type Culture Collection (ATCC®/LGC Standards GmbH) erworben und im
DMEM der Firma Gibco® (Life Technologies, Thermo Fisher Scientific) kultiviert. Die
Kultivierung erfolgte bei einer Passage zwischen 20 und 50. Das DMEM wurde
zuséatzlich mit 10% FKS und mit 1% einer Penicillin/Streptomycin-Losung der Firma
Gibco versetzt. Die Selektion von transfizierten HEK293T Zellen erfolgte durch die

Verwendung von 350 pg/ml Zeocin™ (Invivogen).
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6.10 Bakterienstamme

In dieser Arbeit wurde fur die Amplifikation von Plasmid-DNA und die Blau-Weil3-
Selektion der chemisch-kompetente E.coli Stamm DH5a verwendet. Die Induktion
der Kompetenz mittels der Rubidium-Chlorid-Methode nach Kushner (Kushner,
1978) erfolgte bereits in Vorarbeiten. Die Bakterienzellen wurden auf LB-Agar (Roth)
Platten oder in LB-Medium (Roth) kultiviert. Durch die Verwendung von Ampicillin
(100 pg/ml) (Roth) oder Zeocin™ (25 pg/ml) (Invivogen), konnten die jeweiligen

Bakterienstamme selektioniert werden.

6.11 Oligonukleotide

In der Tabelle 6 sind die fur die Herstellung der pFUSE-higG1-Fc2-
Expressionsvektoren verwendeten Oligonukleotide und die Oligonukleotide fur die
Analyse der Genexpression mittels gRT-PCR dargestellt. Die Schnittstellen der

Restriktionsendonukleasen innerhalb der Oligonukleotidsequenz sind unterstrichen.

Tabelle 6: Oligonukleotide

Bezeichnung Sequenz

5'pFUSE_muZP2_EcoRV 5-GATATCCGTAAGCCTTCCTCAGTCCGA-3
3'‘pFUSE_muZP2_Nhel 5-GCTAGCTTAATGGTGATGGTGATGGTG-3’
5'muzP2_gRT-Primer 5-CTTCCTCAGTCCGAGAATCCTGC-3
3'muzP2_gRT-Primer 5-CGTAAGGGAACTTCAGGACGAACC-3’

6.12 Software

Software Firma/URL

CellQuestPro™ Version 6 Becton Dickinson, Franklin Lakes, USA

FastPCR PrimerDigital, Helsinki, Finnland

GraphPad Prism 7 GraphPad Software, Inc., La Jolla, USA

IgorPro™ Version 6.36 Wavemetrics, Lake Oswego OR, USA

ImageJ 1.50i National Institute of Health, Washington DC., USA
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Image Lab™ Touch Software

version 2.3.0.07 BioRad, Hercules, USA

Image Reader LAS-3000 Fujifilm, Tokio, Japan

Koala Version 6 Lyncée Tec., Lausanne, Schweiz

'e\s/!ifjo(a_?sab CASA (Version Medical Technology GmbH, Erlangen, Deutschland
Microsoft Office 2010 Microsoft, Redmon, USA

MotionStudio 64 Software Imaging Solutions, Ehingen, Deutschland

NCBI (National Center Of

Biotechnology Information) www.nchbi.nim.nih.gov/Entrez, Bethesda, USA

Spyder (Pyton 2.7) Offentlich zuganglich
SoftMax Pro 7.0.3 Molecular Devices, Kalifornien, USA
Universal ProbeLibrary Roche Molecular Systems, Inc., Basel, Schweiz

6.13 Versuchstiere

Fir die Versuche wurden 4-6 Wochen alte weibliche und 22-24 g schwere mannliche
NMRI Méause (Charles River) verwendet. Die Versuchstiere wurden im Zentralen
Tierlabor des Universitatsklinikums Essen unter kontrollierten Bedingungen
(Temperatur 22°C + 1°C, Luftfeuchtigkeit 55% + 10%) in pathogenfreier Umgebung
mit reguliertem Tag-/Nachtrhythmus (12 h/12 h) gehalten. Unbegrenzter Zugang zu
Nahrung und Wasser war stets gegeben. Es wurden ausschlief3lich der Richtlinien
entsprechende autoklavierte Kafige mit separatem Bellftungssystem verwendet. Alle
durchgefiihrten Eingriffe wurden in Ubereinstimmung mit den Gesetzen der
Bundesrepublik Deutschland sowie des Landes Nordrhein-Westfalen durchgefuhrt
(LANUV, AZ84-2.4.17.A133).
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7 Methoden

7.1 Keimzellen

7.1.1 Keimzellpraparation

7.1.1.1 Murine Spermatozoenpraparation
(Wennemuth et al., 2000; Westenbroek und Babcock, 1999)

Die Gewinnung muriner Spermatozoen erfolgte nach dem sogenannten ,swim-out"
Verfahren. Dafiur wurden die NMRI Mause (Charles River Labs) zunachst mittels
Isofluran (Isothesia®, Henry Schein) betaubt und durch zervikale Dislokation getotet.
Der Ductus epididymidis und der Ductus deferens wurden prépariert, in HS-Puffer
gewaschen und in eine Petrischale mit HSB-Puffer tberfuhrt. Der Ductus deferens
wurde ausgestrichen und der Ductus epididymidis mehrmals mit einer Schere
eingeschnitten. Das Ausschwimmen der Spermatozoen erfolgte wéahrend einer
15-mindtige Inkubationszeit im Brutschrank bei 37°C und 5% CO:2. AnschlieRend
wurde die Spermatozoensuspension in zwei 1,5 ml Eppendorfgefal3e tberfuhrt und
bei 1.800 rpm fur 5 Min zentrifugiert. Dieser Waschschritt wurde zweimal
durchgeflihrt. Das Pellet wurde in 1 ml HS-Puffer resuspendiert und bis zur Messung

in einem 50 ml Probengefal® gelagert.
7.1.1.2 Humane Spermatozoenpraparation

Die Gewinnung humaner Spermatozoen aus dem Ejakulat erfolgte nach dem
sogenannten ,swim-up“ Verfahren. Bei diesem Verfahren wird 1 ml Ejakulat unter
4 ml HS-Puffer pipettiert. Daftir wurde eine 1000 ul Gilson-Pipette verwendet, bei der
die Pipettenspitze mit einer Schere entfernt wurde. Diese Methode erleichtert das
Pipettieren des viskésen Ejakulats und reduziert die Scherkrafte, die bei dem
Pipettiervorgang auf die Spermatozoen wirken. Wahrend einer einstindigen
Inkubation bei 37°C und 5% CO2 im Brutschrank, schwammen die Spermatozoen
aus der Ejakulatsschicht in den HS-Puffer. Durch die Abnahme des HS-Puffer-
haltigen Uberstands konnten die humanen Spermatozoen aus dem Ejakulat
gewonnen werden. Bis zur Durchfihrung des Versuchs wurde die Probe bei RT

gelagert.
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7.1.1.3 Zellzahlung

Die Zellkonzentration der Spermatozoensuspension wurde mittels Neubauer-
Zahlkammer (Marienfeld) bestimmt. Dazu wurden 10 pl der
Spermatozoensuspension in die Zahlkammer pipettiert und die motilen
Spermatozoen aus vier GroRquadraten (Eckquadraten) gezahlt. Anschlielend wurde
der Mittelwert bestimmt und mit dem Kehrwert des Produkts aus Quadratflache
(1 mm?) und definierter Kammerhohe (0,1 mm) multipliziert. Das Ergebnis ergibt die
Zellzahl pro Mikroliter.

7.1.1.4 Superovulation und Oozytenpraparation

Der Begriff der Superovulation bezeichnet die Erhdhung der Ausbeute an Oozyten
mittels Applikation von Hormonpraparaten. Den 6-8 Wochen alten murinen NMRI
Weibchen wurden 10 Injektionseinheiten (IE) PMSG (,Pregnant mare’s serum
gonadotropine®) intraperitoneal (i.p.) injiziert. PMSG dient der Stimulation der
Follikelreifung. Die Induktion der Ovulation erfolgte nach 48 h durch die Injektion von
10 IE hCG (,human Chorionic Gonadotropine®). Zirka 13 h nach hCG-Injektion
erfolgte die Ovulation, die gekennzeichnet ist durch die Ausbildung einer im Eileiter
befindlichen Ampulle. In der Ampulle liegen die Kumulus-Oozytenkomplexe (KOK).
Fur die Oozytenpraparation wurden die weiblichen NMRI Mause 15 h nach hCG-
Injektion mit Isofluran (Isothesia®, Henry Schein) betaubt und mittels zervikaler
Dislokation getodtet. Zunachst wurden die Ovidukte unter einem Binokular aus den
Mausen prapariert und in 1 ml vorgewarmtes Isolationsmedium (M2 Medium)
Uberfuhrt. Die Ampulle wurde anschlieRend aufgerissen, sodass die KOKs freigesetzt
wurden. Die Kumuluszellen wurden durch Inkubation der KOKs fur 3-5 Min in einem
Tropfen M2 Medium mit Hyaluronidase (10 mg/ml) verdaut. Anschlieend wurden die
Oozyten in mehreren Tropfen M2 Medium gewaschen. Die gesamte Praparation
erfolgte auf einer 37°C Warmeplatte. Fur die zellbiologischen Messungen wurden die
Oozyten mit oder ohne Kumuluszellschicht in  HS-Puffer Uberfuhrt
(Tierversuchsantrag Nr. 84-02.04.2017.A133)

7.1.2 Kapazitation

Mit dem Ziel die Kapazitation und Hyperaktivierung muriner und humaner

Spermatozoen in vitro zu induzieren, wurden die Spermatozoen in ein 1,5 ml
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Eppendorfgefal tberfiihrt und fir 5 Min bei 1.800 rpm zentrifugiert. Der Uberstand
wurde entfernt und das Spermatozoenpellet wurde in Kapazitationspuffer
resuspendiert. Anschlieend wurde die Spermatozoensuspension in ein 50 ml
Probengefald uberfihrt. Das Endvolumen betrug 3 ml. Um den Gasaustausch
wahrend der einstindigen Inkubation bei 37°C und 5% CO:2 im Brutschrank zu
gewahrleisten, wurde der Deckel des 50 ml Probengefald locker angeschraubt und
durchlochert. Nach Waschen der Zellen durch Zentrifugation fir 2,5 min bei
1.800 rpm und resuspendieren in 1 ml HS-Puffer, wurden die Spermatozoen in ein
50 ml Probengefal3 tberfuhrt und bis zur Durchfihrung der Motilitdtsanalysen mittels
DHM bei Raumtemperatur (RT) gelagert.

7.1.3 Computer Assisted Sperm Analysis (CASA)

Bei der Computer Assisted Sperm Analysis (CASA) handelt es sich um eine
objektive Methode, um verschiedene Spermatozoenzellcharakteristika zu
untersuchen. Mittels CASA kann die Zellkonzentration, die Bewegung, die
Geschwindigkeit und die Morphologie von Spermatozoenzellen ermittelt und als
wichtige Parameter fur die Beurteilung der Spermatozoenqualitdt erhoben werden.
CASA ist fur humane Spermatozoen eine standardisierte und routinemafig
eingesetzte Methode in der andrologischen Diagnostik. Die Tabelle 7 zeigt die
Klassifizierung der Spermatozoenmotilitdt nach den WHO Kiriterien 2010 (Gottardo
und Prof. Dr. Kliesch, 2011; WHO, 2010) und die urspriingliche Klassifikation nach
den WHO-Kriterien der 4. Edition von 1999 (WHO, 1999).

Tabelle 7: WHO Klassifizierung (2010) und WHO Klassifizierung (1999 ,,4th“ Edition)

WHO (1999, o
WHO (2010) 4th* Edition) WHO Kriterien
a Schnell linear progressive
Spermatozoen (= 25 pum/s bei 37°C)
Progressiv b Langsam progressive Spermatozoen
(< 20 um/s, = 5 pm/s)
. . Nicht progressive (ortsstandige)
Nicht-progressiv ¢ Spermatozoen (<5 pum/s)
Immotil d Immotile Spermatozoen
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Fur die Analyse von murinen Spermatozoen wurden die CASA
Softwareeinstellungen hinsichtlich einer anderen morphologischen Gestalt und
GroRRe der zu untersuchenden Spermatozoen modifiziert. Die nach der Praparation in
HS-Puffer vorliegenden Spermatozoen wurden in 100 pl HS/BSA-Puffer tberflihrt
und im Wasserbad bei 37°C inkubiert. Das BSA diente der Sattigung von
Glykoproteinen an der Zelloberflache, sodass ein Adharieren der Spermatozoen am
Glasboden der Zahlkammer verhindert wurde. Fir die Messung wurden 20 pl der
Spermatozoensuspension in die CASA Zahlkammer (Sefi-Medical Instruments)
Ubertragen. Insgesamt wurden 200 Spermatozoen aus zufallig ausgewahlten
Gesichtsfeldern mit einem 20x Objektiv analysiert. Die Messung erfolgte mit der
MedeaLab CASA Software (Version 6.1.0.1). Durch die Verwendung eines
Heizsystems (Minitube HT 50) konnte die Messung bei konstanten 37°C
durchgefuhrt werden. Anhand der ermittelten Daten wurden die Spermatozoen den
unterschiedlichen WHO Klassen (nach WHO 1999, ,4th“ Edition) wie in der Tabelle 7

gezeigt zugeordnet und prozentual in einem Spermiogramm dargestellt.
7.1.4 Schlagfrequenzanalyse
Modifiziert nach (Wennemuth et al., 2003b)

Der Begriff Schlagfrequenz definiert die Anzahl der Flagellenschlage eines
Spermatozoons pro Zeit und ermdéglicht die Untersuchung der Spermatozoenmotilitat
auf Einzelzellniveau. Wahrend Spermatozoen Uber Glykoproteine in der
Plasmamembran des Spermatozoenkopfs an Glasoberflichen adhé&rerieren, sind
ihre  Flagellen freibeweglich. In dieser Arbeit wurde mit Hilfe der
Schlagfrequenzanalyse (Wennemuth et al., 2003b) die erfolgreiche Induktion der
Kapazitation = nachgewiesen. Dafur wurden 10 ul der jeweiligen
Spermatozoensuspension in die Mitte einer Flourodish™ (World Precision
Instruments) Schale pipettiert. Die Flourodish™ Schalen besitzen einen Glasboden.
Nach einer Inkubation von 3-5 Min, in der die Spermatozoen an die Glasoberflache
adharerieren, wurden die Zellen vorsichtig mit 3 ml HS-Puffer umspdult. Die Messung
erfolgte an einem inversen Lichtmikroskop (Nikon) unter Verwendung des 20x
Objektivs. Fur die Bildaufnahme (1000 x 400 Pixel) wurde eine MotionScope M3-
mono fast speed Kamera (Imaging Solutions) verwendet. Die Aufnahme erfolgte bei
300 Hz. Die verwendete MotionStudio 64 Software (Imaging Solutions) speichert die

Bildabfolge als .Tiff-Dateien ab, sodass in der Nachbearbeitung mit Hilfe von ImageJ
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(Version 1.50i, National Institute of Health) einzelne Spermatozoen ausgewahlt,
ausgeschnitten und kontrastiert werden konnten. In der Abbildung 16A ist eine
Zeitserie aus drei Einzelbildern dargestellt, die den periodischen Verlauf eines
Schlagzyklus widerspiegeln. Fir die Schlagfrequenzanalyse wurde ein
Uberlagerungsbild aus zwei Einzelbildern mittels ImageJ (Version 1.50i) erzeugt. Die
zwei Einzelbilder zeigen den minimalen und den maximalen Schwanzausschlag
eines Schlagzyklus. Die Schlagfrequenzanalyse erfolgte mittels einer fir das
Programm IgorPro™ (Version 6.36, Wavemetrics) geschriebenen halbautomatischen
Analysesoftware (Wennemuth et al., 2003b). Dafir wurde das Uberlagerungsbild
zunachst geladen und ausgerichtet (Abbildung 16B). Im Anschluss wurde die Lage
des Flagellums entlang einer Kontrolllinie fir die 300 Einzelbilder analysiert. Diese
Analyse basierte auf den Kontrastunterschieden zwischen dem Hintergrund und dem
Flagellum. Fir die Berechnung der Schlagfrequenz wurde aus den zeitlichen
Signalen  mittels  Fast-Fourier-Transformation ein  Frequenzspektrum  mit
sinusformigem Verlauf erstellt (Abbildung 16C). Die Frequenz wurde in Hz

berechnet.

Distanz (Pixel)
(wrl) zueysia

%
T T T T T
0 200 400 600 800
Zeit (ms)
S
Beat Amplitude = 25.1995 at -12.9034 um along the Beat Axis

FFT= 0.00976562 Beat Freq= 2.95928 For LSCourse (derivative peaks)
FFT = 0.00976562 Beat Freq= 2.95928 For ProfMinLoc (lowest intensity peaks)

Abbildung 16: Methode der Schlagfrequenzanalyse

A. Die Zeitserie von drei Einzelbildern zeigt reprasentativ den periodischen Verlauf eines
Schlagzyklus. Die Aufnahmen wurden mit einer MotionScope M3-mono fast speed Kamera bei
300 Hz erstellt. In B ist das Uberlagerungsbild des minimalen und maximalen Flagellenausschlags
eines Bewegungszyklus nach Laden und Ausrichten in der IgorPro™ Software (Version 6.36) gezeigt.
C zeigt die Fast-Fourier-Transformation, bei der aus den zeitlichen Signalen ein Frequenzspektrum
mit sinusformigem Verlauf erzeugt wurde und sowohl die Schlagfrequenz, als auch die -amplitude
berechnet werden konnte.
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Neben der Schlagfrequenz berechnet eine in IgorPro™ (Version 6.36, Wavemetrics)
programmierter Algorithmus (Wennemuth et al.,, 2003b) die Amplitude des
Flagellenschlags (Abbildung 16C). Die graphische Auswertung der Ergebnisse
erfolgte mittels GraphPad Prism 7 (Software, Inc.).

7.1.5 Bindung muriner kapazitierter Spermatozoen an muZP2 Glykoprotein

beladene Sepharosebeads

Zum Nachweis der spezifischen Bindung kapazitierter Spermatozoen an den N-
Terminus des muZP2 Glykoproteins, wurden 1x10° kapazitierte murine
Spermatozoen mit unbeladenen Sepharosebeads (GE Healthcare) oder mit muzP2
Glykoprotein beladenen Sepharosebeads (GE Healthcare) in Kapazitationspuffer
(500 ul) far 1 h bei 37°C im Brutschrank inkubiert. Durch mehrmaliges, vorsichtiges
Auf- und Ab-Pipettieren der Bead-Spermatozoen-Suspensionen  wurden
unspezifische Bindungen geldst. Anschlieend wurden die Beads mittels eines
Magneten (Cell Signaling Technologies) aus der Spermatozoensuspension isoliert.
Im Anschluss wurden die Beads in 500 pl frischen Kapazitationspuffer resuspendiert.
Die spezifische Bindung der kapazitierten Spermatozoen an die mit muzZP2
Glykoprotein beladenen Sepharosebeads im Vergleich zu den unbeladenen
Sepharosebeads wurde mikroskopisch (Stereomikroskop Typ SMZ1270/1270,
Nikon) Uberpruft.

7.2 DNA-Techniken

7.2.1 Isolierung von Plasmid-DNA mittels Boiling Praparation
Modifiziert nach (Birnboim und Doly, 1979)

Die Boiling Praparation dient der Isolation von Plasmid-DNA aus bakteriellen Zellen.
Sie beruht auf dem Prinzip der selektiven alkalinen Denaturierung von
chromosomaler DNA. Hierfur wurden 2 ml einer Ampicillin-haltigen LB-Flussigkultur
mit einer Bakterienkolonie angeimpft und tber Nacht bei 37°C auf einem Schittler
(180 rpm) inkubiert. Jeweils 1 ml der Flussigkultur wurde in 1,5 ml Eppendorfgefalie
uberfuhrt und 5 Min bei 5.000 rpm und 4°C zentrifugiert. Der Uberstand wurde
verworfen und das Pellet in 200 pl STET-Puffer (pH 8) resuspendiert. Die Zelllyse

erfolgte durch Zugabe von 10 ul Lysozym wéhrend einer 10-minttigen Inkubation auf
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Eis. Um Proteine sowie chromosomale DNA zu denaturieren, erfolgte anschlie3end
eine Inkubation fur 45 s bei 99°C. Zur Entfernung von Zellresten wurden die Proben
nach einer 5-mindtigen Inkubation auf Eis zentrifugiert (15 Min, 13.200 rpm, 4°C) und
der proteinhaltige Uberstand in neue 1,5 ml EppendorfgefaRe Uberfihrt. Die Fallung
der DNA erfolgte mittels der Zugabe von 200 pl Isopropanol und einem
Zentrifugationsschritt (15 Min, 13.200 rpm, 4°C). Das DNA-Pellet wurde mit 150 pl
70%-igem Ethanol und einem weiteren Zentrifugationsschritt (15 Min, 13.200 rpm,
4°C) gewaschen. Der Uberstand wurde erneut verworfen und das DNA-Pellet fir
10 Min an der Luft getrocknet. AnschlieBend wurde das Pellet je nach GrofRe in
30-80 pl S1-Puffer (+RNAse) resuspendiert. Um die in der Probe befindliche RNA
abzubauen, wurde die Losung fir 10 Min bei 37°C inkubiert. Zum Schluss erfolgte

eine Inkubation fur 5 Min bei 50°C, um die DNA zu lésen.
7.2.2 lIsolierung von Plasmid-DNA mittels lonenaustauschchromatografie

Die Isolierung groller Mengen an Plasmid-DNA erfolgte mittels einer
lonenaustauschchromatografie, einer spezifischen Form der Flussig-Fest-
Chromatografie. Die Methode beruht im Allgemeinen auf der reversiblen Ausbildung
heteropolarer Bindungen zwischen den an die Matrix des lonenaustauschers
gebundenen Festionen und den mobilen Gegenionen. In dieser Arbeit wurde das
,Nucleo Bond® PC100 plasmid DNA Kit* (Macherey-Nagel) unter Herstellerangaben
verwendet. Hierbei bindet das negativ geladene DNA-RuUckgrat an die
Kieselgelmatrix der Saule (NucleoBond®-AX100). Nach mehreren Waschschritten,
die eine hohe Reinheit der DNA gewahrleisten, wurde die DNA mittels eines
spezifischen Elutionspuffers von der Séaule eluiert. Dies basierte auf der Auflésung
der ionischen Wechselwirkung zwischen der DNA und der Kieselgelmatrix. Fur die
Isolierung wurde 50 ml Ampicillin-haltiges LB-Medium mit einer Bakterienkolonie
inokuliert und Uber Nacht bei 37°C auf einem Schuttler (180 rpm) inkubiert. Am
Folgetag wurde die Uber Nacht Kultur zunachst fir 15 Min bei 5.500 rpm und 4°C
zentrifugiert und das Pellet in 4 ml S1-Puffer (+ RNAse A) resuspendiert. Die Zelllyse
erfolgte durch Hinzufiigen von 4 ml Natriumhydroxid- und SDS-haltigem S2-Puffer.
Dabei wurde sowohl chromosomale, als auch Plasmid-DNA und Proteine denaturiert.
Durch die Zugabe von 4 ml Kaliumacetat-haltigem S3 Puffer wurde das Lysat
neutralisiert. Die Losung wurde solange invertiert bis eine homogene Suspension

entstand. Wahrend die Probe 5 Min auf Eis inkubierte, bildete sich ein weil3es
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Prazipitat bestehend aus chromosomaler DNA und denaturierten Proteinen. Die
Plasmid-DNA hingegen renaturierte und blieb in der Lésung. Nach der alkalinen Lyse
wurde das Lysat filtriert, um das entstandene Prazipitat bestehend aus
Zellbestandteilen, denaturierten Proteinen und denaturierter genomischer DNA zu
entfernen. Die NucleoBond® AX 100 Saule wurde durch Hinzugabe von 2,5 ml N2
Puffer aquilibriert. AnschlieBend wurde das gefilterte Lysat auf die Kieselgelséaule
aufgetragen. Bevor die Elution der Plasmid-DNA mittels 5 ml N5 Puffer erfolgte,
wurden die Saulen zweimal mit 10 ml N3 Puffer gewaschen. Dies diente der
Entfernung unspezifisch gebundener Molekdle. Der zur Elution verwendete N5 Puffer
enthalt eine hohe Salzkonzentration und erhdht den pH-Wert. Dadurch wurden die
positiven Ladungen der Saulenmatrix neutralisiert, wodurch die negativ geladene
Plasmid-DNA ihre Bindung verlor und freigesetzt wurde. Die DNA wurde durch
Hinzufligen von 3,5 ml Isopropanol (RT) und einem Zentrifugationsschritt bei
4.600 rpm fur 60 Min und 4°C prazipitiert. Das DNA Pellet wurde mit 2 ml 70%-igem
Ethanol (RT) (4.600 rpm und 30 Min) gewaschen und anschlieend fur 5-10 Min
luftgetrocknet. Zum Schluss wurde das Pellet je nach Grof3e in 50-200 pl ddH20

resuspendiert.
7.2.3 Photometrische Konzentrationsbestimmung
(Maniatis, 1989)

Die Photometrie wird zur Konzentrationsbestimmung geldster Substanzen benutzt.
Das Prinzip beruht auf der Messung der Lichtabsorption dieser Substanzen.
Wahrend Nukleinsduren das Licht bei einer Wellenlange von 260 nm absorbieren,
absorbieren Proteine das Licht bei 280 nm. Die Extinktion der Lésung kann mittels
eines Photometers gemessen und die optische Dichte (OD) bestimmt werden. Die
OD von 1,0 fur doppelstrangige DNA (dsDNA) entspricht bei einer Wellenldange von
260 nm einer Konzentration von 50 pug/ml. Dagegen entspricht eine OD von 1 fir
RNA einer Konzentration von 40 pg/ml. Um die Reinheit der Probe zu bestimmen,
wurde der Quotient aus der OD bei 260 nm und 280 nm gebildet. Bei reiner DNA
sollte der Quotient bei 1,8 liegen. Ein Wert unter 1,8 fur DNA zeigt eine
Kontamination mit Proteinen oder Losungsmitteln an, wahrend ein Wert tGiber 1,8 eine
mogliche RNA-Verunreinigung angibt. Die photometrische Konzentrations-

bestimmung erfolgte mittels eines BioPhotometers (Typ 6131) der Firma Eppendorf.
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7.2.4 Polymerase Kettenreaktion (PCR)

Die Polymerase-Kettenreaktion (PCR, ,Polymerase-Chain-Reaction“) ist eine
zyklische in-vitro Methode, um spezifisch DNA-Abschnitte zu amplifizieren. Dabei
wird ein Abschnitt dsDNA von einer DNA-abhangigen DNA-Polymerase vervielfaltigt.
Wegen der hohen Temperaturbelastung wird die hitzestabile Tag-Polymerase aus
dem Bakterium Thermus aquaticus verwendet. Jeder PCR-Zyklus besteht aus
jeweils drei Schritten. Zunachst wird die doppelstrangige Ausgangs-DNA auf 95°C
erhitzt, sodass die dsDNA denaturiert und zwei Einzelstrdnge vorliegen.
Anschlielend lagern sich spezifische DNA-Oligonukleotide (Primer) um die zu
amplifizierende Stelle des DNA-Einzelstranges (ssDNA) an (Annealing). Das
Annealing erfolgte in Abhéangigkeit der verwendeten Oligonukleotide bei einer
Temperatur zwischen 56°C und 60°C. Die Primer wurden so gewéhlt, dass sie
komplementdr zu den Basen eines Einzelstranges sind und sequenzspezifisch
binden kénnen. In der letzten Phase, der Elongationsphase, synthetisiert eine
hitzestabile DNA-Polymerase komplementare Nukleotide an das freie 3'-OH-Ende
des Primers. Die Elongation des DNA-Strangs erfolgte bei 72°C. In dieser Arbeit
wurde die ,GoTaq® DNA-Polymerase“ (Promega) verwendet. Da es sich bei der PCR
um ein zyklisches Verfahren handelt, kann eine exponentielle Amplifikation der
Zielsequenz erzielt werden. Fur die Durchfuhrung der PCR wurde der T3000
Thermocycler der Firma Biometra verwendet. In der Tabelle 8 ist das
Pipettierschema eines Standard PCR-Ansatzes dargestellt. Zum Ausschluss einer
mdoglichen Kontamination mit Fremd-DNA wurde bei jeder PCR eine Kontrolle ohne
DNA-Matrize mitgefuhrt.



Tabelle 8: Pipettierschema eines Standard PCR-Ansatzes

Komponenten Volumen [pl] Endkonzentration
5x Reaktionspuffer 10 1x

dNTPs 1 Je 100 mM
5-Primer 1 0,5 uM

3*-Primer 1 0,5 uM

GoTag® DNA-Polymerase | 0,5 25U
Matrizen-DNA X 0,1-0,5 ug
PCR-H20 ad. 50 pl
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Tabelle 9 zeigt das PCR-Programm, wobei die Annealing-Temperatur je nach

Schmelztemperatur der verwendeten Primer variierte.

Tabelle 9: Schema eines PCR-Standardprogramms

Reaktionsschritt Temperatur [°C] Zeit [min]

Initiale Denaturierung 95 2

Denaturierung 95 0,5

Annealing 52-62 0,75 X 40 Zyklen
Elongation 72 2

Finale Elongation 72 5

Die erfolgreiche Amplifikation des PCR-Fragments wurde mittels

Agarosegelelektrophorese tberpruft.

einer
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7.2.5 Agarosegelelektrophorese
(Chaconas und van de Sande, 1980; Gordon et al., 1949)

Die Agarosegelelektrophorese ist ein molekularbiologisches Verfahren, um
Nukleinsédurestrange (RNA oder DNA) nach ihrer jeweiligen GroRe zu trennen und
durch den Vergleich mit einem DNA Standard zu bestimmen. Die im neutralen pH
negativ geladenen Phosphatgruppen der DNA wandern durch das Anlegen einer
elektrischen Spannung von der Anode zur Kathode. Die Auftrennung nach der Grél3e
erfolgt dadurch, dass das Agarosegel wie eine Siebstruktur aufgebaut ist, sodass
kleinere DNA-Fragmente schneller zur Kathode wandern als grol3ere. Die
Trennscharfe wird durch die Agarosekonzentration im Gel, die Starke der
anliegenden Spannung, sowie der Dauer der Elektrophorese beeinflusst. In dieser
Arbeit wurden 2%-ige Agarosegele verwendet. Daftr wurden 2 g Agarose in 100 ml
1x Tris-Borat-EDTA-Puffer (TBE-Puffer) durch Aufkochen in einer Mikrowelle geldst.
Um spater die DNA im UV-Licht zu visualisieren, wurde ein roter, nicht toxischer
Floureszenzfarbstoff (GelRed™) der Firma Biotium im Verhaltnis von 1:20.000 zur
Agaroseldsung hinzugefiigt. Dieser Floureszenzfarbstoff interkaliert in die DNA und
andert durch die Wechselwirkung mit dem tr-Elektronensystem der Basenpaare ihr
Floureszenzspektrum. AnschlieBend wurde die noch flissige Agarose in eine
Gelkammer gefillt und ein Probenkamm eingesetzt. Nachdem das Gel vollstandig
auspolymerisiert war, wurde es entweder bei 4°C fur maximal drei Tage gelagert
oder in eine mit TBE-Puffer befilllte Elektrophoresekammer gelegt. Bevor nun die
DNA-Proben auf das Gel aufgetragen werden konnten, wurden sie 1:10 mit
10x DNA-Ladepuffer versetzt. Der DNA-Ladepuffer enthielt Glycerol, sodass die DNA
in die Geltaschen sank. Der blaue Farbstoff des Ladepuffers diente als Lauffront.
Neben den Proben wurde ein DNA-GroRRenstandard aufgetragen. Anschliel3end
wurde die Spannung von 100 V fir ca. 60 Min angelegt. Mittels eines UV-
Transilluminators konnten die Banden bei einer Wellenlange von 312 nm visualisiert

und falls nétig mithilfe eines Skalpells ausgeschnitten werden.
7.2.6 Extraktion von DNA aus einem Agarosegel

Fir die Extraktion von DNA aus einem Agarosegel wurde das ,Monarch ® DNA Gel
Extraction Kit* (NEB) nach Herstellerangaben verwendet. Die Extraktion beruht auf

dem Prinzip der lonenaustauschchromatografie. Zunachst wurde das Gelfragment
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mit einem Skalpell herausgeschnitten, in ein 1,5 ml Eppendorfgefald tberfuhrt,
gewogen und das entsprechende vierfache Volumen an Auflésungspuffer
hinzugegeben. Durch Erwarmen (37°C) der Probe loste sich das Gelstiick auf und
die DNA-enthaltene Lo6sung konnte auf eine Kieselgelsaule aufgetragen werden,
wobei die Bindung der DNA an die Saule auf dem Prinzip ionischer
Wechselwirkungen beruht. Um unspezifisch gebundene Molekile zu entfernen,
erfolgten mehrere Waschschritte. Anschlieend wurde die DNA von der Saule

eluiert.
7.2.7 Restriktion von Plasmid-DNA
(Maniatis, 1989)

Restriktionsendonukleasen dienen in Mikroorganismen der Phagenabwehr, indem
sie fremde DNA am fehlenden Methylierungsmuster erkennen und hydrolysieren.
Man unterscheidet in der Molekularbiologie vier verschiedene Typen von
Restriktionsendonukleasen, wobei der Typ Il, der am Haufigsten benutzte
Restriktionsendonukleasen-Typ ist. Die Nuklease schneidet hierbei die DNA
innerhalb oder in unmittelbarer Nahe zur Erkennungssequenz, einer meist
palindromischen Sequenz. Dafur benttigt sie weder ATP noch eine
Methyltransferase-Aktivitat. Werden direkt gegenuber liegende Basenpaare
geschnitten, entstehen so genannte stumpfe Enden (,blunt ends®), wahrend
uberhangende Enden (,sticky ends*) durch ein versetztes Schneiden am 5°- bzw. 3"-
Ende entstehen. In dieser Arbeit wurden die ,FastDigest™* (Thermo Scientific)
Restriktionsendonukleasen EcoRV (Eco321) und Nhel verwendet, um das Insert aus
dem Vektor zu schneiden. Es wurde nach Herstellerangaben vorgegangen. Dabei
wurde die Rezirkulierung des Plasmids durch den Einsatz von alkalischer
Phosphatase verhindert. Die Tabelle 10 zeigt den verwendeten Reaktionsansatz, der
fur 1 h im Wasserbad bei 37°C inkubiert wurde. Die erfolgreiche Restriktion wurde
elektrophoretisch Uberprift. AnschlieBend konnte die DNA aus dem Agarosegel

herausgeschnitten werden.
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Tabelle 10: Restriktionsansatz

Komponente Volumen [ul] | Endkonzentration
10x Restriktionspuffer 2 1x

Plasmid-DNA X 2 ug
Restriktionsenzym(e) 1-2 1-2U

H20 ad. 20

7.2.8 Dephosphorylierung von Plasmid-DNA
(Bolivar et al., 1977; Chaconas und van de Sande, 1980)

Ziel dieser Methode ist es, die Rezirkulierung der linearisierten Plasmid-DNA durch
die Entfernung der reaktiven Phosphatgruppe am 5‘-Ende mittels alkalischer
Phosphatase ,FastAP™“ (Thermo Fisher Scientific) zu verhindern. Daflr wurde 1 pl
FastAP™ zum Restriktionsansatz hinzugefiigt. Weder die Inkubationszeit noch die
Temperatur der Restriktion musste geandert werden.

7.2.9 Ligation von DNA-Fragmenten
(Dugaiczyk et al., 1975; Sgaramella et al., 1970)

Der Prozess der Ligation beschreibt die Verknipfung von DNA-Fragmenten mittels
DNA-Ligasen unter ATP-Verbrauch. Dabei wird die freie 5-Phosphat-Gruppe eines
DNA-Doppelstrangs mit seiner freien 3‘-OH-Gruppe oder einer 3-OH-Gruppe eines
anderen Stranges verbunden. Es entsteht ein funktionsfahiger, rekombinanter
Doppelstrang. In diesem Projekt wurde die T4-DNA-Ligase verwendet, die sowohl
SsSDNA als auch dsDNA ligiert.

7.2.10 Ligation in den Topovektor pGEM®-T

Bei dem pGEM®-T (Promega) Vektor handelt es sich um einen TA-
Klonierungsvektor. TA-Vektoren sind lineare DNA-Molekile, die an der
entsprechenden Insertionsstelle 5-Thymidin-Uberhange besitzen. Wahrend der PCR
generiert die Tag-Polymerase 3‘-Adenin-Uberhinge an die PCR-Produkte, die mit

den 5-T-Uberhangen hybridisieren kénnen. Die Ligation erfolgte mittels der T4-DNA-
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Ligase nach Herstellerangaben. Die Tabelle 11 zeigt den verwendeten Ansatz fur die
Ligation des Inserts in den Zwischenvektor pGEM®-T. AnschlieRend wurde der
Ansatz Uber Nacht bei 4°C inkubiert und am Folgetag dazu verwendet chemisch
kompetente E.coli-Zellen zu transformieren. Mittels der Blau-Weil3-Selektion konnten
Plasmid-tragende Bakterien identifiziert und die erfolgreiche Transformation verifiziert

werden.

Tabelle 11 Ansatz fiir die Ligation des Inserts in den pGEM®-T Vektor

Komponente Volumen [ul] | Endkonzentration
2x Ligationspuffer 5 1x

PGEM®-T Vektor 1 50 ng

Insert X 30-80 ng
T4-DNA-Ligase 1 3U

H20 ad. 10

7.2.11 Ligation in den Zielvektor

Die Ligation des Inserts in den Zielvektor pFUSE (Invivogen) erfolgte mittels der T4-
DNA-Ligase (NEB) uber Nacht bei 4°C. Das Insert wurde mit den
Restriktionsendonukleasen EcoRV (Eco321) und Nhel aus dem Zwischenvektor
PGEM®-T geschnitten, tber ein Agarosegel aufgetrennt und aus dem Gel isoliert. Es
wurde das Herstellerprotokoll befolgt. Das Pipettierschema ist in der Tabelle 12

dargestellt.

Tabelle 12: Ansatz fur die Ligation des Inserts in den pFUSE Vektor

Komponente Volumen [ul] Endkonzentration
10x Ligationspuffer |1 1x

pFUSE Vektor X 50 ng

Insert X 30-80 ng
T4-DNA-Ligase 1 3U

H20 ad. 10
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7.2.12 Sequenzierung von Plasmid-DNA
(Sanger et al., 1977)

Bei der DNA-Sequenzierung handelt es sich um eine Methode zur Bestimmung der
Nukleotidsequenz eines DNA-Abschnitts. In dieser Arbeit wurde die sogenannte
Didesoxymethode oder auch Kettenabbruchmethode nach Sanger verwendet. Dafir
wurden zunachst vier unterschiedlich fluoreszenzmarkierte
Didesoxyribonukleinsauren (ddNTPs) zu einem PCR-Ansatz hinzugefiigt. Die DNA-
Polymerase kann aufgrund der fehlenden 3'-OH-Gruppe an den ddNTPs den DNA-
Strang nicht weiter synthetisieren, sodass es zu einem Kettenabbruch kommt.
Dadurch werden unterschiedlich lange, mit unterschiedlichen Markierungen
versehene DNA-Fragmente synthetisiert, wodurch die Sequenz des DNA-Molekiils
ermittelt werden kann. Die Durchfihrung der Sequenzierung nach Sanger erfolgte
durch ,LGC Limited“ (Wesel). Im Anschluss wurden die Nukleotidsequenzen mit Hilfe
von ,BLAST® (U.S. National Library of Medicine) mit den nativen DNA-Sequenzen

verglichen, um Mutationen ausschliel3en zu kdnnen.

7.3 RNA-Techniken

7.3.1 RNA-Isolation aus eukaryotischen Zellen

Die Extraktion von Gesamt-RNA erfolgte mittels des ,peqGOLD RNAPure™" Kits von
VWR, einer Guanidinisothiocyanat/Phenol-Methode. Diese Methode basiert auf einer
Einschritt-Flussigphasen-Separation. Die Extraktion erfolgte nach Herstellerangaben.
Die Monolayer-Zellen wurden zunachst durch die Zugabe von 1 ml peqGOLD RNA-
Pure™ (pro 10 cm? Oberflache des KulturgefaRes) lysiert und fir 5 Min bei RT
inkubiert. Dies diente der Dissoziation der Nukleotidkomplexe. Die Ausbildung dreier
Phasen erfolgte durch die Zugabe von 200 pl Chloroform pro ml Reagenz, einer
Inkubation von 10 Min auf Eis und einer anschlieRenden 5-minitigen Zentrifugation
bei 13.200 rpm (4°C). Die obere wassrige Phase enthielt die RNA, wéahrend die
untere gelbe Phenol-Chloroform-Phase, sowie die Interphase DNA und Proteine
enthielt. Die RNA Prazipitation erfolgte durch Uberfiihren der oberen wéassrigen
Phase in ein neues Reaktionsgefald und der Zugabe von Isopropanol im Verhéltnis
von 1:1. Nach einer Inkubation der Probe fir 15 Min auf Eis, folgte eine 10-minutige

Zentrifugation bei 13.200 rpm und 4°C. Nach Entfernen des Uberstandes wurde das
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RNA-Prazipitat zweimal mit 1 ml 75%-igem Ethanol gewaschen (10 Min, 13.200 rpm,
4°C). Anschlielend wurde das RNA-Pellet fir ca. 10 Min an der Luft getrocknet. Die
RNA wurde je nach PelletgroRe durch Zugabe von 50-80 ul DEPC-H20 und einer
Inkubation von 20 Min bei 55°C geldst. Die isolierte RNA wurde bei -80°C gelagert.

7.3.2 Reverse Transkription

Die Durchfuhrung einer reversen Transkription ermoglicht es eine zur RNA-Matrize
komplementdre DNA (cDNA) zu synthetisieren. Diese Reaktion wird durch das
Enzym RNA-abhdngige DNA Polymerase Reverse Transkriptase katalysiert. Die
entstandene cDNA kann in einer quantitativen Real-Time PCR (qRT-PCR) fur
Expressionsanalysen verwendet werden. Um eine Kontamination mit genomischer
DNA zu verhindern, wurde zunachst ein DNAse-Verdau der isolierten Gesamt-RNA
mittels der ,DNAsel (amplification grade)“ von Invitrogen durchgefuhrt. Der Verdau
erfolgte wahrend einer 15-mindtigen Inkubation bei RT. AnschlieBend wurde 1 pl
25 mM EDTA zu allen Proben hinzugefugt und die Proben fur 10 Min bei 65°C
inkubiert, wodurch die DNAsel inaktiviert wurde. EDTA diente bei dieser Reaktion als
Chelator fur zwei-wertige lonen. In der Tabelle 13 ist der Ansatz des DNAsel-

Verdaus dargestellt.

Tabelle 13: Ansatz des DNAsel-Verdaus

Komponente Volumen [ul] | Endkonzentration
10x DNAsel Reaktionspuffer 0,5 1x

RNA X 1ug

DNAasel (amplification grade) 0,5 3U

H20 ad. 5

Die anschlieBende cDNA-Synthese erfolgte nach modifizierten Herstellerangaben
mittels des ,High Capacity cDNA Reverse Transcription Kits“ (AB). Die Tabelle 14
zeigt den verwendeten cDNA-Syntheseansatz. Nach einer 2-stiindigen Inkubation
bei 37°C wurde durch das Erhitzen des Ansatzes auf 85°C fur 5 Min, die Reverse
Transkriptase deaktiviert und die cDNA-Synthesereaktion beendet. Die synthetisierte
cDNA wurde bei -20°C gelagert.
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Tabelle 14: cDNA-Syntheseansatz

Komponente Volumen [ul] | Endkonzentration
10x RT-Puffer 1 1x

25x dNTP Mix (100 mM) 0,4 4 mM

10x RT Random Primer 1

Multiscribe™ Reverse Transcriptase | 0,5 1U

H20 ad. 4

DNase-Verdau 6

7.3.3 Quantitative Real-time PCR (QRT-PCR)

Die Quantitative Real-time PCR (gRT-PCR) basiert auf dem Prinzip einer
gewobhnlichen PCR. Zusatzlich ist mit der gRT-PCR eine Quantifizierung der
Produktzunahme in Echtzeit mdglich. Die Quantifizierung erfolgte durch die
Verwendung von Flourochromen. In dieser Arbeit wurde das Flourochrom SYBR-
Green | verwendet, welches nur flouresziert, wenn es in die kleine Furche der DNA
interkaliert. Die Zunahme der Floureszenz wurde nach jedem Amplifikationsschritt
gemessen, sodass eine Korrelation zwischen der Zunahme des Floureszenzsignals
und der Menge des PCR-Produkts entstand. Das verwendete Flourochrom SYBR-
Green | absorbiert blaues Licht (Amax= 494 nm) und emittiert grines Licht
(Amax=521 nm). Fur die Expressionsanalyse von Genen wurde bei der gRT-PCR
cDNA als Matrize verwendet. Zusatzlich zur Expressionsanalyse wurde eine
sogenannte Schmelzkurvenanalyse durchgefuhrt. Dies diente der Reinheits- und
Spezifitatsuberprifung der PCR-Produkte. Dafir wurde nach dem letzten
Extraktionsschritt die Temperatur alle 15 s um 10°C von 55°C auf 95°C erhdht. Nach
jeder Temperatursteigerung wurde die Floureszenz ermittelt. Die schrittweise
Denaturierung der Doppelstrange fiuhrte zu einer kontinuierlichen Abnahme der
Floureszenzintensitat. Somit konnten unspezifische Nebenprodukte wie Primer-
Dimer identifiziert werden. Die Schmelzkurve wurde aus der ersten Ableitung der
Funktion dF/dT (Anderung der Fluoreszenzintensitat in Abhangigkeit von der
Temperatur) berechnet. Die Messung erfolgte unter Einhaltung der
Herstellerangaben mittels des Light-Cycler iQ5 (BioRad) mit dem ,USB® VeriQuest®
SYBR® Green gPCR Master Mix (2X)“. Die Tabelle 15 zeigt einen qRT-PCR Ansatz.
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Tabelle 15: gRT-PCR Ansatz

Komponente Volumen [ul] Endkonzentration
2x SYBR Green gPCR Master Mix | 12,5 1x

10 pM je Primer 1,25 /Primer 500 nM

cDNA 1 50 ng

H20 ad. 25

Die Quantifizierung der veranderten Expression erfolgte mittels Referenzgenen.
Dafur wurde als interner Standard die 18S rRNA mitgemessen. Zusatzlich zum
internen Standard wurde eine Negativkontrolle ohne cDNA mitgefiihrt. Die Proben
wurden in Duplikaten gemessen. Das verwendete qRT-PCR Programm ist in der

Tabelle 16 dargestellt.

Tabelle 16: qRT-PCR Programm

Reaktionsschritt Temperatur [°C] Zeit

Initiale Denaturierung | 95 10 min

Denaturierung 95 15s

Annealing 58 45s x45 Zyklen
Extension 60 1 min

Schmelzkurve 55-95 1°C alle 15 s

Fur die relative Quantifizierung wurde die Expression des Zielgens auf die
Expression des verwendeten Referenzgens bezogen. Daflir musste ein sogenannter
Schwellenwert bestimmt werden. Dieser Ct-Wert definiert den PCR-Zyklus, bei dem
die Floureszenzintensitat die Hintergrundfloureszenz signifikant Gbersteigt. Um die
Cr-Werte unterschiedlicher Proben vergleichen zu koénnen, fand zunéchst eine
Normierung auf das Referenzgen statt:

ACr= Mittelwert Cr (Zielgen) - Mittelwert Cr (Referenzgen)
Anschliel3end konnte die Differenz zwischen zwei unterschiedlichen Proben ermittelt
werden. Dafir wurde der AACt-Wert berechnet:

AACt= ACt (Probe A) - ACt (Probe B)
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Der relative Expressionsunterschied zwischen dem Ziel- und Referenzgen wurde wie
folgt berechnet (Livak und Schmittgen, 2001):

Relatives Expressionslevel= 2-24CT

7.4 Proteinbiochemische Methoden

7.4.1 Proteinaufreinigung aus dem Zellkulturuberstand

Die Aufreinigung des N-terminalen ZP2-Glykoproteins aus dem Zellkulturiberstand
erfolgte mittels einer Nickel-Nitrilotriessigsaure (NTA)-Affinitatschromatografie. Die
Nickel-NTA-Affinitatschromatografie beruht auf der Bildung eines Chelatkomplexes.
Dieser bildet sich zwischen dem am C-Terminus des N-terminalen muzP2
Glykoproteins befindlichen Polyhistidin-Tag und der Nickel-NTA (Ni-NTA) aus. Das
Ni-NTA ist wiederrum Uber einen Spacer mit Agarose Beads verbunden. Die Elution
erfolgte mittels Imidazol, welches mit dem Imidazolring der Histidine um den
immobilisierten Metallliganden (Ni-NTA) konkurriert (Porath et al., 1975).

Zur Vorbereitung der Proteinaufreinigung wurden die Ni-NTA-Beads (Qiagen)
dreimal mit PBS 1:1 (v/v) gewaschen (1 Min, 6.000 rpm). Der zuvor gesammelte
Zellkulturiiberstand (Kapitel 7.6.2) mit dem N-terminalen muZP2 Glykoprotein wurde
mittels eines TPP™ Vakuum Filters der Firma Thermo Fisher Scientifc (PorengroRe
0,22 um) sterilfiltriert. Es wurden 40 ml des sterilen Zellkulturtiberstands in ein 50 ml
Probengefald tberfihrt und mit 10 ml Bindepuffer (pH 7,5) und 250 ul Ni-NTA-Beads
(50-%ig) versetzt. Es folgte eine dreistindige Inkubation bei 4°C auf einem
Uberkopfschiittler (LLG) mit anschlieRender Zentrifugation (2.000 rpm) fiir 5 Min. Um
Mediumsreste zu entfernen, wurde das Ni-NTA-Pellet dreimal mit 45 ml Waschpuffer
(pH 7,5) gewaschen (5 Min, 2.000 rpm). Die Elution erfolgte mittels 2 ml
Elutionspuffer (pH 7,2) und einer Inkubation von 30 Min bei 4°C auf einem Rotator
(Stuart Scientific). Nach erneuter Zentrifugation (5 Min, 2.000 rpm) wurden die
proteinhaltigen Uberstande in ein 15 ml ProbengefaR uberfiihrt und bei -20°C

gelagert.


https://de.wikipedia.org/wiki/Nitrilotriessigs%C3%A4ure
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7.4.2 Aufkonzentrierung und Umpufferung von Proteinen

Nach der Aufreinigung aus dem Zellkulturiberstand liegt das muZP2 Protein in
imidazolhaltigem Elutionspuffer (1M) vor. Da Imidazol eine zytotoxische Wirkung
besitzt, muss das Protein fir die anschlie3enden Zellversuche in PBS umgepuffert
werden. Ein weiterer Grund fir die Umpufferung des ZP2-Glykoproteins ist die
Verwendung des ,Pierce™ BCA Protein Assay Kits* (Thermo Fisher Scientific)
(Kapitel 7.4.4) zur Proteinkonzentrationsbestimmung. Dies ist nur bei einer
Imidazolkonzentration unter 50 mM mdoglich. Fur die Umpufferung wurde zunachst
das Eluat auf Vivaspin® Turbo 4 Ultrafiltrationssaulen (Sartorius Stedim Lab Ltd.) mit
einem Molekulargewicht von 5 kDa aufgetragen und das Volumen mittels einer
Zentrifugation bei 3.000 rpm fir 60 min von 4 ml auf 500 pl reduziert. Die
Konzentrierung des Proteins erfolgte aufgrund der Molekularmasse des Proteins von
19 kDa und der verwendeten PorengroRe von 5 kDa der Vivaspin® Turbo 4
Ultrafiltrationssaulen. Nach dreimaligem Waschen des Proteins mit jeweils 4 ml PBS
(3.000 rpm, 60 Min) wurde die Proteinldsung auf ein Volumen von 500 pl
konzentriert. Im Anschluss erfolgte die Proteinbestimmung mittels des ,Pierce™ BCA
Protein Assay Kits“ (Thermo Fisher Scientific). Das umgepufferte Protein wurde bei -

20°C gelagert.
7.4.3 Rekopplung von Proteinen an magnetische Sepharosebeads

Fur die anschlieBenden Zellversuche wurde das umgepufferte muzZP2 Glykoprotein
an magnetische His Mag Sepharose™ Ni-Beads (GE Healthcare) gebunden. Die
Bindung beruhte auf der Ausbildung eines Chelatkomplex zwischen dem am C-
Terminus des N-terminalen muzZP2 Glykoproteins befindlichen Polyhistidin-Tag und
der mit einem Spacer an Sepharosebeads verbundenen Ni-NTA. Zur Vorbereitung
der Rekopplung wurden die Sepharosebeads dreimal mit PBS 1:1 (v/v) gewaschen
(2 Min, 6.000 rpm). Fur die Rekopplung des muZP2 Glykoproteins an magnetische
Sepharosebeads wurden die Beads in einem Puffer mit 200 pg/ml N-terminalem
muZP2 Glykoprotein (ber Nacht bei 4°C auf einem Uberkopfschiittler (Stuart
Scientific) inkubiert. Die Bindung an die Beads wurde am Folgetag mittels Western
Blot Gberprift.
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7.4.4 Proteinbestimmung mittels des ,,Pierce™ BCA Protein Assay Kits*

Die Bestimmung der Proteinkonzentration erfolgte mittels des ,Pierce™ BCA Protein
Assay Kits“ der Firma Thermo Scientific nach Herstellerangaben. Dabei wurde das
Protokoll fir Mikroplatten verwendet. Die Absorption wurde bei 562 nm mit dem
,FlexStation® 3 Benchtop Multi-Mode Microplate Reader” (Molecular Devices)
gemessen. Mit Hilfe der Software SoftMax Pro 7.0.3 (Molecular Devices) konnte im
Anschluss die Konzentration der Proben unter Einbezug einer Standardkurve

bestimmt werden.
7.4.5 Proteinextraktion aus Spermatozoen

Fiur die Proteinextraktion aus murinen Spermatozoen wurde die zuvor gewonnene
Spermatozoensuspension (Kapitel 7.1.1.1) zunachst dreimal gewaschen (5 Min bei
1.800 rpm). Das Pellet wurde im Verhaltnis von 1:1 mit 2x Laemmli Puffer versetzt.
Der Zellaufschluss erfolgte durch die Inkubation bei 99°C fur 10 Min im Heizblock
und dem anschlieBenden Zentrifugationsschritt (11.800 rpm, 4°C, 5 Min). Der
proteinhaltige Uberstand wurde in ein vorgekihltes 1,5 ml Eppendorfgefal? uberfiihrt
und bis zur Proteinbestimmung bei -20°C gelagert. Der 2x Laemmli Puffer enthalt
SDS, ein anionisches Tensid (Detergenz), welches alle nicht-kovalenten
Wechselwirkungen zerstort und ein ausgeglichenes Masse-/Ladungsverhaltnis
erzeugt. Dies ist entscheidend fur die Auftrennung der Proteine nach ihrer
molekularen GroRRe in der anschlieRenden SDS-PAGE. Neben 2x Laemmli Puffer
wurden 5% B-Mercaptoethanol zur Probe hinzugegeben, wodurch die
Disulfidbriicken reduziert und die Tertidrstrukturen der Proteine aufgeldst wurden.

7.4.6 SDS-Polyacrylamid Gelelektrophorese (PAGE)
(Laemmli, 1970; Maniatis, 1989)

Die SDS-PAGE ist eine analytische Methode zur Trennung von Proteinen im
elektrischen Feld. Die Trennung richtet sich nach der unterschiedlichen
Molekllmasse der einzelnen Proteine. Die Proben wurden 1:1 mit dem 2x Sample-
Buffer blue gemischt. Durch das im 2x Sample-Buffer blue und im Tricin-Gel
enthaltene SDS, einem anionischen Tensid (Detergenz), kdnnen die Eigenladungen
der Proteine Uberdeckt werden. Somit wurde eine konstante negative

Ladungsverteilung erzielt. Zusatzlich zum SDS enthélt der 2x Sample-Buffer blue B-
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Mercaptoethanol, das Disulfidbriicken reduziert. Anschlie3end wurden die Proben ftr
5 Min auf 95°C erhitzt, um die Sekundar- und die Tertiarstrukturen der Proteine
aufzubrechen. Die Trennung der denaturierten Proteine erfolgte mittels einer Matrix
bestehend aus polymerisiertem Acrylamid und dem Anlegen einer elektrischen
Spannung. Die negativ geladenen Proteine wandern Richtung Kathode. Die
PorengroRe der Matrix wird durch die Quervernetzung des Acrylamids durch
N,N‘-Methyl-Bisacrylamid bestimmt. Eingeleitet wird die Polymerisation der Matrix
durch  Ammoniumpersulfat (APS), wobei N,N,N’,N’-Tetramethylethylendiamin
(TEMED) als Katalysator dient. Das verwendete SDS-Gel besteht aus einem
Sammel- und einem Trenngel. Bei dem Sammelgel handelt es sich um ein
grobporiges Acrylamidgel, in dem sich die Proteine sammeln und so eine einheitliche
Lauffront erzielt werden kann. Das Trenngel hingegen ist feinporiger, wodurch nach
Anlegen der Spannung die Trennung der Proteine hinsichtlich ihrer Gro3e erfolgt. In
dieser Arbeit wurden 12%-ige Trenngele verwendet, die, wie in der Tabelle 17
angegeben, gegossen wurden. Zunachst wurde das Trenngel gegossen und mit
Isopropanol Uberschichtet, um eine glatte Lauffront zu erzielen. Nach dem
Auspolymerisieren des Trenngels wurde das Isopropanol entfernt, das Sammelgel
auf das Trenngel gegossen und ein Probenkamm eingesetzt. Nach
Auspolymerisieren des Sammelgels, wurde das Acrylamidgel in eine
Elektrophoresekammer Uberfihrt. Wahrend die Kammer zwischen den zwei Gelen
mit Kathodenpuffer gefullt wurde, wurde die Elektrophoresekammer mit
Anodenpuffer beflllt. AnschlieRend wurden die denaturierten Proteine zusammen mit
einem Protein-GroRRenstandard auf das Gel aufgetragen. Die elektrophoretische

Auftrennung erfolgte dann bei einer Spannung von 100 V fir ca. 2,5 h.

Tabelle 17: Zusammensetzung der Tricin-Gele fir die SDS-PAGE

Reagenzien Trenngel (12%) Sammelgel (4%)
S : : I~

gsn/:/,g\;:rgll?rﬂd?;’nso:lll?lsacrylamldlosung > ml 0.25 ml

SDS-haltiger Gelpuffer 1,66 mi 0,3875 ml

VE-Wasser 0,83 mi 0,9 ml

Glycerin 0,5 ml -

APS 10% (w/v) 25 pl 12,5 pul

TEMED 2,5 ul 1,25 pl
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7.4.7 Western Blot und Immundetektion
(Laemmli, 1970; Maniatis, 1989)

Beim Western Blot werden die zuvor elektrophoretisch aufgetrennten Proteine auf
eine Nitrocellulosemembran Ubertragen (Blotten). Dies geschieht durch das Anlegen
eines senkrecht zum Polyacrylamidgel gerichteten elektrischen Feldes. Die
Immobilisierung der Proteine auf der Membran erfolgt aufgrund hydrophober
Wechselwirkungen. Bei der Immobilisierung behalten die Proteine sowohl ihre
funktionelle Aktivitat, als auch ihre Immunreaktivitat. In dieser Arbeit erfolgte das

Blotten fur 1 h bei 100 V. Der Blot wurde in folgender Reihenfolge aufgebaut:

e Ein dicker Watteschwamm
e Zwei Filterpapiere

e Die Nitrocellulosemembran
e Das Polyacrylamidgel

e Ein Filterpapier

e Ein dinner Watteschwamm

Mittels einer PonceauS™ (Merck) Farbung kann der Transfer auf die Membran
kontrolliert werden. Dabei handelt es sich um eine unspezifische Farbung. Das
Blocken unspezifischer Bindungsstellen erfolgte durch die Inkubation der
Nitrocellulosemembran in einer Blockierlosung fir 30 Min bei RT. Anschliel3end
wurde die Membran in 3 ml Blockierlésung und dem jeweiligen Primarantikérper tber
Nacht bei 4°C auf einem Schuttler inkubiert. Um unspezifisch gebundene Antikorper
von der Membran zu entfernen, wurde die Membran am Folgetag dreimal mit TBST-
Losung fur jeweils 10 Min gewaschen. Die Detektion des Primarantikorpers erfolgte
mittels einen gegen den Primarantikdrper gerichtetem Meerrettich-Peroxidase (HRP)
gekoppeltem Sekundarantikorper (1:10000). Dafur wurde die Membran fur 1 h bei RT
auf einem Rollermixer in der jeweiligen Sekundarantikorperldsung inkubiert. Nach
drei weiteren Waschschritten konnte der Sekundarantikbrper mittels des
,2Amersham™ ECL™ Prime Western Blotting Detection Reagenz“ der Firma GE
Healthcare detektiert werden. Dabei wurde nach Herstellerangaben vorgegangen.
Die Chemilumineszenz wurde mit dem Lumineszenz-Bildanalysegerat ,ChemiDoc™
Imaging System“ (BioRad) detektiert und mittels des Programms ,Image Lab™
Touch Software® (Version 2.3.0.07, BioRad) visualisiert.
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7.4.8 Antikdrper Isolation, Aufreinigung und Aufkonzentrierung

Die Hybridomazelllinie CRL-2463™ (ATCC®) (Kapitel 6.9.1) wurde fir die Produktion
des gegen das murine Zona pellucida Glykoprotein 2 (Aminosaure 114-129)
spezifischen Antikorpers (IE-3) verwendet. Fur die Isolation und Aufreinigung des
IE-3 Antikorpers wurde der Zellkulturiiberstand wie in Kapitel 7.6.2 beschrieben
geerntet und mittels eines TPP™ Vakuum Filters der Firma Thermo Fisher Scientifc
sterilfiltriert (PorengrofRe 0,22 um). Dies diente der Entfernung von toten Zellen oder
Zellschrott. Die  anschlieBende  Aufreinigung  erfolgte  mittels  einer
Affinitatschromatographie-Saule (,HiTrap™ Protein G HP-Saule“ der Firma
GE Healthcare). Die Affinitatschromatographiesaule ist beladen mit 1 ml ,Protein G
Sepharose™ High Performance, die aus biokompatiblem Polypropylen besteht und
fur die Isolation von monoklonalem und polyklonalem IgG verwendet wird.
Polypropylen ist biokompatible und nicht-interaktiv mit Biomolekulen. Das Protein G,
ein Oberflachenprotein, ist ein Typ 3 Fc-Rezeptor, das an die Fc-Region von IgG
bindet. Des Weiteren wurde die Albumin-Binderegion genetisch deletiert, um eine
Kreuzreaktion mit Aloumin zu verhindern. Fir die Isolation des Antikorpers wurde
zunachst die Affinitatschromatographiesaule mit 10-fachem Volumen an Bindepuffer
(20 mM Sodiumphosphat, pH 7.0) gewaschen. Dies erfolgte mittels einer
Peristaltikpumpe (ISMATEC®) bei einer Flussrate von 1 ml/min. AnschlieBend wurde
eine mit sterilem Zellkulturiiberstand geftillte 500 ml Schottflasche tUber Schlduche an
die Pumpvorrichtung angeschlossen. Somit wurde der Uberstand uber Nacht
kontinuierlich mit einer Geschwindigkeit von 11,9 ml/h Uber die ,HiTrap™ Protein G
HP“-Saule in die Ursprungsschottflasche gepumpt, sodass der IgG-Antikérper im
Uberstand an die Saule binden konnte. Durch diesen Versuchsaufbau wurde ein
geschlossenes, steriles System gewaéhrleistet. Am Folgetag wurde die Saule erneut
mit PBS (10-faches Volumen) gewaschen. Die Elution erfolgte mittels eines
Elutionspuffers (0,1 M Glycin-HCI Lésung, pH 2,7) in einem Reaktionsgefall (FACS-
Rohrchen, CellQuestPro™), das mit 1 M TRIS-HCI Losung (pH 9) zuvor befllt
wurde. Dies diente der Neutralisierung des niedrigen pHs des Elutionspuffers. Um
das im Elutionspuffer enthaltene Glycin, welches ebenfalls an Fc-Regionen bindet
aus der Antikoérper enthaltenen Ldsung (Fraktion) zu waschen, um den pH zu
neutralisieren und um die Reinheit zu erh6hen, wurde im Anschluss eine Dialyse
durchgeftuhrt. Dafir wurde die aufgefangene Fraktion in einen Dialyseschlauch mit

der Porengrof3e 15,9 mm (Roth) tberfiahrt. Der Dialyseschlauch wurde zuvor durch
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eine Inkubation von 20 Min in destilliertem Wasser aktiviert und anschlie3end
zweimal gewaschen. Dies diente der Entfernung der freigesetzten Weichmacher. Die
Dialyse erfolgte tUber Nacht in einem mit PBS befilltem Becherglas auf einem
Magnetriihrer. Am Folgetag wurde die Antikdrperlésung aus dem Dialyseschlauch in
15 ml Probengefald Gberfuhrt und die OD am Photometer (Eppendorf) gemessen. Die
IE-3 Antikorper enthaltene Fraktion wurde mittels Zentrikons (Amicron Ultra, 10 kDa)
auf 100 pl aufkonzentriert (2540 g fir 20 Min). Im Anschluss wurde die Lésung
erneut sterilfiltriert (0,22 uM Filter, Millex®-GV) und die OD bestimmt. Der Antikorper
wurde im ELISA (Kapitel 7.4.9) und im Western Blot (Kapitel 7.4.7) getestet.

7.4.9 ELISA (Enzyme-Linked Immunosorbent Assay)

Mithilfe eines qualitativen indirekten Festphasen-ELISAs wurde die spezifische
Bindung des produzierten IE-3 Antikorpers nachgewiesen. Hierbei handelt es sich
um einen IgG-Antikorper aus der Ratte, der gegen die N-Doméane des murinen Zona
pellucida Glykoproteins 2 (Aminosaure 114-129) gerichtet ist. Um die Fragestellung
zu beantworten, ob der produzierte IE-3 Antikorper spezifisch den N-Terminus des
muZP2 Glykoproteins erkennt, wurde in dieser Arbeit ein qualitativer Festphasen-
ELISA verwendet, bei dem im Gegensatz zum quantitativen Festphasen-ELISA kein
Standard benétigt wird. Die Auswertung erfolgte durch den Vergleich der OD der
einzelnen Proben. Das Prinzip des indirekten Festphasen-ELISAs basiert zunachst
auf der Detektion des immobilisierten Antigens mit einem nicht-gekoppelten
spezifischen Erstantikérper. Nachdem ein HRP gekoppelter Zweitantikdrper
spezifisch an den Erstantikorper bindet, wird als Substrat Tetramethylbenzidin (TMB)
hinzugefugt. Die HRP setzt das Substrat unter Freisetzung einer Farbreaktion
(Blaufarbung) um. Durch die Zugabe von Schwefelsaure wird diese Reaktion
gestoppt. Dieser Vorgang ist gekennzeichnet durch einen erneuten Farbumschlag
von blau zu gelb.

Fiar die Durchfuhrung des ELISAs wurde zunéchst eine 96-Well Platte (Thermo
Scientific) mit N-terminalem muZP2 Glykoprotein beschichtet. Die Tabelle 18 zeigt

die verwendeten Wells der 96-Well Platte.
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Tabelle 18: Pipettierschema des indirekten Festphasen-ELISA

1 2 Primarer AntikGrper Sekundéarer Antikorper
A | muZP2 | muzP2 <I1E-3/ 0,5% BSA/PBS <Ziege-a-Ratte HRP
B | muzP2 | muzp2 <MEC14.7/ 0,5% BSA/PBS <Ziege-a-Ratte HRP
C | muZP2 | muzP2 <0,5% BSA/PBS <Ziege-a-Ratte HRP
D | PBS PBS <0,5% BSA/PBS <Ziege-a-Ratte HRP

Es wurden jeweils 5 pg aufgereinigtes muZP2 Glykoprotein aufgetragen. Es folgte
eine Inkubation Uber Nacht bei 4°C. Am Folgetag wurde die 96-Well Platte
ausgeschlagen und mit 1% BSA/PBS pro Well fur 2 h bei RT blockiert. AnschlieRend
wurde die Platte erneut ausgeschlagen, zweimal mit PBS gewaschen und mit
17 pg/ml IE-3 Antikorper in 0,5% BSA/PBS beladen. Der Antikorper bindet an das
Epitop des muZP2 Glykoproteins. Die Proteinbestimmung wurde im Zweifachansatz
durchgefiihrt. Als Isotypkontrolle wurde der MEC14.7 Antikérper (ImmunoTools)
verwendet, ein Ratte-anti-Maus IgG2a-Antikérper, der murines CD34 erkennt. Die
Isotypkontrolle diente dem Ausschluss, dass das muZP2 Glykoprotein vom Ratten-
Fc-Teil des Antikorpers detektiert wird und nicht vom spezifischen Epitop. Zuséatzlich
sollte ausgeschlossen werden, dass der sekundéare Antikdrper bereits an das Protein
bindet. Dafir wurde nur der Zweitantikbrper in 0,5% BSA/PBS aufgetragen. Eine
mogliche unspezifische Bindung des Sekundarantikdrpers an die 96-Well Platte
wurde ebenfalls untersucht. Nach einer Inkubation von 2 h bei RT, wurde die Platte
erneut ausgeschlagen und dreimal mit PBS gewaschen. Als Sekundarantikdrper
wurde der HRP-gekoppelte Ziege-anti-Ratte Antikérper (Thermo Fisher Scientific)
verwendet und in einer Konzentration von 1:10.000 in 0,5% BSA/PBS eingesetzt. Es
wurden jeweils 100 ul pro Well aufgetragen und fur 90 Min bei RT inkubiert. Im
Anschluss wurde die Platte erneut ausgeschlagen, viermal mit PBS gewaschen und
100 pl TMB pro Well hinzugefuigt. Das TMB diente als Substrat fur die HRP. Nach ca.
5 Min Inkubation bei RT war eine deutliche Blaufarbung zu erkennen, sodass die
Reaktion durch Zugabe von 100 ul Schwefelsdure abgestoppt werden konnte. Die
Bestimmung der OD erfolgte bei 450 nm und einer Referenzwellenlange von 620 nm

mittels eines ELISA Photometers (Tecan).
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7.5 Bakterielle Zellkultur

7.5.1 Aufzucht und Lagerung von Bakterien

Die Kultivierung des Bakterienstammes E.coli Dh5a erfolgte in LB-Medium oder auf
LB-Agar-Platten. Das LB-Medium wurde mit einer Bakterienkultur angeimpft und
Uber Nacht bei 37°C auf einem Schattler (160 U/min) inkubiert. Nach Ausstreichen
einer Bakteriensuspension auf LB-Agar-Platten, erfolgte ebenfalls eine Inkubation
uber Nacht bei 37°C. Gelagert wurden die LB-Agar-Platten, die zuvor mit Parafilm
verschlossen wurden, bei 4°C. Voraussetzung fur eine Langzeitlagerung der
Bakteriensuspension bei -80°C ist die Zugabe von 20% DMSO (v/v).

7.5.2 Transformation von chemisch kompetenten Bakterien

(Lederberg und Cohen, 1974)

Die Transformation ist ein molekularbiologisches Verfahren bei dem Plasmide in
chemisch-kompetente E.coli Dh5a Zellen eingeschleust werden. Die Dh5a Zellen
besitzen eine Mutation im endAl Gen und eine weitere im recAl Gen, wodurch die
Ausbeute, die Qualitat und die Stabilitdt der Plasmide erhoht wird. Die
transformierten Klone besitzen das lacZAM15 Gen, welches fiir die B-Untereinheit
der B-Galaktosidase kodiert. Dadurch ist eine Blau-Weil3-Selektion der Klone
maoglich. Fur die Transformation wurden 50 pl chemisch kompetente E.coli Zellen fur
10 Min auf Eis angetaut und mit 1 pg Plasmid-DNA oder 5 pul Ligationsansatz
versetzt. AnschlieRend wurde der Ansatz fir 30 Min auf Eis inkubiert, gefolgt von
einem Hitzeschock fir 30 s bei 42°C im Wasserbad. Die Permeabilitat der
Bakterienzellwand wurde dadurch kurzzeitig erhéht, sodass die Bakterien die
Plasmid-DNA aufnahmen. Nach einer 5-mindtigen Inkubation der Bakterienkultur auf
Eis, wurden 100 pl antibiotikafreies SOC-Medium hinzugefugt. Es folgte eine
Inkubation der Bakteriensuspension fur 60 Min bei 37°C auf einem Schittler
(180 rpm), wodurch die Bakterien sich erholen konnten und die Resistenz, welche
auf dem Plasmid kodiert ist, ausbildeten. Im Anschluss wurde die
Bakteriensuspension auf einer vorgewarmten LB-Agarplatte mit 0,1 % (w/v)
Ampicillin ausplattiert oder zum Inokulieren einer Flissigkultur (LB-Medium mit 0,1 %

[w/v] Ampicillin) verwendet. Es folgte eine Inkubation tber Nacht bei 37°C. Die
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Selektion der transformierten Bakterien erfolgte mittels der auf dem Plasmid

befindlichen Zeocin™-Resistenz.
7.5.3 Blau-WeiRR-Selektion

Die Blau-Weil3-Selektion ist eine schnelle und effiziente Methode, um rekombinante
Bakterien zu identifizieren, die das gewiinschte Insert tragen. Voraussetzung fir die
Selektion ist die Verwendung von Plasmiden, die an der Insertionsstelle (MCS,
,Multiple Cloning Site) das Gen fur die B-Galaktosidase (lacZ) besitzen. Das Enzym
katalysiert das Substrat X-Gal in Anwesenheit des Induktors IPTG zu einem blauen
Produkt, wodurch blaue Kolonien entstehen. E.coli Dh5a- Zellen sind
B-Galaktosidase defizient und besitzen nur das lacZAM15 Gen, das fur die
B-Untereinheit der [B-Galaktosidase kodiert. Bei Bakterienzellen, die ein nicht-
rekombinantes Plasmid tragen, wird ein kurzes Peptid der Galaktosidase (a-Peptid)
exprimiert, welches die mutierte genomische Peptidsequenz ersetzen kann und mit
dem B-Peptid eine funktionsfahige Galaktosidase bildet. Dadurch kann das Protein
synthetisiert werden und die Kolonien farben sich blau. Bei einer erfolgreichen
Insertion des DNA-Fragments in die MCS wird kein a-Peptid synthetisiert und die

Kolonien bleiben weif3.

7.6 Eukaryotische Zellkultur

7.6.1 Kultivierung adharenter humaner Zelllinien

In dieser Arbeit wurde fir die Expression von rekombinantem Protein die humane
Zelllinie HEK293T verwendet. Hierbei handelt es sich um Monolayer-Zellen, die
zunachst in Zellkulturflaschen mit einer Oberflache von 75 cm? kultiviert wurden. Die
Zellen wurden in Brutschranken bei 37°C, 5%-iger CO2-Sattigung und 95%
Luftfeuchtigkeit kultiviert. Das FKS-haltige DMEM-Medium wurde alle 2-3 Tage
gewechselt. Die Zellen wurden bei einer Konfluenz von 90% passagiert. Dafur wurde
zunachst das Medium entfernt und die Zellen mit 10 ml PBS gewaschen. Dies diente
der Entfernung maoglicher Mediumsreste, welche die Aktivitat der Protease inhibieren
wurden. AnschlieBend wurden 2 ml Trypsin/EDTA Losung auf den Zellrasen
pipettiert und fir 5 Min bei 37°C und 5% CO2 inkubiert. Die verwendete
Serinprotease Trypsin spaltet Adhasionsproteine, mit denen die Zellen in der Lage

sind, sich an die Zellkulturflasche anzuheften. EDTA ist ein Chelator und wird zum
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Komplexieren von Ca?* und Mg?* verwendet. Da diese lonen wichtig fur Zell-Zell-
Verbindungen sind, kann so eine erneute Zelladhasion verhindert werden. Diese
proteolytische Reaktion wurde durch Zugabe von 8 ml FKS-haltigem DMEM-Medium
gestoppt. AnschlieBend wurde 1 ml der Zellsuspension in eine mit bereits 9 ml
frischem Medium befllte Zellkulturflasche tberfuhrt.

7.6.2 Kultivierung muriner Suspensionszelllinien

Fur die Produktion des gegen das murine Zona pellucida Glykoprotein 2
(Aminosaure 114-129) spezifischen Antikorpers (IE-3) wurde die Hybridomazelllinie
CRL-2463™ (ATCC®) verwendet. Die Hybridomazelllinie ist eine murine
Suspensionszelllinie, die in Zellkulturflaschen mit einer Oberflache von 75 cm? bei
einer Temperatur von 37°C und einem CO2-Gehalt von 5% in einem Brutschrank
kultiviert wurde. Die Zellen wurden bei einer Konfluenz von 90% passagiert. Nach
Resuspension der Zellen, wurde 1 ml der Zellsuspension in eine neue, mit 25 ml ISF-
1 Medium (Biochrom) befullte Zellkulturflasche tberfuhrt und bei 37°C und 5% CO:2
im Brutschrank kultiviert. Die restlichen 24 ml der Zellsuspension wurden fir 20 Min
bei 4.000 rpm (Hettich® Rotina 38/38R Zentrifuge, Sigma Aldrich) zentrifugiert. Der
antikdrperhaltige Uberstand wurde anschlieBend in eine 200 ml Schottflasche

Uberfuhrt und bis zur Antikdrperisolation (Kapitel 7.4.8) bei 4°C gelagert.
7.6.3 Auftauen kryokonservierter Zellen

Eukaryotische Zelllinien werden in der Gasphase von flissigem Stickstoff bei -196°C
gelagert. Nach Entnahme des Kryogefal3es aus dem Stickstofftank, wurde dieses bei
37°C im Wasserbad solange erwéarmt, bis ca. 90% der Zellsuspension fllissig war. Im
Anschluss konnte die Zellsuspension in eine mit 10 ml Medium vorbereitete T75-iger
Zellkulturflasche uberfihrt und im Brutschrank bei 37°C kultiviert werden. Um das
zytotoxische DMSO aus dem Medium zu entfernen, erfolgte je nach Zelllinie ein

Mediumwechsel nach ca. 24-48h.
7.6.4 Kryokonservierung humaner Zellen

Fur die Kryokonservierung von eukaryotischen Zellen wurden die Zellen zunachst
wie in Kapitel 7.6.1 und 7.6.2 beschrieben geerntet und abzentrifugiert. Nachdem
das Pellet mit 5 ml PBS gewaschen und in 3 ml 10%-igem DMSO-haltigem Medium

resuspendiert wurde, konnte die Zellsuspension in Kryogefal3e alliquotiert werden.
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Durch das DMSO kénnen sich keine Eiskristalle bilden, wodurch Schadigungen der
Zellmembran verhindert werden. Zur Kryokonservierung wurden die Alliquots
zunachst in einem Gefrierbehalter Uber Nacht langsam auf -80°C heruntergekdhilt.

Die langfristige Kryokonservierung erfolgte in einem Stickstofftank bei -196°C.
7.6.5 Quantifizierung der Zellzahl

Die Zellzahlbestimmung wurde mit dem CASY 1 (CASY™-Counter ,Model TT*,
Innovatis) durchgefiihrt. Das Messprinzip fundiert auf der elektrischen Erfassung der
Zellen beim Durchtritt durch eine Messpore, wobei der Widerstand der
Zellsuspension erfasst wird. Durch die Verwendung der sogenannten
Pulsflachenanalyse konnen eine Million Messpunkte pro Sekunde ausgewertet
werden. Mittels des CASY 1 kann die Zellzahl, der physiologische Zustand und das
Volumen der Zellen ermittelt werden. Durch die Verwendung von sogenannten
,Gates”, die in den generierten Histogrammen gezielt gesetzt werden kdnnen, kann
zwischen vitalen Zellen, Zelldebris und toten Zellen unterschieden werden. Somit
lasst sich die Anzahl der vitalen Zellen bestimmen. Fur die Zellzahlbestimmung
wurde zunachst ein CASY-Gefall mit 9,9 ml Elektrolyt-Losung (CASY-Ton) befiillt,
100 pl der zu messenden Zellsuspension hinzugefiigt, das Gefald verschlossen,

mehrfach invertiert und mit Hilfe des CASY 1 bestimmt.
7.6.6 Stabile Transfektion humaner Zellen

Die stabile Transfektion beschreibt den dauerhaften Einbau eines Vektors in das
Genom einer Wirtszelle. Diese Technik wurde fir die permanente Herstellung des
rekombinanten muzZP2 Glykoproteins in den HEK2930T Zellen verwendet. Hierzu
wurde die fir das murine N-terminale ZP2 Glykoprotein spezifische cDNA in den
pFUSE-hIgG1-Fc2 (Invivogen)-Vektor kloniert (pFUSE-muZP2). Anschlie3end wurde
Uber die stabile Transfektion die Plasmid-DNA in das Genom der Zelllinie HEK293T
integriert. Als Kontrolle fir die Uberexpression des murinen ZP2 Glykoproteins wurde
auch der Leervektor in die HEK293T Zellen transfiziert. Fur die Selektion der stabil
transfizierten Zellen wurde das Selektivum Zeocin™ (InvivoGen) verwendet. Zur
Bestimmung der einzusetzenden Konzentration des Selektivums wurden 5x10°
HEK293T Zellen in eine 6-Well-Platte (VWR®) ausgesat und fur 24 h bei 37°C im
Brutschrank kultiviert. Nach 24 h wurden die Zellen mit unterschiedlichen Zeocin™-

Konzentrationen (0 pug/ml bis 2000 pg/ml) versetzt. In einem Zeitraum von zwei
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Wochen wurde alle drei Tage ein Mediumwechsel durchgefiihrt. Die minimal
eingesetzte Konzentration an Zeocin™, bei der alle Zellen innerhalb von zwei
Wochen starben, wurde im Folgenden fir die Selektion benutzt. In dieser Arbeit
wurde eine Konzentration von 400 pg/ml Zeocin™ verwendet.

Durchgefiihrt wurde die stabile Transfektion der HEK293T Zellen mit dem pFUSE-
muZP2 bzw. dem Leervektor mittels des Transfektionsreagenz Polyfect® (Qiagen).
Polyfect® besteht aus dendrimeren Molekilen. Die Transfektion der Zellen beruht auf
der Interaktion der geladenen Aminogruppen des Polyfects® mit den negativ
geladenen Phosphatgruppen der DNA. Der so entstandene Komplex bindet an die
Zelloberflache und wird mittels Endozytose in die Zelle aufgenommen. Am Vortrag
der stabilen Transfektion wurden 5x10° Zellen pro Ansatz ausgesat und iber Nacht
bei 37°C kultiviert. Nach 24 h wurden die Transfektionsansatze wie in der Tabelle 19

beschrieben angesetzt und die Zellen transfiziert.

Tabelle 19: Schema der stabilen Transfektion

Ansatz Funktion Polyfect [pul] | DNA [ug] | PBS [pl]

A Selektionskontrolle - - 200

B Reagenzkontrolle 20 - 180

C DNA-Kontrolle - 2 200

D Transfektionsansatz 20 5 180
Vollvektor

E Transfektionsansatz 20 5 180
Leervektor

Dafur wurden 2 pg DNA mit den entsprechenden Mengen an PBS in einem 1,5 ml
Eppendorf-Gefa verdinnt. Im Anschluss wurden 20 pl des Polyfect® Reagenz zu
den jeweiligen Ansatzen pipettiert. Die Komplexbildung zwischen dem
Transfektionsreagenz Polyfect® und der DNA erfolgte wahrend einer Inkubation flr
20-30 Min bei RT. Die Transfektionsansatze wurden tropfenweise auf die HEK293T
Zellen pipettiert. Es folgte eine Inkubation der 6-Well-Platten fir 48-72 h bei 37°C
und anschlieRend eine Titrationsreihe, wobei die Ansatze B und C (Tabelle 19), die
als Kontrolle der Transfektionseffizienz dienten, nicht weitergeftihrt wurden. Fur die

Titrationsreihe wurden die Zellen der Ubrigen Ansatze geerntet (Kapitel 7.6.1) und in
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einer Verdunnungsreihe (Tabelle 20) in 10 cm Zellkulturschalen ausgesat. Ziel der

Titrationsreihe war eine Selektion von Einzelzellkolonien.

Tabelle 20: Schema der Titrationsreihe

Verdinnung | Medium [ml] Zellsuspension [ml]
1:10 9 1

1:20 9,5 0,5

1:50 9,8 0,2

1:100 9,9 0,1

1:200 9,95 0,05

1:300 9,97 0,03

1:500 9,98 0,02

1:1000 9,99 0,01

Nach einer Inkubation der Verdiinnungen bei 37°C fur 24 h wurde das Selektivum
Zeocin™ (400 pg/ml) hinzugefiigt. Es folgte eine Kultivierung tiber zwei Wochen. In
dieser Zeit wurde alle drei Tage ein Mediumwechsel inklusive Selektivum
durchgefiihrt. Die Zellen aus Ansatz A (Tabelle 19) dienten als Selektionskontrolle.
Nachdem alle Wildtyp-Zellen abgestorben waren, wurden die einzelnen Klone mit
Hilfe von Transfektionszylindern isoliert. Dafiur wurden die Transfektionszylinder
zunachst mit Vaseline beschichtet und anschlieRend mit einer sterilen Pinzette tUber
die Einzellklone gelegt. Nach Waschen der Zellen mit PBS, wurden die Zylinder mit
40 pl Trypsin beflllt, die Zellen geerntet und in eine 96-Well-Platte umgesetzt. Durch
die Zugabe von 100 pl 10% FKS-haltigem DMEM-Medium wurde das Trypsin
inhibiert und die Zellen kultiviert. Weiterhin wurden die Zellen durch das im Medium
enthaltene Zeocin™ (400 pg/ml) unter Selektionsdruck gehalten. Bei Erreichen einer
Konfluenz von 90% wurden die Zellen jeweils in ein nachst groReres Zellkulturgefan
uberfuhrt (48-Well-, 24-Well-, 12-Well-, 6-Well-Platte, T25-, T75-Zellkulturflasche).
Der erfolgreiche Einbau des Vektorkonstrukts in das Genom der Zellen, sowie die
Expression des muZP2 Glykoproteins wurde auf RNA- und Proteinebene tberprift.
Ausgewahlte Klone dienten dann der Herstellung des murinen N-terminen ZP2

Glykoproteins. Hierzu wurde der Zellkulturiberstand gesammelt, abzentrifugiert
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(2.000 rpm, 5 Min), sterilfiltriert und anschlielend bei 4°C gelagert. Die weitere

Aufreinigung aus dem Zellkulturiiberstand ist in dem Kapitel 7.4.1 beschrieben.
7.6.7 Durchflusszytometrie

Allgemein findet die Durchflusszytometrie (FACS, “Fluorescence Activated Cell
Sorting“) Anwendung im Zahlen und Analysieren von physikalischen sowie
molekularen Eigenschaften von Partikeln in einem Flussigkeitsstrom. Dabei fliel3en
die zu untersuchenden Zellen durch hydrodynamische Fokussierung einzeln tber
eine Kanule in das Messgerat (FACS Calibur, Becton Dickinson). Das verwendete
FACS besitzt einen 488 nm Argonlaser. Wenn das Licht des Lasers auf eine Zelle
trifft, wird es abh&ngig von verschiedenen physikalischen Eigenschaften der Zelle mit
unterschiedlicher Quantitdt und Qualitat gestreut. Die Streuung ist am Grof3ten im
sogenannten Kleinwinkelbereich (0-10°), dem Vorwartsstreulicht (FSC, ,Forward
Angle Light Scatter®). Durch die Beugung des Lichts kann eine GroRenbestimmung
der Zelle Uber die FSC-Diode durchgefiihrt werden. Das Seitwartsstreulicht (SSC,
,Side Scatter®) definiert den geringen Anteil des Lichts, dass seitwarts im 90° Bereich
gestreut wird. Mittels des SSC kodnnen Aussagen Uber die Granularitat,
Membranfaltung und auf3ere Form der Zellen getroffen werden. Aul3erdem ist eine
Messung von Floureszenzen maoglich, sofern die Zellen mit Flourochromen markiert
sind. In dieser Arbeit wurde das FACS fur den Nachweis des B-Zellrezeptors auf der
Oberflache der Hybridomazellen (CRL-2463™, ATTC) verwendet. Daftir wurden die
Zellen wie in Kapitel 7.6.2 beschrieben geerntet. Der Antikérpernachweild (IE-3) im
zellfreien Uberstand erfolgte mittels ELISA (Kapitel 7.4.9) und Western Blot
(Kapitel 7.4.7). Das Zellpellet wurde in 200 pl FACS-Puffer resuspendiert.
AnschlieRend wurden 20 pl dieser Zellsuspension in ein mit 200 pl FACS-Puffer
befllltes Reaktionsgefall (FACS-Rohrchen, CellQuestPro™) (berfiihrt. Um den
Stoffwechsel der Zellen zu inhibieren, wurde das Reaktionsgefal3 auf Eis gelagert.
Zunachst wurde eine Autofloureszenz der Hybridomazellen ausgeschlossen, indem
eine FACS-Messung ohne Zugabe des FITC gekoppelten Sekundarantikérpers
(,(FITC)-conjugated AffiniPure F(ab)2 Fragment Goat Anti-Mouse IgG (H+L)“,
Jackson Immuno Research) durchgefihrt wurde. Zusatzlich erfolgte eine
Isotypkontrolle mittels eines anderen Sekundarantikdrpers (,(FITC)-conjugated
AffiniPure F(ab’)2 Fragment Goat Anti-Rabbit IgG (H+L)“, Jackson Immuno

Research). Fur den Nachweis, dass die Hybridomazellen den B-Zellrezeptor auf der
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Oberflache besitzen, wurde nun der Sekundarantikdrper (,(FITC)-conjugated
AffiniPure F(ab’)2 Fragment Goat Anti-Mouse IgG (H+L)“, Jackson Immuno
Research) verwendet. FITC ist ein Flourochrom, welches ein Absorptions- bzw.
Emissionsmaximum bei 495 nm/ 519 nm besitzt. Das emittierte Floureszenzlicht wird
Uber ein optisches System detektiert und die gemessene Lichtintensitat wird dann in
Histogrammen oder Punktdiagrammen dargestellt. Die Auswertung erfolgte durch

das Programm ,CellQuestPro™" (Becton Dickinson, Version 6).

7.7 4D Analysen mittels des Digital Holografischen Mikroskops

7.7.1 Prinzip einer digitalen holografischen Messung und Datenverarbeitung

Die Verwendung eines Digital Holografischen Mikroskops ermdglicht eine
vierdimensionale Analyse (X, Y, Z und t) der Schwimmtrajektorie eines einzelnen
Spermatozoons. Dafir wurden anhand von quantitativen Phasenkontrastbildern
Serienaufnahmen durchgefthrt. Im Anschluss konnte die Trajektorie des
Spermatozoons in einem dreidimensionalen Koordinatensystem visualisiert werden.
In dieser Arbeit wurde ein Digital Holografisches Mikroskop des Typs DHM™ T-1000
der Firma Lyncée Tec. SA verwendet. Hierbei handelt es sich um ein off-axis
Transmissionsmikroskop mit einem 666 nm Laser.

Das Prinzip einer Digital Holografischen Messung muriner Spermatozoen ist in
Abbildung 17 dargestellt. Die Messung humaner Spermatozoen erfolgte analog. Fur
die vierdimensionale Analyse der Spermatozoenschwimmbewegung mittels DHM
wurden die Spermatozoen zunéchst wie in dem Kapitel 7.1.1.1 beschrieben
prapariert, gewaschen und in HS-Puffer gelagert. AnschlieBend wurden 30 pl der
Spermatozoensuspension in eine Messkammer (Leja Products B.V.) mit einer
Kammertiefe von 100 pum uberfuhrt (Abbildung 17A) und analysiert. Die digital
holografische Aufnahme (Hologramm) (Abbildung 17B) erfolgte mittels der Software
Koala (Version 6) der Firma Lyncée Tec. SA und einem 20x Objektiv mit einer
Aufnahmerate von 100 Hologrammen pro Sekunde. Durch die kurzen
Belichtungszeiten wird das System unempfindlich gegentber auf3eren Stérungen,
Vibrationen oder Bewegungsunscharfen. Im Gegensatz zu herkdmmlichen
bildgebenden Verfahren, bei denen lediglich die Intensitdt und die Frequenz des
einfallenden Lichts aufgezeichnet werden, speichert ein Hologramm zusétzlich die
Phase (Abbildung 17C). Der quantitative holografische Phasenkontrast ermdglicht es
Objekte in 3D darzustellen (Leach, 2011). Im Anschluss wurde durch numerische
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Kalkulation der XY-Ebene in verschiedenen Fokalebenen mittels der Koala-Software

(Version 6) eine Projektion erstellt, in der alle Objekte in eine Ebene projiziert wurden
(Abbildung 17D). Entsprechend der verwendeten CCD-Kamera (avA1000-100gm,
Basler AG) wurden die Zeitserien der rekonstruierten XY Projektionen (8-Bit TIFF
Format, 100 Fps) im 800 x 800 Pixelformat dargestellit.

Abbildung 17: Prinzip einer digital holografischen Messung

A zeigt die fur die holografische Messung verwendete Messkammer (Leja Products B.V.) mit einer
Kammertiefe von 100 pum. In B ist das mittels DHM aufgezeichnete Hologramm muriner
Spermatozoen dargestellt. Neben der Intensitat und der Frequenz des einfallenden Lichts, speichert
das Hologramm zusétzlich die Phase. C zeigt das Phasenbild der holografischen Aufnahme. In D ist
die Projektion ausgehend von dem Phasenbild dargestellt. Die Aufnahmen erfolgten mittels eines 20x
Objektivs.

Die DHM ermdglicht durch die Aufnahme von Hologrammen ein Durchscannen der
Aufnahme in der Z-Richtung, sodass ein Refokussieren maoglich ist (Abbildung 18).
Dadurch  kénnen unterschiedliche Spermatozoen oder Abschnitte eines
Spermatozoons in verschiedenen Fokalebenen nachtraglich numerisch fokussiert
werden. Wahrend in Abbildung 18A der Kopf des Spermatozoons scharf abgebildet
ist, wurde durch Anderung der Rekonstruktionsparameter in Spyder (Python 2.7) in

Abbildung 18B das Flagellum scharf dargestellt.

Abbildung 18: Die holografische Aufnahme ermdglicht ein nachtrégliches Refokussieren

A zeigt ein Phasenbild bei dem mittels Spyder (Python 2.7) der Kopf des Spermatozoons fokussiert
wurde. In B wurde durch Anderung der Rekonstruktionsparameter das Flagellum scharf abgebildet.
Die Aufnahmen erfolgten mittels eines 20x Objektivs.
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Die Rekonstruierung verschiedener Objektebenen aus einem Hologramm, sowie die
Verarbeitung der gespeicherten Hologramme erfolgten computergestitzt mit Hilfe
von Koala (Version 6) und einem anwendungsspezifischem Spyder Skripts (Python
2.7). Spyder ist eine frei zugangliche, plattformibergreifende, integrierte
Entwicklungsumgebung, die fir wissenschaftliche Programmierungen in der
Programmiersprache Python genutzt wird. Mittels der Projektion konnte der nun in
allen Einzelframes eines Videos scharf abgebildete Spermatozoenkopf getrackt
werden (Abbildung 19A), sodass der Weg, den der Spermatozoenkopf und damit
auch das Spermatozoon, in 3D zurtcklegt nachverfolgt und ausgewertet werden
konnte. Das X-, Y- und Z-Tracking der Spermatozoenktpfe basierte auf der
Detektion der XY Position eines Partikels in jedem Bild der Serienaufnahme, sowie
auf der Detektion der Fokusposition Z und der Wegverfolgung des Partikels anhand
der X- und Y-Koordinaten in Abhangigkeit von der Zeit. Daraus resultierte eine
Textdatei mit den X-, Y- und Z-Daten fur jedes Partikel und fur jede Projektion. Die
Kalkulation der XY-Ebene der Projektionen in verschiedenen Fokalebenen mittels
der Koala-Software (Version 6) erfolgte anhand der von den Spermatozoenkdpfen
erzeugten hoheren Phasenverschiebung (Colomb et al., 2010; Rappaz et al., 2005).
Der hohere Brechungsindex des Spermatozoenkopfs im Vergleich zum Medium
resultiert in einer Erh6hung des Phasensignals. Anhand der X-, Y- und Z-
Koordinaten wurde die Trajektorie des Spermatozoons rekonstruiert und in einem
dreidimensionalen Koordinatensystem visualisiert (Abbildung 19B). Die 3D
Visualisierung der Schwimmtrajektorie erfolgte zusatzlich durch die Verwendung
einer Gizmo Funktion in IgorPro™ (Version 6.36) nach Einstellung der

Schwimmtrajektorie in die Frontalansicht (Abbildung 19C).
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Abbildung 19: Rekonstruktion der vierdimensionalen Schwimmtrajektorie von Spermatozoen

A zeigt die Projektion eines murinen Spermatozoons in dem der rote Punkt die Koordinaten des
Trackings markiert. Das Tracking erfolgte mittels Koala (Version 6) und einem Spyderskript (Python
2.7), wodurch die X-, Y- und Z-Koordinaten der Schwimmtrajektorie des Spermatozoons ermittelt
wurden. Die Aufnahme erfolgte mittels eines 20x Objektivs. In B ist die mittels der Tracking-
Koordinaten erstellte dreidimensionale Trajektorie dargestellt. Die Visualisierung erfolgte mittels Koala
(Version 6). Der rote Punkt markiert den Spermatozoenkopf zu Beginn der Aufnahme. C zeigt eine
mittels IgorPro™ (Version 6.36) erstellte 3D Darstellung der Schwimmtrajektorie in der Frontalansicht.
Die roten Bélle geben den Rollvorgang von LCh zu RCh wieder, die blauen Bélle zeigen die Anderung
der Orientierung von RCh zu LCh. Der sich wiederholende Charakter der Schwimmtrajektorie ist durch
die Farbkodierung der Z-Achse verdeutlicht.

Die DHM erlaubt ebenfalls die Analyse der Drehbewegung des nicht symmetrischen
murinen Spermatozoenkopfs (Abbildung 20A) entlang der Langsachse. Somit kann
untersucht werden, ob es sich um eine 360°- oder eine alternierende 180°-Drehung
(Rotation) des Kopfs entlang der Langsachse handelt. Der murine hakenférmige
Kopf (Breed, 2004; Breed und Yong, 1986) ermdglicht eine Unterteilung in eine
konkave sowie konvexe und in eine rechte bzw. eine linke Seite (Abbildung 20A).
Dadurch kann die Orientierung des Kopfs als ,auf der linken Seite liegend“ (LCh)
(Abbildung 20B) oder als ,auf der rechten Seite liegend“ (RCh) beschrieben werden
(Abbildung 20D). Der Vorgang des Rollens wird in den rekonstruierten digital
holografischen Aufnahmen als ,Lichtblitz* sichtbar (Abbildung 20C). Dabei kommt es
zu einer Intensitdtszunahme des vom Spermatozoenkopf reflektierten Lichts. Das
Rollverhalten entlang der Langsachse von murinen Spermatozoen wurde zusatzlich
anhand von Intensitdtsmessungen mittels eines Plug-Ins aus der MBF Kollektion fur

ImageJ (Version 1.50i) untersucht.
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Abbildung 20: Rollverhalten entlang der Langsachse muriner Spermatozoen

A gibt schematisch die Morphologie des murinen Spermatozoonkopfs wieder, welche eine
Unterscheidung in eine konkave und konvexe Seite erlaubt. In den Abbildungen B-D sind Projektionen
dargestellt, in denen der Rollvorgang eines murinen Spermatozoons von der linken Seite des Kopfs
auf die rechte Seite zu sehen ist. Die schematische Darstellung des Kopfs gibt jeweils die Orientierung
als ,auf der linken Seite liegend” (LCh) oder als ,auf der rechten Seite liegend“ (RCh) wieder. Die
Orientierung wurde zusétzlich farblich unterschieden (blau= LCh, rot= RCh). Die Aufnahmen erfolgten
mittels eines 20x Objektivs.

Des Weiteren kann die Drehrichtung (Chiralitat) der Rollbewegung um die
Spermatozoenachse beurteilt werden. Daflr wurden Videosequenzen anhand der
rekonstruierten Projektionen erstellt und durch drei unabhangige Beobachter
beurteilt. Bei der Chiralitat wurde unterschieden zwischen einer Drehung des
Spermatozoonkopfs im Uhrzeigersinn (CW, ,Clockwise“) oder einer Drehung gegen
den Uhrzeigersinn (CCW, ,Counter-Clockwise®). Die Beurteilung der Chiralitat
erfolgte aus der Perspektive, dass das Spermatozoon auf den Beobachter zu
schwimmt. Anhand der hakenférmigen Morphologie des Spermatozoenkopfs konnte
visuell bestimmt werden, ob es sich um eine CW oder CCW Rollbewegung handelte.
Die Ermittlung der Chiralitat der gesamten Schwimmtrajektorie erfolgte mittels
Procrustesanalysen, die haufig fur morphometrische Analysen verwendet werden
(Klingenberg, 2016). Dafur wurden die zu vergleichenden Formen mittels
Symmetrieverfahren (Translation, Rotation und Skalieren) (bereinandergelegt,
sodass der minimalste Abstand (Procrustes Abstand) zwischen den beiden Formen
erreicht wurde. AnschlieBend wurden die ersten X- und Y-Koordinaten jedes
Rollzyklus in den Ursprung verlagert. Die Chiralitaitsbestimmung der
Schwimmtrajektorie erfolgte zunéchst visuell. Anschlieend wurden die Zeitpunkte
der Anderungen gegen dessen Winkel (8) bestimmt und die Mittelwerte der zeitlichen
Ableitung des Winkels (d6/dt) in Radian/s ermittelt. Ein positiver gemittelter (d6/dt)-
Wert gibt eine CW Chiralitdt und ein negativer gemittelter (d6/dt)-Wert eine CCW
Chiralitat der Schwimmtrajektorie wieder.

Neben der Analyse der Schwimmtrajektorie wurden ebenfalls Bewegungsanalysen
des Flagellums durchgefiihrt. Die Ermittlung der X-, Y- und Z-Koordinaten des

Flagellums erfolgte anhand der rekonstruierten XY Projektionen (Abbildung 21A).
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Dafur wurden der Kontrast und die Helligkeit der XY-Projektionen mittels der Auto-
Anpassungsfunktion von ImageJ (Version 1.50i) bearbeitet (Abbildung 21B). Um die
X- und Y-Positionen des Flagellums zu erhalten, wurde eine Schritt-fir-Schritt
(,frame-by-frame®)-Analyse des Flagellenschlags unter Verwendung eines
spezifischen Makros in IgorPro™ (Version 6.36, Wavemetrics) durchgefuhrt. Bei
Verwendung des 20x oder 40x Objektivs wurde ein P/U-Wert von 3,74654 bzw.
7,4931 eingesetzt. Der P/U Wert ist definiert als der Quotient der verwendeten
VergroRerung des Mikroskops und der Pixelgrofe der CCD-Kamera (avAl1000-
100gm, Basler AG). Dafur wurde das Flagellum auf den kontrastoptimierten
Projektionen in Form von 1 pm weit auseinanderliegenden Punkten in IgorPro™
(Version 6.36) markiert (Abbildung 21C). Die Generierung der Z-Koordinaten des
Flagellums erfolgte anhand der X- und Y-Koordinaten mittels eines spezifischen
Skripts in Spyder (Python 2.7) und unter Verwendung der Koala-Software (Version
6). Neben der Generierung der Z-Koordinaten wurde eine Projektion erstellt, bei der
die Tracking-Punkte entlang des Flagellums mit dem Phasenbild Uberlagert wurden
(Abbildung 21D). AnschlieRend wurden die Z-Werte des Flagellums durch die
Verwendung eines polynomialen Fits (Polyfit) (7. Polynom) in IgorPro™ (Version
6.36) geglattet. Zuletzt kann anhand der dreidimensionalen Daten die
Flagellenbewegung mittels DHM in allen drei Ebenen (XY, XZ und YZ) dargestellt
werden (Abbildung 21E). Des Weiteren ermdglicht der Einbezug der vierten
Dimension (Zeit), eine vierdimensionale Visualisierung der Flagellenbewegung. Fur
die Analyse der Flagellenauslenkung in der Z-Ebene konnen die geglatteten Z-Werte
gegen die kalkulierte Distanz des Flagellums entlang der XY-Projektionen (Dxy)

mittels IgorPro™ (Version 6.36) aufgetragen werden.



88

Abbildung 21: Vierdimensionale Flagellenanalyse muriner Spermatozoen mittels DHM

A zeigt die Projektion eines murinen Spermatozoons ausgehend von dem Phasenbild. In B ist die
mittels ImageJ (Version 1.50i) kontrast- und helligkeitsoptimierte Projektion dargestellt. C zeigt das
Tracking des Flagellums anhand der kontrastoptimierten Projektionen mittels IgorPro™ (Version 6.36).
In D ist eine Projektion dargestellt, bei der die Tracking-Punkte entlang des Flagellums mit dem
Phasenbild tberlagert wurden. Dies erfolgte unter Verwendung der Koala (Version 6) und der Spyder
Software (Python 2.7). E stellt die Flagellenbewegung in allen drei Ebenen (XY, XZ und YZ) mittels
DHM dar.

7.7.2 Digital holografische Messung von murinen Spermatozoen in raumlicher

Néhe zur Oozyte

Fur die Analyse des Schwimmverhaltens von murinen unkapazitierten und
kapazitierten Spermatozoen in raumlicher Nahe zur Oozyte sowie zur Oozyte mit
Kumuluszellschicht wurden die Spermatozoen zundchst aus dem Ductus
epididymidis und dem Ductus deferens prapariert (Kapitel 7.1.1.1). Die Halfte der
Spermatozoensuspension wurde fur 1 h kapazitiert (Kapitel 7.1.2). Wahrenddessen
erfolgte die Messung der unkapazitierten Spermatozoen in HS-Puffer. Daftir wurde
jeweils eine Oozyte mit oder ohne Kumuluszellen in eine Messkammer mit einer
Kammertiefe von 100 um (Leja Products B.V.) Ubertragen. Nach Zugabe von 15 ul
der Spermatozoensuspension (5x10° Zellen/ml) erfolgte die Messung am Digital
Holografischen Mikroskop. Nach 1 h wurden die kapazitierten Spermatozoen
zunachst in HS-Puffer Gberfuhrt (2,5 min bei 1.800 rpm) und auf eine Konzentration

von 5x10° Zellen/ml eingestellt. Die Messung der kapazitierten Spermatozoen mittels
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DHM erfolgte analog zu der Messung der unkapazitierten Spermatozoen. Alle
Aufnahmen wurden mit einem 20x Objektiv auf einer Warmeplatte (Okolab) bei 37°C

aufgenommen.

7.7.3 Digital holografische Messung von murinen Spermatozoen mit muZP2

Glykoprotein beladenen Sepharosebeads

Um den Einfluss des muzZP2 Glykoproteins auf das vierdimensionale
Schwimmverhalten von murinen kapazitierten Spermatozoen zu untersuchen,
wurden die zuvor praparierten Spermatozoen (Kapitel 7.1.1.1) wie in Kapitel 7.1.2
beschrieben kapazitiert und die Zellzahl auf 1x107 Zellen/ml eingestellt. Fir die
Messung am Digital Holografischen Mikroskop wurden 15 pl der mit muzP2
Glykoprotein beladenen Beadsuspension (Kapitel 7.4.3) in eine Messkammer mit
einer Kammertiefe von 100 um (Leja Products B.V.) Uberfuhrt und 15 pl der
Spermatozoensuspension hinzugefugt. Analog wurde die Messung mit unbeladenen
Sepharosebeads durchgefiihrt. Anschlieend wurden 4D Aufnahmen von
kapazitierten Spermatozoen in Kapazitationspuffer mit 100 pg/ml muzP2
Glykoprotein durchgefiihrt, um den Einfluss des muZP2 Glykoproteins ohne
Sepharosebeads zu analysieren. Alle Aufnahmen erfolgten mittels eines 20x

Objektivs, bei RT und in Kapazitationspuffer.
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8 Ergebnisse

Veranderungen in der Spermatozoenmotilitat bishin zur Immotilitat kénnen Grinde
fur die mannliche Infertilitat sein (Nieschlag et al., 2010; WHO, 2000). Voraussetzung
fur die Fertilisation, die Fusion von Spermatozoon und Oozyte, ist ein komplexer
Selektionsprozess eines einzelnen Spermatozoons aus einem Pool von Millionen
von Zellen (Miki und Clapham, 2013). Fur die Fertilisation auf natirlichem Wege ist
eine geregelte Motilitat von Spermatozoen essentiell (Hino et al., 2016; Ishikawa et
al., 2016; Miki und Clapham, 2013). Nachdem die Motilitat als essentieller Faktor fur
eine erfolgreiche Befruchtung erkannt wurde, wurden viele Studien zum
Schwimmverhalten (Babcock et al., 2014; Miki und Clapham, 2013; Nosrati et al.,
2015), zur Flagellenbewegung (Brokaw, 2009, 2014; Friedrich et al.,, 2010;
Lindemann und Lesich, 2010; Woolley, 2010), zum Signalweg, der die Bewegung
kontrolliert und zum Aufbau des Flagellums (Awata et al., 2015; Heuser et al., 2012a;
Ounjai et al., 2012; Satir et al.,, 2014) durchgefiihrt. Trotz dieser essentiellen
Erkenntnisse ist die Spermatozoenselektion noch nicht vollstandig charakterisiert und
ihre Rolle bei der Befruchtung der Oozyte nicht geklart.

Ziel dieser Arbeit war es, die Flagellenbewegung sowie das Bewegungsmuster
muriner unkapazitierter Spermatozoen in 4D zu untersuchen. Fur diese Analyse
wurde die DHM als Methode flr vierdimensionale Bewegungsanalysen von
Spermatozoen in dieser Arbeit etabliert. Die Etablierung der DHM ist im Methodenteil
im Kapitel 7.7.1 dargestellt. Im Anschluss sollte anhand von digital holografischen
Aufnahmen der Einfluss von rekombinantem murinen ZP2 Glykoprotein auf das
vierdimensionale Schwimmverhalten muriner kapazitierter Spermatozoen analysiert
werden. Abschliel3end wurden mdgliche Veranderungen des Bewegungsmusters von
unkapazitierten und kapazitierten Spermatozoen in raumlicher Nahe zur Oozyte bzw.

zur Oozyte mit Kumuluszellschicht untersucht.
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8.1 Etablierung der Digital Holografischen Mikroskopie fir 4D

Analysen des Spermatozoenschwimmverhaltens

8.1.1 4D Analyse des Flagellenschlags von freischwimmenden und

adharenten murinen Spermatozoen

Detaillierte Erkenntnisse Uber die Architektur des Spermatozoenflagellums und sein
9+2 Axonem konnten bereits gewonnen werden (Heuser et al., 2012a; Heuser et al.,
2012b; Inaba, 2011; Lindemann, 1996; Ounjai et al., 2012). Wie dieser Aufbau zur
Initierung und Ausbreitung der wellenformigen Flagellenbewegung beitragt, ist
Gegenstand aktueller Forschungsarbeiten (Brokaw, 2009, 2014; Geyer et al., 2016;
Ishijima, 2016; Lindemann und Lesich, 2010, 2016; Woolley, 2010). In der
vorliegenden Arbeit wurde der Flagellenschlag von Méausen in 4D analysiert sowie
guantitative Untersuchungen der vierdimensionalen Wellenform des Flagellums
durchgefiihrt, um Hinweise auf unterschiedliche Schlagmuster der Flagellen zu
erhalten. Diese Analysen sollen dazu beitragen, die Flagellenbewegung genauer zu
charakterisieren, um zu einem besseren Verstandnis der fundamentalen Prinzipien
des Selektionsprozesses beizutragen. Fur diese 4D Analysen des Flagellenschlags
wurden mittels DHM Hologramme muriner unkapazitierter Spermatozoen
aufgenommen. Die Projektionen wurden verwendet, um den Weg eines
freischwimmenden, unkapazitierten Spermatozoons innerhalb einer 2,2 s langen
holografischen Aufnahme zu analysieren (Abbildung 22A). Dafur wurde jeweils der
Mittelpunkt des Kopfs Uber die gesamte Zeitspanne der Aufnahme markiert (getrackt,
Tracking). Abbildung 22A zeigt das letzte rekonstruierte Bild (,Frame®) der Aufnahme
und die wéahrend dieser Zeit zurtickgelegte Trajektorie des Spermatozoons (griine
Linie). Die Analyse des Flagellums erfolgte durch eine Schritt-fur-Schritt (,frame-by-
frame*®) Markierung. Abbildung 22B zeigt die XY-Auslenkungen des Flagellenschlags
innerhalb eines Schlagzyklus (0,32 s), wodurch eine Schlagfrequenz von 3 Hertz
(Hz) ermittelt wurde. Die Distanz zwischen der maximalen und minimalen

Auslenkung des Flagellenschlags in der XY-Ebene lag bei 18 um (weil3e Linien).



92

Abbildung 22: Auslenkung des Flagellums in der XY-Ebene eines freischwimmenden,
unkapazitierten murinen Spermatozoons

A. Abgebildet ist reprasentativ der zurlickgelegte Weg in der XY-Ebene eines unkapazitierten
Spermatozoons (n=15, vier biologische Replikate). Die XY-Koordinaten des Mittelpunkts des
Spermatozoenkopfs wurden Uber die gesamte Zeitspanne von 2,2 s mittels ImageJ (Version 1.50i)
detektiert. AnschlieRend wurde die Trajektorie mittels Photoshop auf das letzte rekonstruierte Bild der
2,2 s langen Aufnahme Ubertragen. B. Die Abbildung zeigt die Auslenkungen des Flagellenschlags
innerhalb eines Schlagzyklus (0,32 s) in der XY-Ebene, aufgenommen mit 100 fps. Die griine Linie
gibt die erste und die blaue Linie die letzte Flagellenauslenkung innerhalb des Schlagzyklus wieder.
Die Distanz zwischen der maximalen Auslenkung des Flagellenschlags in der XY-Ebene liegt bei
18 um (weil3e Linien).

Anschlielend wurden die Z-Werte anhand der X- und Y-Daten aus dem manuellen
Flagellen-Tracking mittels eines Skripts in der Spyder-Software (Python 2.7) und
unter Verwendung der Koala-Software (Version 6) berechnet, um den
Flagellenschlag muriner unkapazitierter Spermatozoen weiter zu charakterisieren. In
Abbildung 23A ist die Z-Auslenkung des Flagellenschlags gegen die kalkulierte
Distanz des Flagellums entlang der XY-Projektionen (Dxy), gemessen in pm,
aufgetragen. Die Auslenkung in der Z-Ebene fir das erste Frame des Schlagzyklus
ist griin und die der weiteren Frames (2 bis 21) sind schwarz dargestellt. Abbildung
23A zeigt eine wellenférmige Auslenkung des Flagellums in der Z-Ebene. Die
Amplitude des Flagellenschlags in der Z-Ebene lag bei 19 pm und ist mit der
Auslenkung des Flagellenschlags in der XY-Ebene (18 pm) vergleichbar. Die
Flagellenauslenkungen der rekonstruierten Aufnahme aus Abbildung 22 erzeugen
eine Matrix aus x-, y-, z- und t-Werten, wodurch eine vierdimensionale Darstellung
des Flagellums mdglich ist. Abbildung 23B zeigt die Flagellenauslenkung zu Beginn
der Aufnahme (t= O s). Die blaue Linie gibt die Bewegung des Flagellums im
dreidimensionalen Raum wieder, wahrend die schwarzen Linien die Projektionen der

Bewegung des Flagellums in der XY-, XZ- und YZ-Ebene zeigen. Es konnte fur
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freischwimmende, unkapazitierte Spermatozoen eine nicht-planare, wellenférmige

Flagellenbewegung detektiert werden.

Z-Auslenkung (um)
Z Position [um]

Abbildung 23: Wellenformige Auslenkung des Flagellums in der Z-Ebene eines
freischwimmenden, unkapazitierten murinen Spermatozoons

A. Abgebildet ist die wellenformige Z-Auslenkung eines repréasentativen freischwimmenden,
unkapazitierten Spermatozoons (n=15, vier biologische Replikate). Die Z-Werte wurden anhand der
XY-Koordinaten aus dem Flagellen-Tracking (Abbildung 22B) und der holografischen Aufnahmen
mittels eines Skripts in Spyder rekonstruiert. Die Z-Werte wurden durch die Verwendung eines Polyfits
des 7. Polynoms geglattet und gegen die kalkulierte Distanz des Flagellums entlang der XY-
Projektionen (Dxy) aufgetragen. Die Auslenkung des Flagellenschlags in der Z-Ebene fir das erste
Frame des Schlagzyklus ist griin und die der weiteren Frames (2 bis 21) sind schwarz. B. Dargestellt
ist das Flagellum im dreidimensionalen Raum desselben Spermatozoons (blau) und seine
Projektionen in der XY-, XZ- und YZ-Ebene (schwarz).

In  Vorarbeiten der eigenen Arbeitsgruppe konnte anhand von 2D
Hochgeschwindigkeitsaufnahmen (,High-speed“-Aufnahmen) gezeigt werden, dass
der Weg, den ein Spermatozoon zuriicklegt, durch voriibergehendes Andocken und
Loslésen an bzw. von Umgebungsstrukturen bestimmt wird (Babcock et al., 2014).
Um ein besseres Verstdndnis dieses Prozesses zu erlangen, wurde der
dreidimensionale Flagellenschlag adharenter muriner unkapazitierter Spermatozoen
mittels DHM untersucht. Diese Spermatozoen binden mit dem Kopf an die
Oberflache der Messkammer und sind somit nicht mehr in der Lage sich frei zu
bewegen. In der oberen Grafik der Abbildung 24A sind die XY-Auslenkungen
innerhalb eines Schlagzyklus (0,38 s) eines adhéarenten Spermatozoons dargestellt,
wodurch eine Schlagfrequenz von 3 Hz ermittelt wurde. Die Distanz zwischen der
maximalen Auslenkung des Flagellenschlags in der XY-Ebene lag bei 14 um. Der
Kopf des adharenten Spermatozoons bewegte sich bogenférmig, ohne dass eine
Fortbewegung des Spermatozoons detektiert werden konnte (Abbildung 24A, untere
Grafik). Die Berechnung der Z-Werte des Flagellums erfolgte fur adhé&rente
Spermatozoen analog zu der Berechnung der Z-Werte von freischwimmenden

Spermatozoen. In Abbildung 24B ist die Z-Auslenkung des Flagellums gegen die
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kalkulierte Distanz des Flagellums entlang der XY-Projektionen (Dxy) aufgetragen.
Analog zu freischwimmenden murinen Spermatozoen konnte eine wellenférmige
Bewegung des Flagellums in der Z-Ebene detektiert werden (Abbildung 24B). Die
maximale Auslenkung des Flagellenschlags in der Z-Ebene lag fur adh&rente
Spermatozoen bei 12 ym und war damit vergleichbar mit der Auslenkung des
Flagellenschlags in der XY-Ebene (14 pm). Wahrend fur freischwimmende
Spermatozoen sowohl positive als auch negative Z-Auslenkungen am proximalen
Teil des Flagellums detektiert werden konnten (Abbildung 23A), zeigten adharente
Spermatozoen ausschlieBlich eine negative Auslenkung (Abbildung 24B). Es
konnten Auslenkungen des Flagellenschlags in der Z-Ebene sowohl bei

freischwimmenden als auch bei adharenten Spermatozoen detektiert werden.

B

Z-Auslenkung (um)

Abbildung 24: Wellenférmige Auslenkung des Flagellums in der Z-Ebene eines adhéarenten
murinen unkapazitierten Spermatozoons

A. Die obere Abbildung zeigt reprasentativ die Auslenkungen des Flagellums innerhalb eines
Schlagzyklus (0,38 s) in der XY-Ebene eines adhéarenten Spermatozoons (n=9, vier biologische
Replikate), aufgenommen mit 100 fps. Die griine Linie gibt die erste und die blaue Linie die letzte
Flagellenauslenkung innerhalb des Schlagzyklus wieder. Die maximale Auslenkung des
Flagellenschlags in der XY-Ebene liegt bei 16 um. Die untere Abbildung zeigt den zuriickgelegten
Weg in der XY-Ebene eines unkapazitierten adhéarenten Spermatozoons innerhalb einer 3 s langen
holografischen Aufnahme (griine Linie). B. Dargestellt ist die Auslenkung des Flagellenschlags in der
Z-Ebene (Y-Achse) eines adhdrenten unkapazitierten Spermatozoons fur einen Schlagzyklus. Auf der
X-Achse ist die kalkulierte Distanz des Flagellums entlang der XY-Projektionen (Dxy) aufgetragen. Die
Auslenkung in der Z-Ebene fir das erste Frame des Schlagzyklus ist grin und die der weiteren
Frames (40, 42, ..., 60) sind schwarz.
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8.1.2 4D Analyse der Schwimmtrajektorie muriner unkapazitierter

Spermatozoen

Die DHM ermoglicht neben der Analyse des Flagellenschlags, ebenfalls die
vierdimensionale Analyse der Schwimmtrajektorie von Spermatozoen mittels eines
Kopf-Trackings. Durch die lichtbrechenden Eigenschaften des Spermatozoenkopfs
ist ein direktes Tracken des Kopfs im dreidimensionalen Raum mdglich. Anhand der
X, Y- und Z-Daten kann die Trajektorie von Spermatozoen rekonstruiert werden.
Abbildung 25 zeigt die Schwimmtrajektorie eines unkapazitierten, freischwimmenden
murinen Spermatozoons wahrend einer 1,8 s langen holografischen Aufnahme in der
XY-Ebene (A), YZ-Ebene (B) und der XZ-Ebene (C). Die Auslenkungen in der Z-
Ebene sind durch den farblichen Verlauf von dunkel-rot (niedrige Z-Werte) nach gelb
(hohe Z-Werte) dargestellt.

A B C
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Abbildung 25: Schwimmtrajektorie eines unkapazitierten murinen Spermatozoons

A-C. Die Abbildungen zeigen den Weg des Kopfs eines linear schwimmenden murinen
Spermatozoons innerhalb der 1,8 s langen holografischen Aufnahme. Das Kopf-Tracking in der X-, Y-
und Z-Ebene erfolgte mittels der Koala-Software. Dargestellt ist die Schwimmtrajektorie in der XY-
Ebene (A), der YZ-Ebene (B) sowie in der XZ-Ebene (C).

8.1.3 Untersuchung zum Rollverhalten muriner unkapazitierter Spermatozoen

Die Analyse des Rollverhaltens muriner unkapazitierter Spermatozoen erfolgte
anhand der spezifischen Morphologie des Spermatozoenkopfs. Der murine
hakenférmige Kopf ermdglicht eine Unterteilung in eine konkave sowie konvexe bzw.
in eine rechte und in eine linke Seite (Abbildung 26A). Dadurch kann die Orientierung
des Kopfs als ,auf der linken Seite liegend” (LCh) (Abbildung 26B) oder als ,auf der
rechten Seite liegend“ (RCh) (Abbildung 26D) beschrieben werden. Der Vorgang des
Rollens wird in den rekonstruierten digital holografischen Aufnahmen als ,Lichtblitz*
sichtbar (Abbildung 26C).



96

A

konka\;P konvex

Abbildung 26: Rollverhalten entlang der Langsachse muriner Spermatozoen

A. Schematische Darstellung der Morphologie eines murinen Spermatozoonkopfs, welche eine
Unterscheidung in eine konkave und konvexe Seite erlaubt. B-D. In den Abbildungen sind
Projektionen dargestellt, in denen der Rollvorgang eines murinen Spermatozoons von der linken Seite
des Kopfs auf die rechte Seite zu sehen ist. Die schematische Darstellung des Kopfs gibt jeweils die
Orientierung als ,auf der linken Seite liegend” (LCh) oder als ,auf der rechten Seite liegend* (RCh) an.
Die Orientierung wurde zusétzlich farblich unterschieden (blau= LCh, rot= RCh). Die Aufnahmen
erfolgten mittels eines 20x Objektivs.

Beim Rollvorgang kommt es zu einer Intensititszunahme des vom
Spermatozoenkopf reflektierten Lichts (Abbildung 27A). Diese Beobachtung konnte
bereits in Vorarbeiten anhand von konventionellen mikroskopischen Aufnahmen
gemacht werden (Babcock et al., 2014). Abbildung 27A zeigt die Intensitatsmessung
eines linear schwimmenden unkapazitierten Spermatozoons innerhalb der 3 s langen
holografischen Aufnahme. Die roten Balken geben eine RCh-Orientierung des Kopfs
und die blauen Balken eine LCh-Orientierung wieder. Die Analyse erfolgte anhand
der rekonstruierten Projektionen aus Kapitel 8.1.2. Es konnte eine
Intensitadtszunahme wahrend des Rollvorgangs detektiert werden (Abbildung 27A).
Die DHM ermdglicht durch die Aufnahme von Hologrammen eine Rekonstruktion der
Z-Ebene. Dies erlaubt die Analyse der Drehbewegung des nicht symmetrischen
murinen Spermatozoenkopfs und somit die Beurteilung der Drehrichtung (Chiralitét)
der Rollbewegung um die Spermatozoenachse. Bei der Chiralitat wurde
unterschieden zwischen einer Drehung im Uhrzeigersinn (CW) oder einer Drehung
gegen den Uhrzeigersinn (CCW). Fur die Bestimmung der Chiralitdit wurden
Videosequenzen anhand der rekonstruierten Projektionen erstellt und durch drei
unabhéangige Beobachter beurteilt. Die Beurteilung der Chiralitdt erfolgte aus der
Perspektive, dass das Spermatozoon auf den Beobachter zu schwimmt. In Abbildung
27A geben die Pfeile die Chiralitat des Rollvorgangs wieder. Die Analyse ergab, dass
murine unkapazitierte Spermatozoen beim Ubergang von RCh auf LCh gegen den
Uhrzeigersinn und beim Ubergang von LCh auf RCh im Uhrzeigersinn rollen. Murine
unkapazitierte Spermatozoen zeigen keine komplette 360°-Drehung um ihre
Langsachse, sondern eine Uber die konvexe Seite des Spermatozoonkopfs

ablaufende 180°-Drehung im Uhrzeigersinn gefolgt von einer 180°-Drehung
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entgegen dem Uhrzeigersinn. Somit kann eine alternierende Bewegung des
Spermatozoenkopfs detektiert werden (Abbildung 27A). In Abbildung 27B ist das
Ergebnis der Intensitaitsmessung eines nicht rollenden murinen unkapazitierten
Spermatozoons dargestellt. Wahrend der gesamten Aufnahme Dblieb der
Spermatozoenkopf in einer Orientierung (LCh), sodass keine Zunahme der
Lichtintensitat gemessen werden konnte (Abbildung 27B).
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Abbildung 27: Analyse des Rollverhaltens von murinen unkapazitierten Spermatozoen mittels
Digital Holografischer Mikroskopie

A. Abgebildet ist die oszillierende Lichtintensitat (Y-Achse), des vom rollenden Spermatozoenkopf
gestreuten Lichts pro Zeit eines reprasentativen freischwimmenden, unkapazitierten murinen
Spermatozoons (n=10, vier biologische Replikate). Die daraus resultierenden roten und blauen Balken
zeigen die Zeit mit einer RCh- oder LCh-Orientierung an, die weil3en Felder die Bereiche in denen das
Spermatozoon weder eine RCh-, noch eine LCh-Orientierung besitzt und die Pfeile jeweils das
Rollverhalten entlang der Langsachse im oder gegen den Uhrzeigersinn. B. Reprasentative
Darstellung eines nicht rollenden Spermatozoons (n=5, drei biologische Replikate) ohne transienter
Intensitatszunahme des reflektierten Lichts mit Verbleib in einer LCh-Orientierung (blauer Balken).

Vorarbeiten an murinen freischwimmenden Spermatozoen konnten zeigen, dass der
asymmetrische Spermatozoenkopf durch alternierendes Rollen eine lineare

Bewegungsrichtung sicherstellen kann und dass ein Spermatozoon, das keine
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alternierende 180°-Drehung des Kopfs zeigt, eine kreisférmige Trajektorie besitzt
(Babcock et al., 2014). In dieser Arbeit wurde der Einfluss des Rollvorgangs auf die
dreidimensionale Schwimmtrajektorie muriner unkapazitierter Spermatozoen mittels
der am Digital Holografischen Mikroskop generierten Kopf-Tracking-Daten
untersucht. Abbildung 28A zeigt die dreidimensionale Schwimmtrajektorie des
unkapazitierten, freischwimmenden, rollenden murinen Spermatozoons aus
Abbildung 27A. Die roten Balle geben einen Rollvorgang von LCh nach RCh wieder,
die blauen Balle eine Anderung der Orientierung von RCh nach LCh. Die zusétzliche
Verwendung eines Farbverlaufs fur die Z-Auslenkung, von dunkel-rot (niedrige Z-
Werte) zu gelb (hohe Z-Werte), gibt den sich wiederholenden helikalen Charakter der
Schwimmtrajektorie ~ wieder.  Abbildung 28B  zeigt die rekonstruierte
Schwimmtrajektorie des nicht rollenden Spermatozoons aus Abbildung 27B. Die
dreidimensionale Visualisierung verdeutlicht, dass nicht rollende Spermatozoen eine
kreisformige Schwimmtrajektorie besitzen und dass eine LCh-Orientierung mit einer
CW-Bewegung korreliert. Es konnten geringere Auslenkungen des Kopfs in der Z-
Ebene fur nicht rollende Spermatozoen im Vergleich zu rollenden Spermatozoen
identifiziert werden (Abbildung 28).

A B

Z [um]

115
120 80

Abbildung 28: Vierdimensionale Darstellung der Schwimmtrajektorie von rollenden und nicht
rollenden, unkapazitierten murinen Spermatozoen

A. Reprasentative Darstellung der Schwimmtrajektorie eines freischwimmenden, rollenden
Spermatozoons in 3D (n=15, vier biologische Replikate). Die roten Béalle geben den Rollvorgang von
LCh zu RCh wieder, die blauen Bélle zeigen die Anderung der Orientierung von RCh zu LCh. Die
Trajektorie ist in der Frontalansicht dargestellt. Der sich wiederholende Charakter der
Schwimmtrajektorie ist durch die Farbkodierung der Z-Achse verdeutlicht. Skalierung der Achsen:
X: -20-30 pm, Y: -2-8 ym, Z: -8-15 um. B. Gezeigt ist eine zirkuldre Schwimmtrajektorie eines
reprasentativen freischwimmenden, nicht rollenden Spermatozoons in 3D (n=5, drei biologische
Replikate). Das Spermatozoon bleibt wahrend der 3 s langen Aufnahme in der LCh-Orientierung und
zeigt eine Trajektorie im Uhrzeigersinn.
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Um den Zeitpunkt des Rollens genauer zu charakterisieren, wurde das Ergebnis der
Intensitatsmessung (Abbildung 27) mit der dreidimensionalen Trajektorie (Abbildung
28) verglichen. Hierbei zeigt sich, dass der Rollvorgang von RCh nach LCh (blaue
Balle) bei der maximalen negativen Auslenkung in der Z-Ebene stattfindet.
Aquivalent dazu erfolgt die Anderung von einer LCh- auf eine RCh-Orientierung (rote
Balle) bei der maximalen positiven Auslenkung in der Z-Ebene (Abbildung 28). Es
konnte gezeigt werden, dass der Rollvorgang der Spermatozoen entlang der

Langsachse mit den Bewegungen in der Z-Ebene koordiniert wird.

8.1.4 Chiralitatsanalyse der Schwimmtrajektorie muriner unkapazitierter

Spermatozoen

Mittels der dreidimensionalen Koordinaten des Kopf-Trackings kann ebenfalls die
Chiralitat der gesamten Schwimmtrajektorie analysiert werden. In Abbildung 29A ist
die Schwimmtrajektorie des Spermatozoons aus dem Kapitel 8.1.2 in der XY-Ebene
dargestellt. Die Trajektorie besteht aus drei Rollzyklen, wobei ein Rollzyklus als die
Anderung der Kopforientierung von RCh zu LCh zu RCh definiert ist (Abschnitt
zwischen zwei roten Ballen, 180°). Die Ermittlung der Chiralitat der
Schwimmtrajektorie  erfolgte  mittels  Procrustesanalysen, die haufig flr
morphometrische Analysen verwendet werden (Klingenberg, 2016). Es handelt sich
hierbei um eine statistische Methode, um zwei oder mehr Formen miteinander zu
vergleichen. Eine Form ist hierbei definiert als die Konfiguration von Datenpunkten in
einer Matrix. Die zu vergleichenden Formen wurden mittels Symmetrieverfahren
(Translation, Rotation und Skalieren) so Ubereinandergelegt, dass der minimalste
Abstand (Procrustes-Abstand) zwischen den beiden Formen erreicht wurde. Bei der
Translation handelt es sich um eine geometrische Transformation, bei der jeder
Punkt einer Form um dieselbe Distanz und in dieselbe Richtung bewegt wird, sodass
beim Vergleich verschiedener Formen, alle denselben Flachenmittelpunkt (Zentroid)
besitzen. Beim Skalieren werden Formen durch einen spezifischen Streckfaktor in
alle Richtungen vergréf3ert oder verkleinert, bis sie alle dieselbe Zentroidgrof3e
besitzen. Zusatzlich werden die Formen um einen fixen Punkt bewegt bis die
minimalste Distanz zwischen den korrespondierenden Datenpunkten der jeweiligen
Formen erreicht ist (Rotation) (Gower, 1975; Mitteroecker et al., 2013; Rohlf, 1999).
Um eine Procrustesanalyse durchfiihren zu kdnnen, wurden zunachst die ersten X-

und Y-Koordinaten jedes Rollzyklus in den Ursprung verlagert. Anschlie3end wurde
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durch die verschiedenen Symmetrieverfahren die Ahnlichkeit des zweiten Rollzyklus
mit dem ersten Rollzyklus maximiert (Abbildung 29B). Abbildung 29B zeigt, dass
jeder Rollzyklus mit einer CW Krimmung beginnt, eine hohe Symmetrie zwischen
den einzelnen Rollzyklen besteht und dass die Schwimmtrajektorie eine Chiralitat im

Uhrzeigersinn (CW) aufweist.
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Abbildung 29: Unkapazitierte murine Spermatozoen zeigen eine Schwimmtrajektorie mit einer
Chiralitat im Uhrzeigersinn

A. Abgebildet ist die Schwimmtrajektorie eines freischwimmenden, rollenden murinen Spermatozoons
in 3D aus Abbildung 28A. Die roten Balle geben den Rollvorgang von LCh zu RCh wieder. die blauen
Balle die Anderung der Orientierung von RCh zu LCh. Die Trajektorie besteht aus drei Rollzyklen. Der
sich wiederholende Charakter der Schwimmtrajektorie ist durch die Farbkodierung der Z-Achse
verdeutlicht. Auf den Koordinatenachsen sind jeweils die X- und Y-Werte des Kopf-Trackings in um
aufgetragen. B. Dargestellt sind die Procrustesanalysen der Schwimmtrajektorie fur die ersten beiden
Rollzyklen in der XY-Ebene. Die blaue Trajektorie gibt den ersten (Frame 0-25), die griine Trajektorie
den zweiten Rollzyklus (Frame 26-51) und die schwarze Trajektorie die aus den Einzeltrajektorien
gemittelte Trajektorie wieder. Der rote Punkt definiert den Ursprung, wahrend die blauen Punkte und
der schwarze Kreis auf der gemittelten Trajektorie den Zeitpunkt des Rollvorgangs darstellen. Auf den
Koordinatenachsen sind jeweils die X- und Y-Werte des Kopf-Trackings in um aufgetragen. Es kann
eine hohe Symmetrie der einzelnen Rollzyklen detektiert werden.

Um die CW Chiralitdt der Schwimmtrajektorie unkapazitierter Spermatozoen als
konserviertes Bewegungsmuster zu identifizieren, wurden im Anschluss
Procrustesanalysen von unkapazitierten, freischwimmenden Spermatozoen
durchgefuhrt. In Abbildung 30 sind in jedem Koordinatensystem (A-C) jeweils funf
gemittelte Schwimmtrajektorien aus den Procrustesanalysen dargestellt. Die
Trajektorien unterscheiden sich im Einzelnen, zeigen jedoch alle zu Beginn des

Rollzyklus eine CW Bewegung, gefolgt von einer CCW Bewegung. Durch die

Betrachtung der einzelnen gemittelten Schwimmtrajektorien, konnte fur alle
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untersuchten Spermatozoen eine Chiralitat der Schwimmtrajektorie im Uhrzeigersinn
identifiziert werden (Abbildung 30).
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Abbildung 30: Procrustesanalysen zeigen eine konservierte Chiralitat der Schwimmtrajektorien

A-C. Dargestellt sind jeweils die gemittelten Schwimmtrajektorien aus der Procrustesanalyse von
jeweils funf untersuchten unkapazitierten murinen Spermatozoen (n=15, vier biologische Replikate).
Die Schwimmtrajektorie jedes analysierten Spermatozoons ist gekennzeichnet durch zunéchst einen
Rollzyklus im Uhrzeigersinn, gefolgt von einem Rollzyklus gegen den Uhrzeigersinn. Die Kreise in den
Trajektorien geben den Zeitpunkt des Rollvorgangs wieder. Um die Chiralitdt der einzelnen
Schwimmtrajektorien zu verdeutlichen, wurden alle Trajektorien mit ihrem Startpunkt in den Ursprung
gelegt (roter Punkt). Die Pfeile geben die Chiralitit der Schwimmtrajektorie an. Auf den
Koordinatenachsen sind jeweils die X- und Y-Werte des Kopf-Trackings in um aufgetragen. Fur alle
untersuchten unkapazitierten murinen Spermatozoen kann eine CW Chiralitéat der Schwimmtrajektorie
nachgewiesen werden.

Fur eine objektivere Bestimmung der Chiralitit der Trajektorie, wurden die
Koordinaten der gemittelten Procrustestrajektorien in Polarkoordinaten umgerechnet.
Abbildung 31A zeigt die gemittelte Procrustestrajektorie des ersten Spermatozoons
aus Abbildung 30A, Ubertragen in ein Polarkoordinatensystem. Im Anschluss wurden
die Zeitpunkte der Anderungen gegen dessen Winkel (8) bestimmt und die
Mittelwerte der zeitlichen Ableitung des Winkels (d6/dt) ermittelt, um eine objektivere
Analyse der Chiralitat zu gewahrleisten. In Abbildung 31B sind die gemittelten
(do/dt)-Werte, gemessen in Radian/s dargestellt. Ein positiver gemittelter (d6/dt)-
Wert zeigt eine CW Chiralitéat an. Die gewahlte Farbkodierung aus Abbildung 31B
entspricht der Farbkodierung in Abbildung 30. Fur alle untersuchten Spermatozoen
konnte ein positiver gemittelter (d@/dt)-Wert bestimmt werden (Abbildung 31B). Diese
Analyse weist die CW Chiralitat der Schwimmtrajektorie als ein gemeinsames
Merkmal der unter diesen Bedingungen gemessenen murinen unkapazitierten

Spermatozoen nach.
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Abbildung 31: Quantifizierung der Procrustesanalyse

A. Gezeigt ist die gemittelte Schwimmtrajektorie des ersten Spermatozoons aus Abbildung 30 in
einem Polarkoordinatensystem, wobei die Polarkoordinaten aus den gemittelten X- und Y-Werten der
Schwimmtrajektorie berechnet wurden. B. Dargestellt sind die gemittelten (d6/dt)-Werte in Radian/s
(Y-Achse). Die X-Achse zeigt die einzelnen Spermatozoen mit derselben Farbkodierung aus
Abbildung 30. Fir alle gemessenen Spermatozoen kann ein positiver gemittelter (do/dt)-Wert
bestimmt werden, der mit einer Chiralitat der Schwimmtrajektorie im Uhrzeigersinn korreliert.

8.2 Geschwindigkeitsanalysen von Spermatozoen in 2D und 3D

In der Klinik wird routinemafig CASA, eine standardisierte Methode zur Bestimmung
der prozentualen Motilitat, der Spermatozoenbewegung, der -geschwindigkeit sowie
der Spermatozoendichte eingesetzt, um die Befruchtungsfahigkeit von
Spermatozoen zu untersuchen. Hierbei handelt es sich um eine zweidimensionale
Analyse, die eine objektive Messung verschiedener Spermatozoenbewegungs-
parameter ermdglicht (Davis und Siemers, 1995). Mittels CASA kann die tatsachlich
zurickgelegte Strecke pro Sekunde anhand der kurvenlinearen Geschwindigkeit
(VCL) bestimmt werden. In der Literatur wird die VCL als der charakteristischste
Bewegungsparameter fur die Spermatozoenfunktion beschrieben (De Geyter et al.,
1998). Zusatzlich ermoglicht CASA die Ermittlung der mittleren Geschwindigkeit
entlang einer ermittelten Strecke (VAP) und der linearen Geschwindigkeit, die den
Weg pro Sekunde entlang einer geraden Linie (VSL) darstellt (Davis und Siemers,
1995). Die Abbildung 32 zeigt ein schematisches Diagramm der
Spermatozoenkinetik.
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Abbildung 32: Schematisches Diagramm der Spermatozoenkinetik

Mittels CASA kann die kurvenlineare Geschwindigkeit (VCL), die mittlere Geschwindigkeit entlang der
ermittelten Bahn (VAP) und der Weg pro Zeiteinheit entlang einer geraden Linie (VSL) ermittelt
werden. Die Abbildung wurde modifiziert nach (Davis und Siemers, 1995).

In dieser Arbeit wurden digital holografische Aufnahmen verwendet, um die
Geschwindigkeitsanalyse hinsichtlich der dritten und vierten Dimension zu erweitern,
mit dem Ziel potentielle Datenverluste bei der 2D Betrachtung zu identifizieren, die
eine Bedeutung fur die Beurteilung der Fertilitat des Spenders haben kdnnten. Fur
die Validierung der Digital Holografischen Mikroskopie als zuverlassige Methode fur
Geschwindigkeitsanalysen wurden vergleichende Geschwindigkeitsmessungen
mittels CASA (2D) und DHM (2D und 3D) durchgefihrt. Dafur wurden humane
Spermatozoen wie in Kapitel 7.1.1.2 beschrieben aus dem Ejakulat gewonnen. Zur
Validierung der Analyse wurden sowohl unkapazitierte, als auch kapazitierte
Spermatozoen gemessen. Hierfiur wurden zundchst die Halfte der
Spermatozoensuspension, wie in Kapitel 7.1.2 beschrieben, kapazitiert. Fur die
Analyse wurden 30 pl der jeweiligen Spermatozoensuspension in eine Messkammer
mit einer Kammertiefe von 100 um (Leja Products B.V.) uberfihrt und mittels CASA
und DHM gemessen. In Abbildung 33 ist die mittels beider Analysemethoden
ermittelte VCL dargestellt. Der erste Boxplot zeigt die mittels CASA gemessene VCL
in 2D von unkapazitierten Spermatozoen (60 £ 5,9 um/s). Nach Kapazitation kann
eine 1,3-fache Steigerung der VCL identifiziert werden (80 + 16,5 pm/s) (Boxplot 2).
Fur die 2D Analyse mittels DHM wurden nur die XY-Daten der digital holografischen
Aufnahmen verwendet. Die 2D Analyse von unkapazitierten Spermatozoen ergab im
Mittel eine VCL von 70 £ 22,2 um/s (Boxplot 3). Nach Kapazitation konnte eine VCL
von 98,4 £ 23 um/s mittels DHM ermittelt werden (Boxplot 4). Sowohl mittels CASA

als auch mittels DHM kann nach Kapazitation im Vergleich zu den unkapazitierten
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Spermatozoen ein Anstieg der VCL um den Faktor 1,3 nachgewiesen werden. Die
VCL-Werte unterschieden sich sowohl bei unkapazitierten (Boxplot 1 und 3), als
auch bei kapazitierten Spermatozoen (Boxplot 2 und 4) zwischen den beiden
Analysemethoden (CASA und DHM) um den Faktor 1,2. Die erh6hten Standardfehler
erlauben trotz eines Unterschieds um den Faktor 1,2 die Validierung der DHM fur
Geschwindigkeitsanalysen.

Fur die 3D Analyse mittels DHM wurden neben den XY-Daten zusétzlich die Z-Daten
der digital holografischen Aufnahmen verwendet. Nach Einbezug der dritten
Dimension in die Geschwindigkeitsanalyse konnte flr unkapazitierte Spermatozoen
eine VCL von 112 £ 29 um/s (Boxplot 5) und fur kapazitierte Spermatozoen eine VCL
von 207 + 34,5 um/s detektiert werden (Boxplot 6). Dies entspricht einer Steigerung
der VCL um den Faktor 1,9. Im Vergleich zu den mittels DHM gemessenen 2D Daten
(Boxplot 3 und 4) zeigt sich eine 1,6-fach gesteigerte VCL fur unkapazitierte (Boxplot
5) und eine 2,1-fach gesteigerte VCL flur kapazitierte Spermatozoen (Boxplot 6).
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Abbildung 33: Geschwindigkeitsanalysen von unkapazitierten und kapazitierten humanen
Spermatozoen

Dargestellt ist die kurvenlineare Geschwindigkeit VCL von unkapazitierten und kapazitierten humanen
Spermatozoen, welche mittels CASA oder DHM bestimmt wurde. Die Messungen erfolgten in 100 um
tiefen Messkammern (Leja Products B.V.) und im physiologischen HS-Puffer (pH 7,4). Die X-Achse
gibt den Kapazitationsstatus der analysierten Spermatozoen wieder. Die schwarz gefarbten Boxplots
zeigen die 2D Ergebnisse mittels CASA (n=51), die schwarz-weil} schraffierten Boxplots die 2D
Analyse (n=35) und die weil gefarbten Boxplots das Ergebnis der 3D Messung (n=35) mittels DHM.
Die Analyse zeigt, dass die 2D VCL-Werte mittels DHM mit den 2D Werten mittels CASA vergleichbar
sind. Die mittels DHM gemessene VCL erhdht sich nach Einbezug der dritten Dimension um den
Faktor 1,6 bei unkapazitierten und um 2,1 bei kapazitierten Spermatozoen im Vergleich zu den
entsprechenden 2D-Werten.
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8.3 In-vitro Kapazitation

Die Kapazitation beschreibt den Reifungsprozess von Spermatozoen im weiblichen
Genitaltrakt und ist Voraussetzung fir eine erfolgreiche Penetration der Oozyte
(Visconti et al., 1998). Bekannt ist, dass Serumalbumin, Ca?*, HCOs und der pH-
Wert essentielle Faktoren fir die Induktion der Kapazitation sind (Visconti et al.,
1995a; Visconti et al., 2002). Diese Faktoren sind ebenfalls entscheidend flr die
frihe Aktivierung von Spermatozoen. Wahrend der frihen Aktivierung bewirken
diese Faktoren eine Induktion der Spermatozoenmotilitat, gekennzeichnet durch eine
Zunahme der Schlagfrequenz (Wennemuth, 2004). Bei der spaten Aktivierung, der
Kapazitation, fuhren diese Faktoren, durch eine gesteigerte Tyrosin-
Phosphorylierung von Proteinen an der fibrosen Hulle des Flagellums, die einen
Anstieg der Schlagfrequenz hervorrufen (Visconti et al., 1995b) und durch den Efflux
von Cholesterol aus der Zellmembran zur Induktion der Hypermotilitdt (Jones et al.,
2007; Shadan et al., 2004). Die Hypermotilitat ist charakterisiert durch eine
Frequenzzunahme des Flagellenschlags, durch eine Verminderung der Amplitude,
einer Steigerung der lateralen Auslenkungen des Spermatozoenkopfs sowie durch
eine nicht lineare Schwimmtrajektorie (Baldi et al., 2000; de Lamirande et al., 1997).
Unter bestimmten Bedingungen kann die Kapazitation auch in vitro induziert werden
(Yanagimachi, 1994a). In dieser Arbeit wurde die Kapazitation induziert, indem die
murinen Spermatozoen in Kapazitationspuffer fir 1 h bei 37°C und 5% CO2 im
Brutschrank inkubiert wurden. Die Induktion der Kapazitation wurde zunéchst auf
Proteinebene mittels Western Blot und anschlieend anhand vierdimensionaler
Bewegungsanalysen Uberpriift.

Nach Praparation der Spermatozoen aus dem Ductus epididymidis und dem Ductus
deferens, wurde die Zellzahl mittels Neubauer-Zéhlkammer bestimmt
(Kapitel 7.1.1.3) und auf 1x107 Zellen/ml eingestellt. Die Halfte der
Spermatozoensuspension wurde fur 1 h in HS-Puffer (pH 7,4) und die andere Halfte
fur 1 h in Kapazitationspuffer (pH 7,4) bei 37°C und 5% CO:2 in einem Brutschrank
inkubiert. Im Anschluss wurde das Gesamt-Protein isoliert und Western Blot
Analysen durchgefiihrt. Die Immundetektion erfolgte mittels eines monoklonalen Anti-
Phosphotyrosin-Antikdrpers (Merck). Es zeigt sich ein Anstieg der Tyrosin-
Phosphorylierungen bei kapazitierten im Vergleich zu unkapazitierten Spermatozoen
(Abbildung 34). Dieses Ergebnis weist auf eine erfolgreiche Induktion der

Kapazitation hin.
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Abbildung 34: Phosphotyrosin-Immunoblot als Kapazitationsnachweis

Gezeigt ist ein reprasentativer Western Blot. Die Tyrosin-Phosphorylierung von Proteinen wurde mit
dem monoklonalen Anti-Phosphotyrosin-Antikbrper (4G10) der Firma Merck detektiert (drei
biologische Replikate). Die Induktion der Kapazitation kann durch einen Anstieg der Tyrosin-
Phosphorylierungen nachgewiesen werden. unkap= unkapazitiert; kap= kapazitiert; kDa= Kilodalton
Zur zusatzlichen Uberprufung einer erfolgreichen Induktion der Kapazitation wurde
die kurvenlineare Geschwindigkeit (VCL) bestimmt. In dieser Arbeit wurden die
dreidimensionalen Daten des Kopf-Trackings aus den holografischen Aufnahmen
verwendet. Fir die Messung wurden 30 pl der unkapazitierten murinen
Spermatozoensuspension in eine Messkammer mit einer Tiefe von 100 um (Leja
Products B.V.) Uberfuihrt und mittels DHM gemessen. Analog erfolgte die VCL-
Messung der kapazitierten Spermatozoen. Im Mittel kann fir unkapazitierte
Spermatozoen eine VCL von 283 + 63,4 um/s und fir kapazitierte Spermatozoen
eine VCL von 455 * 68,4 um/s detektiert werden. Somit steigt die VCL nach
Kapazitation um den Faktor 1,6 (Abbildung 35).
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Abbildung 35: Gesteigerte VCL nach Induktion der Kapazitation

Dargestellt ist die mittels DHM gemessene kurvenlineare Geschwindigkeit VCL von unkapazitierten
und kapazitierten Spermatozoen (n=20, drei biologische Replikate). Nach Induktion der Kapazitation
kann eine um den Faktor 1,6 héhere VCL detektiert werden. Alle Messungen erfolgten im HS-Puffer.

Der Einfluss der Kapazitation auf die Schlagfrequenz von murinen Spermatozoen
wurde mit Hilfe der Schlagfrequenzanalyse (Kapitel 7.1.4) auf Einzelzellniveau
untersucht. Die Messung der Schlagfrequenz von unkapazitierten und kapazitierten
murinen Spermatozoen erfolgte nach einer dreiminitigen Inkubation in HS-Puffer
(n=20). Im Vergleich zu unkapazitierten Spermatozoen (3 = 0,5 Hz) zeigen
kapazitierte Spermatozoen (9 = 1,2 Hz) eine um 6 Hz hohere Schlagfrequenz

(Abbildung 36).

151

10' e

Schlagfrequenz [Hz]

0 L] 1
unkapazitiert kapazitiert

Abbildung 36: Zunahme der Schlagfrequenz nach Induktion der Kapazitation

Abgebildet ist die Schlagfrequenz von unkapazitierten und kapazitierten Spermatozoen (n=20, drei
biologische Replikate). Nach Induktion der Kapazitation erhdht sich die Schlagfrequenz im Vergleich
Zu unkapazitierten Spermatozoen um den Faktor 3. Alle Messungen erfolgten im HS-Puffer.
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Ein weiterer Parameter fiir die Uberpriifung einer erfolgreichen Induktion der
Kapazitation ist eine groBere laterale XY-Auslenkung des murinen
Spermatozoenkopfs. Fir diese Analyse wurden die XY-Daten des Kopf-Trackings
verwendet. Kapazitierte Spermatozoen zeigen eine um den Faktor 1,8 hohere
laterale XY-Auslenkung des Kopfs (11 + 1,6 um) als unkapazitierte Spermatozoen
(6 £ 10,3 um) (Abbildung 37).
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Abbildung 37: Gesteigerte XY-Auslenkung des Kopfs nach Induktion der Kapazitation

Dargestellt ist die laterale XY-Auslenkung des Kopfs von unkapazitierten und kapazitierten murinen
Spermatozoen (n=20, drei biologische Replikate). Kapazitierte Spermatozoen zeigen eine um den
Faktor 1,8 hohere laterale XY-Auslenkung des Kopfes. Alle Messungen erfolgten im HS-Puffer.
Anhand der zugenommenen Protein-Tyrosin-Phosphorylierungen, der gesteigerten
VCL und Schlagfrequenz sowie der gesteigerten XY-Auslenkungen des Kopfs von
kapazitierten murinen Spermatozoen konnte eine erfolgreiche Induktion der
Kapazitation nhachgewiesen werden.

Anschlielend wurde untersucht, ob der Kontakt zum murinen Zona pellucida
Glykoprotein 2 (ZP2) eine Anderung des vierdimensionalen Schwimmmusters
kapazitierter muriner Spermatozoen bewirkt. Parallel wurde der Einfluss der
Kapazitation auf die vierdimensionale Spermatozoenbewegung durch den Vergleich

mit unkapazitierten Spermatozoen analysiert.
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8.4 Einfluss des N-terminalen muZP2 Proteins auf das

Schwimmverhalten kapazitierter muriner Spermatozoen in 4D

Die Zona pellucida (ZP) nimmt eine entscheidende Rolle bei der Fertilisation der
Oozyte ein. Sie gewahrleistet eine spezies-spezifische Gametenerkennung,
vermittelt die initiale Bindung der Spermatozoen an die Oozyte und bildet einen
sogenannten ,Zona Block® zur Verhinderung der Polyspermie aus (Bleil et al., 1981;
Dean, 1992; Gahlay et al., 2010; Wassarman, 1988). In der Maus besteht die ZP aus
drei funktionellen Glykoproteinen (ZP1, ZP2 und ZP3), wobei eine konservierte
Doméane am N-Terminus des ZP2 Glykoproteins identifiziert werden konnte, die die
Bindung der Spermatozoen an die ZP ermdglicht (Avella et al., 2014; Bhakta et al.,
2019). Um den Einfluss des N-terminalen murinen ZP2 Glykoproteins (muzZP2) auf
das vierdimensionale Schwimmverhalten muriner Spermatozoen zu untersuchen,

wurde das Protein zunachst rekombinant hergestellt.
8.4.1 Herstellung des muzZP2 Glykoproteins

Fir die rekombinante Herstellung des muZP2 Glykoproteins wurde ein
Expressionsplasmid kloniert. Dazu wurde die kodierende Sequenz des N-terminalen
muZP2 Glykoproteins, wie in Kapitel 6.8.2 in Tabelle 5 angegeben, in das pFUSE
Plasmid eingefugt. AnschlieRend wurden HEK293T Zellen mit dem pFUSE-muzZP2
Plasmid stabil transfiziert und mit Hilfe von 400 pg/ml Zeocin™ selektioniert
(Kapitel 7.6.6). Zum Schluss wurde die Expression des muzZP2 Glykoproteins auf

RNA- und Proteinebene verifiziert.
8.4.1.1 Validierung der Expressionsklone auf RNA-Ebene

Die Expression des N-terminalen muZP2 Glykoproteins wurde mittels qRT-PCR
untersucht. Als Referenz dienten Klone, die zuvor mit einem Leervektor transfiziert
wurden. Die Ergebnisse sind in Abbildung 38 dargestellt. Bis auf Klon vier und funf
wiesen alle Klone eine erhdhte Expression der N-terminalen muZP2 mRNA auf. Der
Klon sieben zeigte die starkste Expression der muZP2 mRNA (526 + 162,3) im
Vergleich zu einem Mockklon. Fur die anschlieBende Herstellung des muzZP2
Glykoproteins wurde Klon sieben verwendet.
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Abbildung 38: Expression der ZP2 mRNA in stabil transfizierten HEK293T Zellen

Die Abbildung zeigt die Expressionsunterschiede (Ratio) der murinen ZP2 mRNA des jeweiligen
Zellklons gegeniuber einem Mockklon, gemessen in Duplikaten. Zur relativen Quantifizierung der
veranderten Expression wurde 18S rRNA als Referenz verwendet. Die induzierte Expression von
muriner ZP2 mRNA der einzelnen Klone konnte mittels gRT-PCR nachgewiesen werden. Klon sieben
zeigt die starkste Expression der muZP2 mRNA.

8.4.1.2 Etablierung des murinen ZP2 Glykoprotein spezifischen Antikdrpers

IE-3

Nachdem die Expression des N-terminalen muZP2 Glykoproteins auf RNA-Ebene
verifiziert werden konnte, erfolgte der Nachweis des Proteins auf Proteinebene. Die
Hybridomazelllinie CRL-2463™ (ATCC®) (Kapitel 6.9.1) wurde fir die Produktion des
gegen das murine ZP2 Protein (Aminosaure 114-129) spezifischen Antikorpers (IE-3)
verwendet. Zum Nachweis des B-Zellrezeptors auf der Hybridomazelllinienoberflache
wurde eine durchflusszytometrische Messung durchgefuhrt (Abbildung 39). In
Abbildung 39 sind die mittleren Floureszenzintensitdten gegen die gemessene
Zellzahl aufgetragen. Zellen, welche mit einem spezifischen Fab-Antikorper inkubiert
wurden (dicke Linie), zeigten eine mittlere Fluoreszenzintensitat von 29, wohingegen
die mit einer Isotypkontrolle gefarbten Zellen (dinne Linie) eine entsprechende
Intensitat von 5 aufwiesen. Anhand der durchflusszytometrischen Analyse konnte der
B-Zellrezeptor auf der Oberflache der Hybridomazellen nachgewiesen werden
(Abbildung 39).
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Abbildung 39: B-Zell-Rezeptor Nachweis unter Verwendung des Ziege-anti-Ratte Antikérpers

Die Hybridomazellen (CRL-2463™, ATTC) wurden geerntet, mit FITC-gekoppelter Isotypkontrolle
F(ab')2 Fragment Goat Anti-Rabbit IgG (H+L) bzw. mit F(ab")2 Fragment Goat Anti-Mouse 1gG (H+L)
inkubiert und mittels FACS analysiert. Dargestellt sind die mittleren Fluoreszenzintensitaten (X-Achse)
aufgetragen gegen die gemessene Zellzahl (Y-Achse). Zellen, welche mit einem spezifischen Fab-
Antikdrper inkubiert wurden (schwarz) zeigten eine mittlere Floureszenzintensitat von 29 und die mit
einer Isotypkontrolle gefarbten Zellen (grau) wiesen eine mittlere Floureszenzintensitat von 5 auf. Der
B-Zellrezeptor konnte auf der Oberflache der Hybridomazellen nachgewiesen werden.

Um eine spezifische Bindung des IE-3 Antikorpers an den N-Terminus des murinen
ZP2 Glykoproteins nachzuweisen, wurde in dieser Arbeit ein qualitativer Festphasen-
ELISA durchgefuhrt (Abbildung 40). Der Nachweis der erfolgreichen Gewinnung des
muZP2 Glykoproteins erfolgte auf Proteinebene (Kapitel 8.4.1.3). Gemessen wurde
die optische Dichte (OD) bei 450 nm. Als Isotypkontrolle wurde der MEC14.7
Antikorper (ImmunoTools) verwendet, ein Ratte-anti-Maus IgG2a-Antikdrper, der
murines CD34 erkennt. Zur Untersuchung, ob der sekundare Antikdrper bereits das
muZP2 Glykoprotein bindet, wurde nur der sekundare Antikérper in 0,5% BSA/PBS
in das mit muZP2 Glykoprotein beschichtete Well aufgetragen (sek AK-Kontrolle).
Zusatzlich wurde eine mogliche unspezifische Bindung des Sekundéarantikdrpers an
die 96-Well Platte untersucht (HRP-Kontrolle). Fir den monoklonalen IE-3 Antikdrper
konnte eine OD von 1,8 detektiert werden, wahrend die OD der eingesetzten
Kontrollen unter 0,1 lag (Abbildung 40). Die Auswertung des ELISAs wies eine
spezifische Bindung des IE-3 Antikoérpers an das N-terminale muZP2 Glykoprotein

nach.
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Abbildung 40: Nachweis der spezifischen Bindung des IE-3 Antikdrpers an das N-terminale
muZP2 Glykoprotein

In der Abbildung ist das Ergebnis eines qualitativen Festphasen-ELISAs zum Nachweis der
spezifischen Bindung des monoklonalen Antikdrpers IE-3 (mAB IE-3) an das N-terminale muzP2
Glykoprotein dargestellt. Es konnte flir den mAb IE-3 eine OD von 1,8 detektiert werden, wahrend die
Negativkontrollen (mAB MEC14.7, HRP-Kontrolle-muZP2 und HRP-Kontrolle) eine OD von unter 0,1
zeigten. Somit konnte eine spezifische Bindung des IE-3 Antikérpers an das N-terminale muzZP2
Glykoprotein nachgewiesen werden. Bei den in den Graphen dargestellten Ergebnissen handelt es
sich um Mittelwerte und Standardabweichungen aus einem Dreifach-Ansatz (n=1).

8.4.1.3 Gewinnung, Aufreinigung und Umpufferung des N-terminalen muzZP2

Glykoproteins

Zur Gewinnung des muzZP23>149 Glykoproteins wurde der muZP2 exprimierende
Klon sieben verwendet (siehe Kapitel 8.4.1.1). Die Zellen wurden in T175-
Zellkulturflaschen ausgesat und Uber zwei Wochen in Zeocin™-haltigem Medium
(400 pg/ml) kultiviert. Anschlie@Bend wurde der Zellkulturiberstand steril
abgenommen, zentrifugiert und steril filtriert. Das muzZP2 Glykoprotein wurde mittels
einer Ni-NTA-Affinitatschromatografie aus dem Zellkulturiberstand aufgereinigt. Die
Aufreinigung basiert dabei auf der Ausbildung eines Chelatkomplexes zwischen den
auf den Beads gebundenen Nickel-Atomen und dem am C-Terminus des muZP2
Glykoproteins befindlichem His-Tag. Nach Aufreinigung des Proteins aus dem
Zellkulturiiberstand lag das muzZP2 Glykoprotein in einem imidazolhaltigen Puffer
vor. Um das muZP2 Glykoprotein in Zellversuchen einsetzen zu kénnen, wurde das
Protein abschliel3end in PBS umgepuffert.

In Abbildung 41 ist die Proteinmenge des muZP2 Glykoproteins vor und nach
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Aufreinigung, sowie nach Umpufferung dargestellt. Fir den Western Blot wurde der
in dieser Arbeit etablierte muzZP2 Glykoprotein spezifische Antikérper IE-3
verwendet. N-terminales muZP2 Glykoprotein konnte im Zellkulturiiberstand vor und
in geringerer Konzentration nach Aufreinigung detektiert werden (Abbildung 41). Der
uberwiegende Anteil des Proteins war an die Beads gebunden. Um unspezifische
Bindungen zu eliminieren, wurden die Beads gewaschen, wobei die spezifische
Bindung des muZP2 Glykoproteins an die Beads nicht inhibiert wurde. Nach
anschlieBender Elution lag das muZP2 Glykoprotein in dem imidazolhaltigen
Elutionspuffer vor und war vollstandig von den Beads gelost (Abbildung 41). Durch
die Ultrafiltration des proteinhaltigen Eluats wurde das muZP2 Glykoprotein in PBS
umgepuffert und zudem durch eine Volumenverkleinerung aufkonzentriert. Im
Durchfluss der Umpufferung konnte kein muZP2 Glykoprotein nachgewiesen
werden. Das N-terminale muZP2 Protein konnte erfolgreich aus dem
Hybridomazellkulturiberstand gewonnen, umgepuffert und aufkonzentriert werden
(Abbildung 41).
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Abbildung 41: Aufreinigung und Umpufferung des N-terminalen muZP2 Glykoproteins aus dem
Zellkulturiberstand

Dargestellt ist eine Western Blot Analyse der muZP2 Extrakte aus dem Zellkulturiiberstand vor bzw.
nach Aufreinigung sowie nach Umpufferung in PBS. Die Banden bei 22 kDa weisen das muzP2
Glykoprotein nach. In dem Waschuberstand und dem Durchfluss nach Umpufferung konnte kein
muZP2 Glykoprotein detektiert werden. Die Detektion erfolgte mittels des monoklonalen anti-N-
terminalen ZP2 Antikérper (IE-3). Von jeder Probe wurden 20 pl und nach Proteinbestimmung des
umgepufferten muZP2 Glykoproteins, 1 pg rekombinant hergestelltes Protein aufgetragen, v.A.= vor
Aufreinigung, n.A.= nach Aufreinigung, v.E.= vor Elution, n.E.= nach Elution, v.U.= vor Umpufferung,
U= Umpufferung, n.U.= nach Umpufferung
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8.4.1.4 Rekopplung des N-terminalen muZP2 Glykoproteins an

Sepharosebeads

Um im Folgenden den Einfluss von N-terminalem muzZP2 Glykoprotein auf die
Bewegung kapazitierter Spermatozoen zu untersuchen, wurde eine Rekopplung des
Proteins an die magnetischen ,His Mag Sepharose™ Ni-Beads" (GE Healthcare)
durchgefiihrt. Die Rekopplung erfolgte Giber Nacht bei 4°C auf einem Uberkopf-Rotor
und wurde mittels Western Blot Analysen uberpruft (Abbildung 42). Die Abbildung 42
zeigt eine vollstandige Bindung des muZP2 Glykoproteins an die Sepharosebeads.

Es konnte kein muZP2 Glykoprotein mehr im Uberstand nachgewiesen werden.
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Abbildung 42: Rekopplung des N-terminalen muZP2 Glykoproteins an Sepharosebeads

Dargestellt ist ein Western Blot zum Nachweis der Rekopplung von muZP2 Glykoprotein an die
magnetischen His Mag Sepharose™ Ni-Beads. Die Rekopplung erfolgte durch eine Uber Nacht
Inkubation der Sepharosebeads in einem 200 pug/ml muZP2 proteinhaltigen Puffer und wurde mittels
des monoklonalen anti-N-terminalen ZP2 Antikérper nachgewiesen. Es wurden 25% der
Sepharosebeads 1:1 mit Laemmli-Puffer versetzt und 5 Min aufgekocht. Die bei 25 kDa liegende
Bande zeigt das an Beads gebundene muZP2 Glykoprotein an. Im Uberstand konnte kein muzP2
Glykoprotein nachgewiesen werden.

8.4.2 Kapazitierte murine Spermatozoen binden an muZP2 Glykoprotein
beladene Sepharosebeads

Nach Rekopplung des muZP2 Glykoproteins an die magnetischen Sepharosebeads,
wurden diese Beads verwendet, um eine spezifische Bindung kapazitierter
Spermatozoen an das N-terminale muZP2 Glykoprotein nachzuweisen. Dazu wurden
1x108 Spermatozoen mit muZP2 Glykoprotein beladenen Beads bei 37°C und 5%
CO:2 fur 1 h inkubiert. Als Kontrolle wurde der Versuch analog mit unbeladenen
Beads durchgefiihrt. Um unspezifische Bindungen an die Beads zu I6sen, wurde die
Bead-Spermatozoen-Suspension jeweils dreimal auf- und ab-pipettiert. Der

Nachweis einer spezifischen Bindung der Spermatozoen an die muZP2 Glykoprotein
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beladenen Beads erfolgte mikroskopisch (Abbildung 43). Abbildung 43A zeigt
exemplarisch unbeladene Sepharosebeads ohne Spermatozoenbindung und in
Abbildung 43B ist die spezifische Bindung kapazitierter Spermatozoen an ein mit

muZP2 Glykoprotein beladenes Bead dargestellt.

Murine Spermatozoen

unbeladene Beads muZP2-beladene Beads

Abbildung 43: Spezifische Bindung von murinen kapazitierten Spermatozoen an ZP2
Glykoprotein beladene Sepharosebeads

A-B. Abgebildet sind Aufnahmen von unbeladenen Sepharosebeads (A) sowie von einem mit muzp2
Glykoprotein beladenem Sepharosebead (B) nach einer einstiindigen Inkubation bei 37°C mit 1x10°
Spermatozoen und nach einem anschlieBenden Auf- und Ab-Pipettiervorgang. Die spezifische
Bindung der kapazitierten Spermatozoen an die mit muZP2 Glykoprotein beladenen Beads ist in B
sichtbar.

8.4.3 Einfluss des N-terminalen muZP2 Glykoproteins auf das

Schwimmverhalten kapazitierter muriner Spermatozoen in 4D

Der Effekt des N-terminalen muZP2 Glykoproteins auf das vierdimensionale
Schwimmverhalten kapazitierter muriner Spermatozoen wurde anhand von digital
holografischen Aufnahmen untersucht. Dafiur wurden murine Spermatozoen
zunachst prapariert (Kapitel 7.1.1.1) und kapazitiert (Kapitel 7.1.2). Um den Einfluss
des N-terminalen muZP2 Glykoproteins auf das Schwimmverhalten muriner
Spermatozoen zu analysieren, wurden muZP2 Glykoprotein beladene
Sepharosebeads verwendet. Die Analyse mittels DHM erfolgte in Messkammern mit
einer Kammertiefe von 100 um (Leja Products B.V.) und einem 20x Objektiv
(Kapitel 7.7.3.). Parallel wurde der Einfluss der Kapazitation auf das vierdimensionale
Schwimmverhalten muriner Spermatozoen untersucht.
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8.4.3.1 Chiralitatsanderung der Schwimmtrajektorie nach Kontakt mit muzpP2

Glykoprotein von kapazitierten Spermatozoen

Um zunachst einen Einfluss der Kapazitation auf die Chiralitat der
Schwimmtrajektorie muriner ~ Spermatozoen  zu untersuchen,  wurden
Procrustesanalysen, wie in Kapitel 8.1.4 beschrieben, von unkapazitierten und
kapazitierten Spermatozoen durchgefuhrt. Im Anschluss wurde ebenfalls die
Chiralitat der Schwimmtrajektorie mittels Procrustesanalysen von kapazitierten
Spermatozoen nach Kontakt zu unbeladenen Sepharosebeads und nach Kontakt mit
dem muZP2 Glykoprotein analysiert. Diese Analyse soll Aufschluss dariber geben,
ob die Kapazitation oder der Kontakt zum muZP2 Glykoprotein eine Anderung der
Chiralitat, als Voraussetzung fur die Durchdringung der Zona pellucida, bewirkt.

In Abbildung 44 sind in beiden Koordinatensystemen jeweils funf reprasentative
gemittelte Schwimmtrajektorien aus den Procrustesanalysen von unkapazitierten
(Abbildung 44A) und kapazitierten (Abbildung 44B) Spermatozoen dargestellt.
Insgesamt wurde die Chiralitat von 20 Spermatozoen pro Bedingung untersucht. Die
ersten X- und Y-Koordinaten der Trajektorie wurden in den Ursprung gelegt. Alle
untersuchten Spermatozoen zeigen eine Chiralitdt der Schwimmtrajektorie im

Uhrzeigersinn unabhéngig von ihrem Kapazitationsstatus.
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Abbildung 44: Kein Einfluss der Kapazitation auf die Chiralitat der Schwimmtrajektorie muriner
Spermatozoen

A-B. Die Abbildungen zeigen jeweils die gemittelten Procrustesausrichtungen der
Schwimmtrajektorien von funf reprasentativen murinen Spermatozoen (n= 20, vier biologische
Replikate). Alle Trajektorien wurden mit ihrem Startpunkt in den Ursprung gelegt (roter Punkt). Gezeigt
sind Procrustesanalysen von freischwimmenden unkapazitierten (A) und kapazitierten (B)
Spermatozoen. Der Pfeil gibt die Chiralitat der einzelnen Schwimmtrajektorien wieder. Auf den
Koordinatenachsen sind jeweils die X- und Y-Werte des Kopf-Trackings in pm aufgetragen. Alle
untersuchten Spermatozoen zeigen eine CW Chiralitdt der Schwimmtrajektorie unabhéangig vom
Kapazitationsstatus.
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AnschlieRend wurde der Einfluss des muZP2 Glykoproteins auf die Chiralitdt der
Schwimmtrajektorie von kapazitierten Spermatozoen zu untersucht. Das Ergebnis ist
in Abbildung 45 dargestellt. Jedes Koordinatensystem enthéalt jeweils finf
reprasentative gemittelte Schwimmtrajektorien aus den Procrustesanalysen.
Insgesamt wurde die Chiralitdt von 20 Spermatozoen pro Bedingung untersucht. Die
Chiralitat der Schwimmtrajektorie wurde anhand der in Abbildung 45 dargestellten
Trajektorien zunachst visuell bestimmt. Kapazitierte Spermatozoen, sowie
kapazitierte Spermatozoen nach Kontakt mit unbeladenen Sepharosebeads zeigten
eine CW Chiralitat der Schwimmtrajektorie (Abbildung 45A/B). Nach Kontakt mit
muZP2 Glykoprotein beladenen Sepharosebeads kann jeweils fur 50% der
analysierten Spermatozoen eine CW Chiralitdt (10/20) bzw. eine CCW Chiralitat
identifiziert werden (10/20) (Abbildung 45C). Das gleiche Ergebnis zeigt sich bei
Spermatozoen, die in Kapazitationspuffer mit 100 pg/ml muZP2 Glykoprotein
gemessen werden (Abbildung 45D).
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Abbildung 45: Einfluss des muZP2 Glykoproteins auf die Chiralitéat der Schwimmtrajektorie von
kapazitierten Spermatozoen

A-D. Die Abbildungen zeigen jeweils die gemittelten Procrustesausrichtungen der
Schwimmtrajektorien von funf reprasentativen murinen Spermatozoen (n= 20, vier biologische
Replikate), wobei alle Trajektorien mit ihrem Startpunkt in den Ursprung gelegt wurden (roter Punkt).
Dargestellt sind die Procrustesanalysen kapazitierter Spermatozoen (A), kapazitierter Spermatozoen
nach Kontakt zu unbeladenen magnetischen Sepharosebeads (B) und kapazitierter Spermatozoen
nach Kontakt zu muZP2 beladenen Sepharosebeads (C) sowie gemittelte Procrustesausrichtungen
von kapazitierten Spermatozoen, die in Kapazitationspuffer mit 100 pg/ml muzZP2 Glykoprotein
gemessen wurden (D). In A und B gibt der Pfeil die Chiralitdt der Schwimmtrajektorie wieder. Alle
untersuchten kapazitierten Kontrollspermatozoen und Spermatozoen nach Kontakt zu unbeladenen
Sepharosebeads zeigen eine CW Chiralitat der Schwimmtrajektorie. Nach Kontakt mit muzP2
Glykoprotein weisen 50% der analysierten kapazitierten Spermatozoen eine CW und 50% eine CCW
Chiralitat der Schwimmtrajektorie auf.

Im Anschluss wurden die Koordinaten der gemittelten Procrustestrajektorien in
Polarkoordinaten umgerechnet, die Zeitpunkte der Anderungen gegen dessen
Winkel (0) ermittelt und die zeitliche Ableitung des Winkels (d8/dt) bestimmt. Ein
positiver mittlerer (d6/dt)-Wert zeigt eine CW Chiralitat an, wahrend ein negativer
mittlerer (d6/dt)-Wert mit einer CCW Chiralitat korreliert. Die Abbildung 46 zeigt das
Ergebnis der Berechnung des mittleren (d6/dt)-Wert der Schwimmtrajektorie der aus
Abbildung 44 analysierten unkapazitierten und kapazitierten Spermatozoen. Das
Ergebnis der visuellen Auswertung aus Abbildung 44 kann nach Berechnung des

mittleren (d6/dt)-Wert bestatigt werden (Abbildung 46). Insgesamt weisen alle
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analysierten Spermatozoen unabhéngig von ihrem Kapazitationsstatus eine CW

Chiralitat ihrer Schwimmtrajektorie auf.
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Abbildung 46: Auswertung der Procrustesanalysen von unkapazitierten und kapazitierten
Spermatozoen

A-B. Die Abbildung zeigt die gemittelten (d6/dt)-Werte fir den zeitlichen Verlauf der gemittelten
Procrustes Analyse (n=20, vier biologische Replikate) unkapazitierter (A) und kapazitierter (B)
Spermatozoen. Fir die Analyse wurden die X- und Y-Koordinaten der holografischen Aufnahmen
verwendet. Es konnte fir alle untersuchten Spermatozoen unabhangig vom Kapazitationsstatus ein
positiver gemittelter (d6/dt)-Wert berechnet werden. Ein positiver gemittelter (d6/dt)-Wert zeigt eine
CW Chiralitéat der Schwimmtrajektorie an.

In Abbildung 47 sind die mittleren (d6/dt)-Werte der Schwimmtrajektorien aus
Abbildung 45 dargestellt. Die Analyse ergab fiir alle untersuchten kapazitierten
Kontrollspermatozoen (Abbildung 47A) und fur alle kapazitierten Spermatozoen nach
Kontakt mit unbeladenen Sepharosebeads (Abbildung 47B) einen positiven mittleren
(do/dt)-Wert, der einer CW Chiralitat entspricht. Die Halfte der analysierten
kapazitierten Spermatozoen (10/20) weist nach Kontakt mit muzZP2 Glykoprotein
beladenen Sepharosebeads eine CCW Chiralitat auf, gekennzeichnet durch einen
negativen mittleren (d6/dt)-Wert (Abbildung 47C). Das gleiche Ergebnis kann fir
Spermatozoen, die in Kapazitationspuffer mit 100 pg/ml muzZP2 Glykoprotein (10/20)
gemessen wurden, beobachtet werden (Abbildung 47D). Die Procrustesanalysen
zeigen, dass ohne ZP2 100% der kapazitierten Spermatozoen eine Chiralitat der
Schwimmtrajektorie im Uhrzeigersinn besitzen und dass 50% der Spermatozoen
nach ZP2 Kontakt in eine Chiralitat der Schwimmtrajektorie gegen den Uhrzeigersinn
wechseln. Die kapazitierten Spermatozoen nach N-terminalen muZP2 Glykoprotein

Kontakt zeigen keine bevorzugte Chiralitat der Schwimmtrajektorie.
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Abbildung 47: Quantitative Procrustesauswertung der kapazitierten murinen Spermatozoen
nach Kontakt mit muzZP2 Glykoprotein

A-D. Abgebildet sind die gemittelten (d6/dt)-Werte fur den zeitlichen Verlauf der gemittelten
Procrustesanalyse flr kapazitierte Kontrollspermatozoen (A), kapazitierte Spermatozoen nach Kontakt
mit unbeladenen magnetischen Sepharosebeads (B), kapazitierte Spermatozoen nach Kontakt mit
muZP2 Glykoprotein beladenen Beads sowie fir kapazitierte Spermatozoen, die in
Kapazitationspuffer mit 100 pg/ml muzZP2 Glykoprotein inkubiert wurden (D). Pro Bedingung wurden
20 Spermatozoen aus insgesamt vier Mausen analysiert. Alle untersuchten kapazitierten
Kontrollspermatozoen und Spermatozoen nach Kontakt zu unbeladenen Sepharosebeads zeigten
einen positiven gemittelten (d6/dt)-Wert. Nach Kontakt mit muZP2 Glykoprotein wiesen 50% der
analysierten kapazitierten Spermatozoen einen positiven und 50% einen negativen gemittelten (d6/dt)-
Wert auf. Ein positiver gemittelter (dB/dt)-Wert korreliert mit einer CW Chiralitdt und ein negativer
gemittelter (d6/dt)-Wert mit einer CCW Chiralitét.

8.4.3.2 Anstieg der VCL von kapazitierten murinen Spermatozoen nach

Kontakt mit N-terminalem muzZP2 Glykoprotein

Fur die Analyse des Einflusses des muZP2 Glykoproteins auf die Geschwindigkeit
muriner kapazitierter Spermatozoen wurde die VCL und VSL in 3D anhand der X-, Y-
und Z-Koordinaten aus dem Kopf-Tracking berechnet. In Abbildung 48 ist das
Ergebnis der VCL-Analyse als Streudiagramm dargestellt. Um die erfolgreiche
Induktion der Kapazitation nachzuweisen, wurden als Kontrollen ebenfalls
unkapazitierte und kapazitierte Spermatozoen in HS-Puffer gemessen. Die
Kapazitation fuhrt im Vergleich zu den unkapazitierten Kontrollspermatozoen
(254 = 38 pm/s) zu einer 1,8-fachen Steigerung der VCL (449 + 70 um/s). Der

Kontakt mit unbeladenen Sepharose-Beads (417 + 54 um/s) bewirkt keine Anderung
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der VCL im Vergleich zu den kapazitierten Kontrollspermatozoen (449 + 70 um/s).
Nach Kontakt der kapazitierten Spermatozoen mit muZP2 Glykoprotein beladenen
Sepharosebeads steigt die VCL (524 + 88 um/s) um den Faktor 1,2 im Vergleich zu
den entsprechenden kapazitierten Kontrollspermatozoen. Kapazitierte
Spermatozoen, gemessen in Kapazitationspuffer mit 100 pg/ml geléstem muzP2
Glykoprotein, zeigen ebenfalls eine um den Faktor 1,2 hohere VCL (546 + 67 pum/s).
Abbildung 48 zeigt, dass der Kontakt zum muZP2 Glykoprotein zu einer Steigerung

der VCL von kapazitierten Spermatozoen fuhrt.
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Abbildung 48: Einfluss des muZP2 Glykoproteins auf die VCL von kapazitierten murinen
Spermatozoen

Die Abbildung zeigt die anhand der X-, Y- und Z-Koordinaten der holografischen Aufnahmen
berechnete VCL von unkapazitierten, kapazitierten und kapazitierten Spermatozoen nach Kontakt mit
unbeladenen oder mit muZP2 Glykoprotein beladenen Sepharosebeads. Zuséatzlich wurde die VCL
von Kkapazitierten Spermatozoen bestimmt, die in Kapazitationspuffer mit 100 pg/ml muzP2
Glykoprotein gemessen wurden. Es wurden insgesamt zehn unkapazitierte und 20 kapazitierte
Kontrollspermatozoen analysiert. Pro Bedingung wurden dann jeweils 20 kapazitierte Spermatozoen
aus insgesamt vier Mausen analysiert. Kapazitierte Spermatozoen zeigen eine héhere VCL als
unkapazitierte Spermatozoen. Der Kontakt zum muZP2 Glykoprotein flhrt zu einer Steigerung der
VCL von kapazitierten Spermatozoen. Unkapazitierte Spermatozoen wurden in HS-Puffer gemessen,
wahrend alle anderen Messungen im Kapazitationspuffer erfolgten.

AnschlieRend wurde der Einfluss des N-terminalen muZP2 Glykoproteins auf die
VSL von kapazitierten Spermatozoen untersucht. Die VSL gibt den Weg pro
Zeiteinheit (um/s) entlang einer geraden Linie an, die an der ersten Position des
Kopfs beginnt und an der letzten Position endet. Mittels DHM wurde die VSL im

dreidimensionalen Raum bestimmt. Im Mittel zeigen die kapazitierten Spermatozoen

eine um den Faktor 1,4 gesteigerte VSL (64 + 28,7 um/s) als die unkapazitierten
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Spermatozoen (47 + 7,8 um/s), wobei generell eine starke Streuung bei den
gemessenen VSL-Werten von kapazitierten Spermatozoen vorlag (Abbildung 49).
Eine Steigerung der VSL kann nach Kapazitation beobachtet werden. Eine
Reduktion der VSL kapazitierter Spermatozoen zeigt sich nach Kontakt mit
unbeladenen Beads (56 + 26 pm/s), mit muZP2 Glykoprotein beladenen Beads
(56 + 18,4 pm/s) und mit geléstem muZP2 Glykoprotein (61 + 24,5 um/s)
(Abbildung 49). Der Kontakt zu unbeladenen Sepharosebeads sowie zum muZP2
Glykoprotein fihrt zu einer minimalen Reduktion der VSL von kapazitierten

Spermatozoen.
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Abbildung 49: Einfluss des muZP2 Glykoproteins auf die VSL von kapazitierten murinen
Spermatozoen

In der Abbildung ist die anhand der X-, Y- und Z-Koordinaten der holografischen Aufnahmen
berechnete VSL in pm/s von unkapazitierten, kapazitierten und kapazitierten Spermatozoen nach
Kontakt mit unbeladenen oder mit muzZP2 Glykoprotein beladenen Sepharosebeads dargestellt.
Zusatzlich wurde die VSL von kapazitierten Spermatozoen bestimmt, die in Kapazitationspuffer mit
100 pg/ml muzZP2 Glykoprotein gemessen wurden. Insgesamt wurden zehn unkapazitierte und 20
kapazitierte Kontrollspermatozoen analysiert. Pro Bedingung wurden dann jeweils 20 kapazitierte
Spermatozoen aus insgesamt vier Mausen analysiert. Kapazitierte Spermatozoen zeigten eine hohere
VSL als unkapazitierte Spermatozoen. Es kann eine geringe Reduktion der VSL nach Kontakt zu
unbeladenen Sepharosebeads und zum muZP2 Glykoprotein detektiert werden. Unkapazitierte
Spermatozoen wurden in HS-Puffer gemessen, wahrend alle anderen Messungen im
Kapazitationspuffer erfolgten.
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8.4.3.3 N-terminales muZP2 Glykoprotein beeinflusst die innerhalb eines
Schlagzyklus zuriickgelegte Strecke von kapazitierten murinen

Spermatozoen

Das Ergebnis der Untersuchung zum Einfluss des N-terminalen muzpP2
Glykoproteins auf die innerhalb eines Schlagzyklus zuriickgelegte Strecke ist in
Abbildung 50 dargestellt. Nach Kapazitation erhéht sich die zuriickgelegte Strecke
von 169 * 49,0 um auf 193 £ 63,0 um. Dies entspricht einem Anstieg um den Faktor
1,14. Der Kontakt zu unbeladenen Sepharosebeads bewirkt keine Veranderung der
pro Schlagzyklus zuriickgelegten Strecke (200 + 37,7 um) von kapazitierten
Spermatozoen. Fir kapazitierte Spermatozoen nach Kontakt mit muzP2
Glykoprotein beladenen Sepharosebeads kann im Vergleich zu den kapazitierten
Kontrollspermatozoen (193 + 63,0 pum) eine um den Faktor 1,2 hohere pro
Schlagzyklus zurtickgelegte Strecke detektiert werden (237 + 46 um). Kapazitierte
Spermatozoen gemessen in Kapazitationspuffer mit 100 pg/ml muzZP2 Glykoprotein
legen mit 185 + 39,6 um eine vergleichbare Strecke pro Schlagzyklus wie die
kapazitierten Kontrollspermatozoen (193 £+ 63,0 pm) zuriick. Die durchgefihrte
Analyse weist einen Einfluss von muZP2 Glykoprotein beladenen Sepharosebeads
auf die pro Schlagzyklus zurlickgelegte Strecke von kapazitierten Spermatozoen

nach.
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Abbildung 50: Einfluss des muZP2 Glykoproteins auf die zurlickgelegte Strecke innerhalb
eines Schlagzyklus von kapazitierten murinen Spermatozoen

Die Abbildung zeigt die innerhalb eines Schlagzyklus zuriickgelegte Strecke (um) von unkapazitierten,
kapazitierten und kapazitierten Spermatozoen nach Kontakt mit unbeladenen oder mit muzP2
Glykoprotein beladenen Sepharosebeads. Zusatzlich wurde die Strecke von kapazitierten
Spermatozoen bestimmt, die in Kapazitationspuffer mit 100 pg/ml muZP2 Glykoprotein gemessen
wurden. Es wurden insgesamt zehn unkapazitierte, 20 kapazitierte Kontrollspermatozoen und jeweils
20 kapazitierte Spermatozoen pro Bedingung gemessen (vier biologische Replikate). Kapazitierte
Spermatozoen legen eine minimal héhere Strecke pro Schlagzyklus als unkapazitierte Spermatozoen
zuriick. Es kann ein Anstieg der pro Schlagzyklus zuriickgelegten Strecke fir kapazitierte
Spermatozoen nach Kontakt mit muZP2 Glykoprotein beladenen Sepharosebeads detektiert werden.
Unkapazitierte Spermatozoen wurden in HS-Puffer gemessen, wahrend alle anderen Messungen im
Kapazitationspuffer erfolgten.

8.4.3.4 Minimale Anderung der XY-Auslenkung des Kopfs muriner kapazitierter

Spermatozoen nach Kontakt mit muzZP2 Glykoprotein

AnschlieRend wurde anhand der X- und Y-Koordinaten aus dem Kopf-Tracking die
Wirkung des N-terminalen muzZP2 Glykoproteins auf die laterale XY-Auslenkung des
Spermatozoenkopfs analysiert. Fir unkapazitierte Spermatozoen kann im Mittel eine
XY-Auslenkung des Kopfs von 6 + 0,5 um detektiert werden, wéhrend kapazitierte
Spermatozoen eine 1,6-fach gesteigerte XY-Auslenkung des Kopfs (9,7 = 1,2 um)
zeigen (Abbildung 51). Nach Kontakt zu unbeladenen Sepharosebeads steigt die
laterale XY-Auslenkung von 9,7 = 1,2 um auf 10,7 = 1,8 um. Eine um den Faktor 1,2
hohere laterale Auslenkung des Spermatozoenkopfs zeigt sich im Vergleich zu den
kapazitierten Kontrollspermatozoen (9,7 + 1,2 um) nach Kontakt mit muzP2
Glykoprotein beladenen Sepharosebeads (11,6 + 2,1 um). Die laterale XY-

Auslenkung des Kopfs von Kkapazitierten Spermatozoen, gemessen in
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Kapazitationspuffer mit 100 pg/ml muzZP2 Glykoprotein, (10,7 = 1,4 pm) ist mit der
von kapazitierten Spermatozoen nach Kontakt mit unbeladenen Sepharosebeads
vergleichbar (10,7 + 1,8 um). Die Analyse der lateralen XY-Auslenkung des
Spermatozoenkopfs weist einen Einfluss des muZP2 Glykoproteins auf die
Auslenkung bei kapazitierten Spermatozoen nach.

20-
5 154 ¢
2 Y
5 . . o
2 40 oS TVED sl
. T et & e
E .
3 S )
= 51
x
0 ] L] | I 1
kapazitiert - + + + +
Bead - - + + -
muZP2-Bead - - - + -
muZP2 - - - - +

Abbildung 51: Einfluss des muZP2 Glykoproteins auf die XY-Auslenkung des
Spermatozoenkopfs von kapazitierten Spermatozoen

Die Abbildung zeigt ein Streudiagramm der XY-Auslenkung des Spermatozoenkopfs von kapazitierten
Spermatozoen nach Kontakt mit unbeladenen und mit muzZP2 Glykoprotein beladenen
Sepharosebeads. Zuséatzlich wurde die XY-Auslenkung des Spermatozoenkopfs von kapazitierten
Spermatozoen berechnet, die in Kapazitationspuffer mit 100 pg/ml muzZP2 Glykoprotein gemessen
wurden. Es wurden insgesamt zehn unkapazitierte, 20 kapazitierte Kontrollspermatozoen und jeweils
20 kapazitierte Spermatozoen pro Bedingung gemessen (vier biologische Replikate). Kapazitierte
Spermatozoen zeigten eine hohere laterale XY-Auslenkung des Kopfs als unkapazitierte
Spermatozoen. Es konnte eine Steigerung der lateralen XY-Auslenkung fir kapazitierte
Spermatozoen nach Kontakt mit muZP2 Glykoprotein beladenen Sepharose-Beads detektiert werden.
Unkapazitierte Spermatozoen wurden in HS-Puffer gemessen, wahrend alle anderen Messungen im
Kapazitationspuffer erfolgten.

8.4.3.5 MuZP2 Glykoprotein beeinflusst die Flagellenauslenkung kapazitierter

muriner Spermatozoen

AnschlieBend wurde die XY-Auslenkung des Flagellenschlags anhand der
rekonstruierten XY Projektionen untersucht. Abbildung 52 zeigt reprasentativ die XY-
Auslenkungen des Flagellums innerhalb eines Schlagzyklus eines unkapazitierten
(Abbildung 52A) und eines kapazitierten Spermatozoons (Abbildung 52B). Fur
unkapazitierte Spermatozoen konnte eine laterale XY-Auslenkung von 22 yum und flr

kapazitierte Spermatozoen von 35 pm bestimmt werden. Somit kann eine Erh6hung
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der lateralen XY-Auslenkung des Flagellenschlags nach Kapazitation beobachtet

werden.

Abbildung 52: Einfluss der Kapazitation auf die XY-Auslenkung des Flagellenschlags

A-D. Die Abbildungen zeigen reprasentativ die Flagellenauslenkungen innerhalb eines Schlagzyklus in
der XY-Ebene unkapazitierter (A) und kapazitierter Spermatozoen (B). Die grine Linie gibt die erste
und die blaue Linie die letzte Flagellenauslenkung innerhalb des Schlagzyklus wieder. Die weil3en
Linien begrenzen die maximalen Flagellenauslenkungen. Kapazitierte Spermatozoen zeigen eine
hohere Flagellenamplitude als unkapazitierte Spermatozoen. Unkapazitierte Spermatozoen wurden in
HS-Puffer gemessen, wéhrend alle anderen Messungen im Kapazitationspuffer erfolgten.

Nachdem eine Steigerung der Flagellenauslenkung in der XY-Ebene nach
Kapazitation gezeigt werden konnte, wurde der Einfluss des muZP2 Glykoproteins
auf die Flagellenbewegung untersucht. Eine Anderung des Flagellenschlags kénnte
dazu beitragen, dass der Spermatozoenkopf durch die ZP dringen und an die
Zellmembran der Oozyte binden kann. Somit wirde die Bindung an das muzZP2
Glykoprotein eine entscheidende Rolle bei der Fertilisation der Oozyte einnehmen.
Zunachst wurde der Einfluss des N-terminalen muZP2 Glykoproteins auf die XY-
Auslenkung des Flagellenschlags anhand der rekonstruierten XY Projektionen
untersucht. Abbildung 53 zeigt reprasentativ die XY-Auslenkungen des Flagellums
innerhalb eines Schlagzyklus eines kapazitierten Spermatozoons (Abbildung 53A),
eines kapazitierten Spermatozoons nach Kontakt zu unbeladenen Beads (Abbildung
53B), nach Kontakt zu muzZP2 Glykoprotein beladenen Beads (Abbildung 53C) sowie
nach Kontakt zu in Kapazitationspuffer geléstem muzZP2 Glykoprotein
(Abbildung 53D). Durch den visuellen Vergleich der einzelnen lateralen
Auslenkungen des Flagellums scheint der Kontakt mit murinem ZP2 Glykoprotein zu
einer Zunahme der XY-Auslenkung des Flagellums zu fihren (Abbildung 53).

Um dieses Ergebnis zu validieren, wurde der Abstand zwischen den Maxima der
Flagellenauslenkungen berechnet. Das Streudiagramm (Abbildung 53E) zeigt diese

quantitative Auswertung von zehn unkapazitierten Spermatozoen und jeweils von 20
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pro Bedingung gemessenen kapazitierten Spermatozoen. Unkapazitierte
Spermatozoen weisen im Mittel eine XY-Auslenkung des Flagellums von 24 + 2,5 um
auf. Nach Kapazitation kann eine 1,4-fach gesteigerte XY-Auslenkung detektiert
werden (34 £ 8,2 um). Der Kontakt zu unbeladenen Sepharosebeads fuhrt im
Vergleich zu den kapazitierten Kontrollspermatozoen (35 + 8,2 um) zu keiner
Anderung der Flagellenauslenkung (32 + 7,0 um). Es kann eine um den Faktor 1,2
hohere XY-Auslenkung des Flagellums nach Kontakt mit muzZP2 Glykoprotein
beladenen Sepharosebeads (39 + 7,7 um) und eine 1,3-fache Steigerung nach
Kontakt mit in Kapazitationspuffer geloéstem ZP2 Glykoprotein (44 = 7,0 pm)
detektiert werden. Der Kontakt zum muZP2 Glykoprotein fuhrt bei kapazitierten

Spermatozoen tendenziell zu einer Zunahme der XY-Auslenkung des Flagellums.



128

801

g 601 ¢

(=2 ® o

£ e o

= 40 oo o, e T

2 % LYY Y] = .

g . *® E‘ .o: :’

< e T : )

>'_ 20" L °®

x

0 ] 1 1 T 1

kapazitiert - + + + +
Bead - - + + -
muZP2-Bead - - - + -
muZP2 = - = - +

Abbildung 53: Einfluss des muZP2 Glykoproteins auf die XY-Auslenkung des Flagellenschlags
kapazitierter Spermatozoen

A-D. Die Abbildungen zeigen reprasentativ die Flagellenauslenkungen innerhalb eines Schlagzyklus in
der XY-Ebene kapazitierter Spermatozoen (A), kapazitierter Spermatozoen nach Kontakt zu
unbeladenen Beads (B), kapazitierter Spermatozoen nach Kontakt zu mit muzZP2 Glykoprotein
beladenen Beads (C) und von kapazitierten Spermatozoen, die in Kapazitationspuffer mit 100 pg/ml
muZP2 Glykoprotein gemessen wurden (D). Die griine Linie gibt die erste und die blaue Linie die
letzte Flagellenauslenkung innerhalb des Schlagzyklus wieder. Die weil3en Linien begrenzen die
maximalen Flagellenauslenkungen. E. Dargestellt ist die laterale XY-Auslenkung des Flagellenschlags
aller untersuchten Spermatozoen unter den in A-D verwendeten Bedingungen. Als Kontrolle fur die
erfolgreiche Induktion der Kapazitation, wurde die XY-Auslenkung des Flagellenschlags von
unkapazitierten Spermatozoen hinzugeflgt. Kapazitierte Spermatozoen zeigen eine hohere
Flagellenamplitude als unkapazitierte Spermatozoen. Es kann eine Steigerung der Auslenkung des
Flagellenschlags in der XY-Ebene fir kapazitierte Spermatozoen nach Kontakt mit muzZP2
Glykoprotein detektiert werden. Unkapazitierte Spermatozoen wurden in HS-Puffer gemessen,
wahrend alle anderen Messungen im Kapazitationspuffer erfolgten.
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Anschliel3end wurde ein potentieller Effekt des N-terminalen muZP2 Glykoproteins
auf den Flagellenschlag muriner Spermatozoen in der Z-Ebene untersucht. Daftr
wurde zunachst die Auslenkung des Flagellums von unkapazitierten und
kapazitierten Spermatozoen miteinander verglichen. Die Ermittlung der Z-Werte
erfolgte mittels eines Skripts in Spyder anhand der X- und Y-Daten aus dem
manuellen Flagellen-Tracking (Kapitel 8.1.1). Abbildung 54 zeigt ein reprasentatives
Ergebnis der Z-Auslenkung des Flagellenschlags eines unkapazitierten (Abbildung
54A) und eines kapazitierten Spermatozoons (Abbildung 54B). Sowohl fur
unkapazitierte, als auch fur kapazitierte Spermatozoen kann eine wellenférmige
Flagellenbewegung in der Z-Ebene gemessen werden. Die Amplitude des
Flagellenschlags in der Z-Ebene steigt in diesem Beispiel nach Kapazitation der
murinen Spermatozoen um ca. 5 um. Somit bewirkt die Kapazitation eine Steigerung

der Flagellenauslenkung in der Z-Ebene.
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Abbildung 54: Erhdhte Flagellenauslenkung muriner Spermatozoen in der Z-Ebene nach
Induktion der Kapazitation

A-B. Abgebildet ist die Auslenkung des Flagellums in der Z-Ebene eines unkapazitierten (A) und
kapazitierten (B) Spermatozoons. Die Z-Werte wurden mittels der XY Koordination aus dem Flagellen-
Tracking und der holografischen Aufnahmen rekonstruiert. Die Z-Werte wurden durch die Verwendung
eines Polyfits des 7. Polynoms geglattet und gegen die kalkulierte Distanz des Flagellums entlang der
XY-Projektionen (Dxy) aufgetragen. Die Z-Auslenkung des ersten Frames ist grin und die der
weiteren Frames (A: 2-38, B: 3, 6-48) sind schwarz. In diesem représentativen Beispiel kann nach
Kapazitation eine um den Faktor 1,3 héhere Flagellenauslenkung in der Z-Ebene detektiert werden.
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Abbildung 55 =zeigt repréasentative Ergebnisse der Flagellenanalyse der Z-
Auslenkung eines kapazitierten Spermatozoons (A), eines kapazitierten
Spermatozoons nach Kontakt zu unbeladenen Beads (B), nach Kontakt mit muzZP2
Glykoprotein beladenen Beads (C) sowie nach Kontakt zu in Kapazitationspuffer
gelostem muzZP2 Glykoprotein (D). Eine wellenformige Auslenkung des Flagellums in
der Z-Ebene kann fur alle untersuchten Spermatozoen nachgewiesen werden
(Abbildung 55A-D). Das kapazitierte Kontrollspermatozoon zeigt eine vergleichbare
Z-Auslenkung des Flagellums (23 um) wie das kapazitierte Spermatozoon nach
Kontakt zu einem unbeladenen Sepharosebead (24 um). Die maximale Auslenkung
des Flagellenschlags in der Z-Ebene ist bei Spermatozoen mit Kontakt zu einem mit
muZP2 Glykoprotein beladenem Bead (27 um) oder zu dem in Kapazitationspuffer
geléstem muZP2 Glykoprotein (29 um) im Vergleich zu der Auslenkung von
kapazitierten Kontrollspermatozoen (23 pm) um den Faktor 1,2 bzw. 1,3 erhoht. Die
Flagellenanalyse ergibt eine Steigerung der Flagellenauslenkung in der Z-Ebene
nach ZP2 Kontakt.
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Abbildung 55: Darstellung der Flagellenauslenkung in der Z-Ebene von kapazitierten
Spermatozoen

A-D. Abgebildet ist die Flagellenauslenkung in der Z-Ebene eines kapazitierten
Kontrollspermatozoons (A), eines kapazitierten Spermatozoons nach Kontakt mit einem unbeladenen
Sepharosebead (B), eines kapazitierten Spermatozoons nach Kontakt mit einem muzZP2 Glykoprotein
beladenen Sepharosebead (C) sowie eines kapazitierten Spermatozoons nach Kontakt mit in
Kapazitationspuffer geléstem muzZP2 Glykoprotein (D). Die Z-Werte wurden mittels der XY
Koordination aus dem Flagellen-Tracking und der holografischen Aufnahmen rekonstruiert, durch die
Verwendung eines Polyfits des 7. Polynoms geglattet und gegen die kalkulierte Distanz des
Flagellums entlang der XY-Projektionen (Dxy) aufgetragen. Die Z-Auslenkung des ersten Frames ist
grin und die der weiteren Frames sind schwarz. In diesen représentativen Beispielen kann nach
Kontakt zum muzZP2 Glykoprotein eine hdhere Auslenkung des Flagellenschlags in der Z-Ebene
detektiert werden. Alle Messungen erfolgten im Kapazitationspuffer.
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Das Streudiagramm (Abbildung 56) zeigt die quantitative Auswertung der
Flagellenauslenkung in der Z-Ebene von zehn unkapazitierten und jeweils 20 pro
Bedingung gemessenen kapazitierten Spermatozoen. Unkapazitierte Spermatozoen
zeigen im Mittel eine Z-Auslenkung des Flagellenschlags von 20 + 1,8 pm. Nach
Kapazitation kann im Mittel eine leichte Steigerung (Faktor 1,1) detektiert werden
(22 £ 5,4 um). Der Kontakt zu unbeladenen Sepharosebeads fuhrt zu keiner
Anderung der Flagellenauslenkung (23 + 5,4 um) im Vergleich zu den kapazitierten
Kontrollspermatozoen. Die Z-Auslenkung des Flagellums hingegen steigt jeweils um
den Faktor 1,2 nach Kontakt mit dem N-terminalen muZP2 Glykoprotein beladenem
Bead (27 = 4,4 pm) und mit dem in Kapazitationspuffer geldostem muzZP2
Glykoprotein (26,7 £ 4,2 um). Die Analyse ergibt eine tendenzielle Zunahme der
Flagellenauslenkung in der Z-Ebene von kapazitierten Spermatozoen nach Kontakt

zum muZP2 Glykoprotein.
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Abbildung 56: Wirkung des muZP2 Glykoproteins auf die Flagellenauslenkung in der Z-Ebene
von kapazitierten Spermatozoen

Dargestellt ist die Z-Auslenkung des Flagellenschlags von kapazitierten Spermatozoen nach Kontakt
mit unbeladenen bzw. mit muZP2 Protein beladenen Sepharosebeads. Zusatzlich wurde die
Flagellenauslenkung in der Z-Ebene von Spermatozoen, die in Kapazitationspuffer mit 100 pg/ml
muZP2 Glykoprotein gemessen wurden, bestimmt. Als Kontrolle fur die erfolgreiche Induktion der
Kapazitation wurde ebenfalls die Flagellenauslenkung in der Z-Ebene von unkapazitierten und
kapazitierten Spermatozoen gemessen. Nach Kapazitation steigt die Flagellenauslenkung in der Z-
Ebene um den Faktor 1,1. Der Kontakt zu unbeladenen Sepharosebeads bewirkt keine Anderung der
Flagellenauslenkung. Nach Kontakt zum muZP2 Glykoprotein kann eine Steigerung der
Flagellenauslenkung in der Z-Ebene gemessen werden. Unkapazitierte Spermatozoen wurden in HS-
Puffer gemessen, wahrend alle anderen Messungen im Kapazitationspuffer erfolgten.
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In dieser Arbeit konnte mittels DHM eine Chiralitatsdnderung der Schwimmtrajektorie
kapazitierter Spermatozoen nach ZP2 Kontakt nachgewiesen werden. Die
vierdimensionalen Analysen ergaben zusatzlich eine Steigerung der VCL, der pro
Schlagzyklus zuriickgelegten Strecke, der lateralen XY-Auslenkung des
Spermatozoenkopfs sowie eine Steigerung der Flagellenauslenkung in der X-, Y- und
Z-Ebene nach ZP2 Kontakt. Parallel wurde der Einfluss der Kapazitation auf die
vierdimensionale Bewegung untersucht. Es konnte eine Steigerung von
verschiedenen Geschwindigkeitsparametern (VCL, VSL), von der pro Schlagzyklus
zuruckgelegten Strecke sowie von der Flagellenauslenkung in der X-, Y- und Z-
Ebene nach Kapazitation detektiert werden. Die Kapazitation bewirkt keine Anderung
der Chiralitat der Schwimmtrajektorie.

Anschliel3end soll untersucht werden, ob bereits die rAumliche Nahe zur Oozyte bzw.
zur Oozyte mit Kumuluszellschicht eine Anderung des vierdimensionalen

Bewegungsmusters von unkapazitierten und kapazitierten Spermatozoen bewirkt.

8.5 Einfluss von Oozyten und Kumuluszellen auf das

Schwimmverhalten muriner Spermatozoen in 4D

Durch die im Ovidukt stattfindenden Prozesse erreichen nur 10-20 Spermatozoen die
Oozyte (Miki und Clapham, 2013). Es ist naheliegend, dass Anderungen der
Spermatozoenbewegung Voraussetzungen fir ein gerichtetes Schwimmen zur
Oozyte sind. Um die vorherigen Ergebnisse bezuglich des Einflusses der
Kapazitation auf das vierdimensionale Schwimmverhalten muriner Spermatozoen zu
validieren, wurden in diesem Abschnitt der Arbeit erneut sowohl unkapazitierte als
auch kapazitierte Kontrollspermatozoen untersucht. Gleichzeitig wurde erstmals das
Schwimmverhalten muriner unkapazitierter und kapazitierter Spermatozoen in
rdumlicher N&he zur Oozyte bzw. zur Oozyte mit Kumuluszellschicht mittels DHM
analysiert, um potentielle Veranderungen des Schwimmverhaltens, die kurz vor dem
Befruchtungsprozess stattfinden missen, zu identifizieren. Im Menschen konnte
bereits gezeigt werden, dass die Freisetzung von Progesteron durch die humane
Kumuluszellschicht (Schuetz und Dubin, 1981) zu einer Stimulation des CatSper-
Kanals und einer damit verbundenen erhohten intrazellularen Ca?*-Konzentration
(Lishko et al., 2011; Smith et al., 2013; Strunker et al., 2011) fuhrt. Die erhohte Ca?*-
Konzentration ist essentiell fur die Induktion der hyperaktivierten Motilitit humaner
Spermatozoen (Gakamsky et al., 2009; Suarez, 2008; Uhler et al., 1992). Bei
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Mausen ist der CatSper-Kanal jedoch insensitiv fur Progesteron. Anhand von
vierdimensionalen Bewegungsanalysen soll untersucht werden, ob es in raumlicher
Néhe zur Oozyte bzw. zur Oozyte mit Kumuluszellschicht zu einer Veranderung der
Schwimmbewegung kommt, die auf eine Sekretion von Faktoren hinweisen
ausgehend von der Oozyte oder der Kumuluszellschicht. Diese Ergebnisse wurden
zu einem besseren Verstandnis der im Ovidukt ablaufenden Selektionsprozesse
beitragen und Parameter identifizieren, die essentiell fir eine erfolgreiche
Befruchtung der Oozyte sind.

Fir die Analyse wurden zunadchst murine Oozyten mit oder ohne Kumuluszellen
prapariert (Kapitel 7.1.1.4). Nach Isolierung muriner Spermatozoen aus dem Ductus
deferens und dem Ductus epididymidis (Kapitel 7.1.1.1) wurde bei der Halfte der
Spermatozoensuspension die Kapazitation induziert (Kapitel 7.1.2). Anschlie3end
wurde jeweils eine Oozyte mit oder ohne Kumuluszellschicht in eine Messkammer
mit einer Tiefe von 100 um (Leja Products B.V.) Ubertragen und 1x107 Zellen/ml

unkapazitierter oder kapazitierter Spermatozoen hinzugefigt.

8.5.1 Weder die raumliche Nahe zur Oozyte noch zur Kumuluszellschicht

verandert die Chiralitat der Schwimmtrajektorie

Zur Untersuchung eines Einflusses von Oozyten oder Kumuluszellen auf die
Chiralitat der Schwimmtrajektorie von unkapazitierten und kapazitierten
Spermatozoen, wurden Procrustesanalysen (Kapitel 8.1.4) durchgefihrt. In
Abbildung 57 sind in jedem Koordinatensystem (A-F) jeweils funf reprasentative
gemittelte Schwimmtrajektorien aus den Procrustesanalysen dargestellt. Insgesamt
wurde die Chiralitat von 12 Spermatozoen pro Bedingung untersucht. Alle
untersuchten Spermatozoen zeigen eine Chiralitdt der Schwimmtrajektorie im
Uhrzeigersinn (CW) unabhangig von ihrem Kapazitationsstatus oder der rdumlichen

N&ahe zur Oozyte bzw. zur Oozyte mit Kumuluszellschicht (Abbildung 57).
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Abbildung 57: Kein Einfluss von Oozyten und Kumuluszellen auf die Chiralitat der
Schwimmtrajektorie von unkapazitierten und kapazitierten murinen Spermatozoen

A-F. Die Abbildungen zeigen jeweils die gemittelten Procrustesausrichtungen der
Schwimmtrajektorien von flnf reprasentativen murinen Spermatozoen. Alle Trajektorien wurden mit
inrem Startpunkt in den Ursprung gelegt (roter Punkt). Gezeigt sind Procrustesanalysen
unkapazitierter Spermatozoen (A), unkapazitierter Spermatozoen in raumlicher Nahe zur Oozyte (B)
und unkapazitierter Spermatozoen in raumlicher Ndhe zur Oozyte mit Kumuluskomplex (C) sowie
Procrustesausrichtungen von kapazitierten Spermatozoen (D), von kapazitierten Spermatozoen in
raumlicher Néhe zur Oozyte (E) und von kapazitierten Spermatozoen in raumlicher Nahe zur Oozyte
mit Kumuluskomplex (F). Der Pfeil gibt die Chiralitét der einzelnen Schwimmtrajektorien wieder. Auf
den Koordinatenachsen sind jeweils die X- und Y-Werte des Kopf-Trackings in um aufgetragen. Alle
untersuchten Spermatozoen zeigen eine CW Chiralitat der Schwimmtrajektorie unabhéngig vom
Kapazitationsstatus oder der rAumlichen Nahe zur Oozyte bzw. zur Kumuluszellschicht.

Um eine objektive Analyse der Chiralitéat zu erméglichen, wurden die Koordinaten der
gemittelten Procrustestrajektorien zunachst in Polarkoordinaten umgerechnet.
AnschlieBend wurden die Zeitpunkte der Anderungen gegen dessen Winkel (8)
ermittelt und die zeitliche Ableitung des Winkels (d8/dt) bestimmt. Abschliefend
wurde der Mittelwert der zeitlichen Ableitung des Winkels (d6/dt) berechnet. In
Abbildung 58 sind die mittleren (d6/dt)-Werte gemessen in Radian/s von jeweils zwolf
analysierten Spermatozoen pro Bedingung dargestellt. Abbildung 58A zeigt die
Chiralitatsanalyse von unkapazitierten Spermatozoen ohne bzw. mit raumlicher Nahe
zur Oozyte bzw. zur Oozyte mit Kumuluszellschicht, wahrend die Abbildung 58B die
analoge Chiralitdtsanalyse von kapazitierten Spermatozoen wiedergibt. Ein positiver
mittlerer (d6/dt)-Wert zeigt dabei eine CW Chiralitdt an, wahrend ein negativer

mittlerer (d6/dt)-Wert mit einer CCW Chiralitat korreliert. Das Ergebnis der visuellen
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Auswertung (Abbildung 57) konnte nach Berechnung des mittleren (d6/dt)-Wert
bestétigt werden (Abbildung 58). Es wurde flr alle untersuchten Spermatozoen,
unabhangig vom Kapazitationsstatus und der raumlichen Nahe zur Oozyte oder
Kumuluszellschicht, ein positiver mittlerer (d0/dt)-Wert ermittelt und somit eine CW
Chiralitat der entsprechenden Schwimmtrajektorie nachgewiesen.
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Abbildung 58: Auswertung der Procrustesanalysen von unkapazitierten und kapazitierten
Spermatozoen in raumlicher Nahe zur Oozyte bzw. zur Oozyte mit Kumuluszellschicht

A-B. Die Abbildung zeigt die gemittelten (d6/dt)-Werte fiur den zeitlichen Verlauf der gemittelten
Procrustes Analyse (n=12, sechs biologische Replikate) unkapazitierter (A) und kapazitierter (B)
Spermatozoen. Die X-Achse zeigt den jeweiligen Kapazitationsstatus, sowie die raumliche Nahe zur
Oozyte bzw. zur Kumuluszellschicht an. Fiur die Analyse wurden die X- und Y-Koordinaten der
holografischen Aufnahmen verwendet. Es kann fir alle untersuchten Spermatozoen unabhangig vom
Kapazitationsstatus oder der raumlichen Nahe zur Oozyte bzw. zur Kumuluszellschicht ein positiver
gemittelter (dB/dt)-Wert berechnet werden. Ein positiver gemittelter (d0/dt)-Wert zeigt eine CW
Chiralitat der Schwimmtrajektorie an. Alle Messungen erfolgten im HS-Puffer.



136

8.5.2 Die raumliche Nahe zur Oozyte oder zur Oozyte mit Kumuluszellschicht
fuhrt zu einer geringen Anderung der Geschwindigkeit bei kapazitierten

Spermatozoen

Um einen Effekt der Oozyte bzw. der Kumuluszellschicht auf die
Schwimmgeschwindigkeit muriner unkapazitierter und kapazitierter Spermatozoen zu
untersuchen, wurde die VCL pro Schlagzyklus anhand der dreidimensionalen Daten
des Kopf-Trackings berechnet. In Abbildung 59 ist das Ergebnis der VCL-Analyse als
Streudiagramm dargestellt. Unkapazitierte Spermatozoen zeigen im Mittel eine VCL
von 249 + 54 um/s, kapazitierte Spermatozoen eine VCL von 466 + 66 pum/s. Somit
steigt nach Kapazitation die VCL um den Faktor 1,9. Im Vergleich zu den
unkapazitierten Kontrollspermatozoen (249 + 54 um/s) kann keine Anderung der VCL
von unkapazitierten Spermatozoen in raumlicher Nahe zur Oozyte (272 + 54 um/s)
oder zur Oozyte mit Kumuluszellschicht (256 + 47 um/s) detektiert werden. Die VCL
der kapazitierten Spermatozoen in raumlicher Nahe zur Oozyte (397 + 52 um/s) ist
im Vergleich zu der VCL kapazitierter Kontrollspermatozoen (466 + 66 um/s) um 14%
reduziert. In raumlicher N&he zur Oozyte mit Kumuluszellschicht erhéht sich die
durchschnittiche VCL von kapazitierten Spermatozoen (524 = 117 pm/s) im
Vergleich zu den kapazitierten Kontrollspermatozoen (466 + 66 um/s) um den Faktor
1,12.
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Abbildung 59: Einfluss von Oozyten und Kumuluszellen auf die VCL unkapazitierter bzw.
kapazitierter Spermatozoen

Dargestellt ist die VCL von unkapazitierten und kapazitierten murinen Spermatozoen (n=12, sechs
biologische Replikate). Nach Kapazitation erhdht sich die VCL im Vergleich zu den unkapazitierten
Kontrollspermatozoen um den Faktor 1,9. Es kann keine Anderung der VCL von unkapazitierten
Spermatozoen in rdumlicher Nahe zur Oozyte bzw. zur Oozyte mit Kumuluszellschicht detektiert
werden. Die rdumliche N&he zur Oozyte fuhrt zu einer geringen Reduktion und die rdumliche Nahe zur
Oozyte mit Kumuluszellschicht zu einer geringen Zunahme der VCL von kapazitierten Spermatozoen.
Alle Messungen erfolgten im HS-Puffer.

Anschlieend wurde ein potentieller Effekt der Oozyte bzw. der Oozyte mit
Kumuluszellschicht auf die pro Schlagzyklus gemessene VSL von unkapazitierten
und kapazitierten Spermatozoen untersucht. Die VSL gibt den Weg pro Zeiteinheit
(um/s) entlang einer geraden Linie an, die an der ersten Position des Kopfs beginnt
und an der letzten Position endet. Abbildung 60 zeigt das Ergebnis der VSL-Analyse
anhand eines Streudiagramms. FUr unkapazitierte Spermatozoen kann eine
durchschnittliche VSL von 48 + 12 um/s und fir kapazitierte Spermatozoen von
56 = 28 um/s detektiert werden. Dies entspricht einer Zunahme um den Faktor 1,2.
Wahrend im Vergleich zu den unkapazitierten Kontrollspermatozoen (48 £ 12 um/s)
keine Anderung der VSL von unkapazitierten Spermatozoen in raumlicher Nahe zur
Oozyte (51 + 17 um) gemessen werden kann, erhdht sich im Mittel die VSL von
unkapazitierten Spermatozoen in rdumlicher Nahe zur Oozyte mit Kumuluszellschicht
um den Faktor 1,2 (59 + 20 pm/s). Es kann jeweils im Vergleich zur VSL von
kapazitierten Spermatozoen (56 + 26 um/s) eine Zunahme der VSL um das 1,2-fache
fur kapazitierte Spermatozoen in rdumlicher Nahe zur Oozyte (67,5 £ 29 um/s) und
um das 1,6-fache fur kapazitierte Spermatozoen in rdumlicher Néahe zur Oozyte mit

Kumuluszellschicht (88 + 34 um/s) detektiert werden. Tendenziell zeigt sich ein
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Einfluss der Oozyte mit Kumuluszellschicht auf die VSL von unkapazitierten und
kapazitierten Spermatozoen. Zusatzlich scheint die Oozyte mit Kumuluszellschicht

die VSL von kapazitierten Spermatozoen zu erhdhen.
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Abbildung 60: Einfluss der Oozyte und der Kumuluszellschicht auf die VSL unkapazitierter
bzw. kapazitierter Spermatozoen

Dargestellt ist die VSL von unkapazitierten und kapazitierten murinen Spermatozoen (n=12, sechs
biologische Replikate). Nach Kapazitation erhdht sich die VSL im Vergleich zu den unkapazitierten
Kontrollspermatozoen um den Faktor 1,2. Es kann keine Anderung der VSL von unkapazitierten
Spermatozoen in raumlicher Nahe zur Oozyte detektiert werden. Die rAumliche Néhe zur Oozyte mit
Kumuluszellschicht fihrt zu einer 1,2-fachen Steigerung der VSL von unkapazitierten Spermatozoen.
Die VSL von kapazitierten Spermatozoen erhoht sich in raumlicher N&he zur Oozyte um den Faktor
1,2 und in rdaumlicher N&he zur Oozyte mit Kumuluszellschicht um den Faktor 1,6. Alle Messungen
erfolgten im HS-Puffer.

Des Weiteren wurde der Einfluss der Oozyte bzw. der Oozyte mit Kumuluszellschicht
auf die pro Schlagzyklus zurtickgelegte Strecke von unkapazitierten und
kapazitierten = Spermatozoen untersucht (Abbildung 61). Unkapazitierte
Spermatozoen zeigen im Mittel eine pro Schlagzyklus zuriickgelegte Strecke von
165 * 45 um. Die Kapazitation fihrt im Vergleich zu unkapazitierten Spermatozoen
zu keiner Veranderung der pro Schlagzyklus zurtickgelegten Strecke (163 £ 40 um).
Wahrend sich die Strecke von unkapazitierten Spermatozoen in rAumlicher Néhe zur
Oozyte im Vergleich zu den unkapazitierten Kontrollspermatozoen um 20% reduziert
(131 £ 33 um), kann eine Reduktion von 32% flr unkapazitierte Spermatozoen in
raumlicher Nahe zur Oozyte mit Kumuluszellschicht (112 + 27 um) detektiert werden.
Kapazitierte = Spermatozoen zeigen im Vergleich zu den kapazitierten
Kontrollspermatozoen (163 + 40 um) eine 1,1-fache Steigerung der pro Schlagzyklus

zurtckgelegten Strecke in raumlicher Nahe zur Oozyte (177 + 43 pm) bzw. eine
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Reduktion um 8% in raumlicher Nahe zur Oozyte mit Kumuluszellschicht
(150 + 35 pm).
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Abbildung 61: Einfluss von Oozyten und Kumuluszellen auf die zurlickgelegte Strecke pro
Schlagzyklus unkapazitierter bzw. kapazitierter Spermatozoen

Gezeigt ist die innerhalb eines Schlagzyklus zuriickgelegte Strecke von unkapazitierten und
kapazitierten Spermatozoen in raumlicher N&he zur Oozyte bzw. zur Oozyte mit Kumuluszellschicht
(n=12, sechs biologische Replikate). Keine Anderung der zuriickgelegten Strecke pro Schlagzyklus
kann nach Kapazitation im Vergleich zu den unkapazitierten Kontrollspermatozoen detektiert werden.
Fir unkapazitierte Spermatozoen kann eine 20%-ige Reduktion der pro Schlagzyklus zuriickgelegten
Strecke in rAumlicher Nahe zur Oozyte, sowie eine 32%-ige Reduktion in raumlicher Nahe zur Oozyte
mit Kumuluszellschicht detektiert werden. Die raumliche Nahe zur Oozyte bewirkt bei kapazitierten
Spermatozoen eine um den Faktor 1,1 gesteigerte und die rdumliche Nahe zur Oozyte mit
Kumuluszellschicht eine um 8% erniedrigte pro Schlagzyklus zurlickgelegte Strecke. Alle Messungen
erfolgten im HS-Puffer.

8.5.3 Keine Anderungen der lateralen XY-Auslenkung des Spermatozoenkopfs

in raumlicher Nahe zur Oozyte bzw. zur Oozyte mit Kumuluszellschicht

Nach Analyse des Einflusses von Oozyten und der Kumuluszellschicht auf die
Geschwindigkeit von unkapazitierten und kapazitierten murinen Spermatozoen,
wurde deren Einfluss auf die laterale XY-Auslenkung des Spermatozoenkopfs
untersucht. Fir die Analyse wurden nur die X- und Y-Koordinaten der holografischen
Aufnahme verwendet. Wahrend unkapazitierte Spermatozoen eine durchschnittliche
laterale XY-Auslenkung des Kopfs von 6 + 0,6 um aufweisen, fuhrt die Kapazitation
zu einer 1,8-fachen Zunahme (11 + 1,8 um) (Abbildung 62). Es kann keine Anderung
der lateralen XY-Auslenkung des Kopfs von unkapazitierten Spermatozoen in
raumlicher Nahe zur Oozyte (5 + 1,0 um) bzw. zur Oozyte mit Kumuluszellschicht

(5 £ 1,2 um) im Vergleich zu den unkapazitierten Kontrollspermatozoen (6 £ 0,6 um)
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detektiert werden. Weder die Oozyte (11 = 1,4 um), noch die Oozyte mit
Kumuluszellschicht (11 + 1,0 pm) bewirken eine Anderung der lateralen XY-
Auslenkung des Kopfs von kapazitierten Spermatozoen im Vergleich zu den
kapazitierten Kontrollspermatozoen (11 + 1,8 um). Unter den gemessenen
Bedingungen kann kein Einfluss der Oozyte bzw. der Kumuluszellschicht auf die XY-
Auslenkung des Spermatozoenkopfs detektiert werden.
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Abbildung 62: Einfluss von Oozyten und Kumuluszellen auf die XY-Auslenkung des
Spermatozoenkopfs unkapazitierter bzw. kapazitierter Spermatozoen

Abgebildet ist die XY-Auslenkung von Spermatozoenkdpfe unkapazitierter und kapazitierter
Spermatozoen in raumlicher Nahe zur Oozyte bzw. zur Oozyte mit Kumuluszellschicht (n=12, sechs
biologische Replikate). Als Kontrolle wurden ebenfalls unkapazitierte und kapazitierte Spermatozoen
ohne Kontakt zur Oozyte oder Kumuluszellschicht analysiert. Die Kapazitation fihrt zu einer 1,8-
fachen Steigerung der lateralen XY-Auslenkung des Kopfs. Es kann keine Anderung der lateralen XY-
Auslenkung des Kopfs von unkapazitierten und kapazitierten Spermatozoen in raumlicher Nahe zur
Oozyte bzw. zur Oozyte mit Kumuluszellschicht im Vergleich zu den entsprechenden
Kontrollspermatozoen detektiert werden. Alle Messungen erfolgten im HS-Puffer.
8.5.4 Die raumliche Nahe zur Oozyte oder zur Oozyte mit Kumuluszellschicht
fuhrt zu keiner Anderung des Flagellenschlags von kapazitierten

murinen Spermatozoen

Anhand der digital holografischen Aufnahmen und der daraus rekonstruierten XY-
Projektionen, wurde der Einfluss von Oozyten und Kumuluszellen auf die XY-
Auslenkung des Flagellenschlags analysiert. Um die X- und Y-Positionen des
Flagellums zu erhalten, wurde eine ,frame-by-frame® Analyse des Flagellenschlags
unter Verwendung eines programmierten Algorithmus in IgorPro™ (Version 6.36,

Wavemetrics) durchgefihrt. Das Streudiagramm (Abbildung 63) zeigt die quantitative
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Auswertung der XY-Auslenkung des Flagellenschlags von jeweils 12 murinen
Spermatozoen. FUr unkapazitierte Spermatozoen kann im Mittel eine Auslenkung
von 24 + 2,5 um detektiert werden, wahrend nach Kapazitation die durchschnittliche
XY-Auslenkung des Flagellenschlags auf 37 + 5,9 um ansteigt. Dies entspricht einer
Zunahme der XY-Auslenkung des Flagellums um den Faktor 1,5. Die rdumliche
Nahe zur Oozyte bewirkt keine Anderung der XY-Auslenkung von unkapazitierten
(25,8 £ 5,6 um) oder kapazitierten Spermatozoen (38,3 £ 9,1 um) im Vergleich zu
den entsprechenden Kontrollspermatozoen (unkapazitiert: 24,2 + 2,5 um, kapazitiert:
37,3 £ 5,9 um). Eine 1,2-fache Steigerung der XY-Auslenkung des Flagellums zeigt
sich beim Vergleich mit den unkapazitierten Kontrollspermatozoen fur unkapazitierte
Spermatozoen in raumlicher Nahe zur Oozyte mit Kumuluszellschicht (30 = 2,3 um)
(Abbildung 63). Die rdumliche Nahe zur Oozyte mit Kumuluszellschicht fihrt bei
kapazitierten Spermatozoen zu einer 1,1-fachen Zunahme der lateralen XY-
Auslenkung des Flagellums (41 + 9,2 pm) im Vergleich zu den kapazitierten
Kontrollspermatozoen (38,3 £ 9,1 um). Die Ergebnisse deuten einen leichten Einfluss
der Kumuluszellschicht auf die XY-Auslenkung des Flagellenschlags unkapazitierter

und kapazitierter Spermatozoen an.
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Abbildung 63: Effekt von Oozyten und Kumuluszellen auf die XY-Auslenkung des
Flagellenschlags unkapazitierter und kapazitierter Spermatozoen

Dargestellt ist die XY-Auslenkung des Flagellenschlags von unkapazitierten und kapazitierten murinen
Spermatozoen in rAumlicher N&he zur Oozyte bzw. zur Oozyte mit Kumuluszellschicht (n=12, sechs
biologische Replikate). Als Kontrolle wurden ebenfalls unkapazitierte und kapazitierte Spermatozoen
ohne Kontakt zur Oozyte oder Kumuluszellschicht analysiert. Fir die Untersuchung wurden die X- und
Y-Koordinaten aus der ,frame-by-frame“-Analyse des Flagellenschlags verwendet. Die Kapazitation
fuhrt zu einer 1,5-fachen Zunahme der XY-Auslenkung des Flagellums. Die rédumliche N&he zur
Oozyte bewirkt keine Anderung der Auslenkung von unkapazitierten und kapazitierten Spermatozoen.
In rAumlicher Nahe zur Oozyte mit Kumuluszellschicht kann fiir unkapazitierte Spermatozoen eine 1,2-
fache und fur kapazitierte Spermatozoen eine 1,1-fache Zunahme der XY-Auslenkung des
Flagellenschlags detektiert werden. Alle Messungen erfolgten im HS-Puffer.
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Anschliel3end wurde ein moglicher Zusammenhang zwischen der rAumlichen N&he
zur Oozyte bzw. zur Oozyte mit Kumuluszellschicht und der Auslenkung des
Flagellenschlags in der Z-Ebene von freischwimmenden Spermatozoen untersucht.
Das Streudiagramm (Abbildung 64) zeigt die quantitative Auswertung der
Flagellenauslenkung in der Z-Ebene von jeweils zwolf unkapazitierten und
kapazitierten Spermatozoen in raumlicher Nahe zur Oozyte bzw. zur Oozyte mit
Kumuluszellschicht. Fur kapazitierte Spermatozoen (27 + 6,2 um) kann im Vergleich
zu den unkapazitierten Kontrollspermatozoen (19 £ 1,1 um) eine um den Faktor 1,4
hohere Z-Auslenkung des Flagellums beobachtet werden. Unkapazitierte
Spermatozoen zeigen in raumlicher Nahe zur Oozyte (17 + 2,0 um) bzw. zur Oozyte
mit Kumuluszellschicht (16 + 1,8 um) jeweils eine um den Faktor 1,2 geringere
Flagellenauslenkung als die unkapazitierten Kontrollspermatozoen (19 + 1,1 um). Die
raumliche Nahe kapazitierter Spermatozoen zur Oozyte (27 = 8,0 pm) bzw. zur
Oozyte mit Kumuluszellschicht (26 + 3,8 pum) bewirkt im Vergleich zu den
kapazitierten Kontrollspermatozoen (27 +* 6,2 pm) keine Anderung der
Flagellenauslenkung in der Z-Ebene. Unter den gemessen Bedingungen scheint die
raumliche Néahe zur Oozyte bzw. zur Oozyte mit Kumuluszellschicht zu keiner
Anderung der Flagellenamplitude bei unkapazitierten und kapazitierten

Spermatozoen zu fuhren.
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Abbildung 64: Effekt von Oozyten und Kumuluszellen auf die Flagellenauslenkung in der Z-
Ebene von unkapazitierten und kapazitierten Spermatozoen

Dargestellt ist die Auslenkung des Flagellums in der Z-Ebene von unkapazitierten und kapazitierten
murinen Spermatozoen in rAumlicher Nahe zur Oozyte bzw. zur Oozyte mit Kumuluszellschicht (n=12,
sechs biologische Replikate). Nach Kapazitation erhdht sich die Flagellenauslenkung in der Z-Ebene
um den Faktor 1,4. Die raumliche Nahe zur Oozyte bzw. zur Oozyte mit Kumuluszellschicht bewirkt
bei unkapazitierten Spermatozoen im Vergleich zu den unkapazitierten Kontrollspermatozoen eine um
den Faktor 1,2 niedrigere Auslenkung des Flagellenschlags in der Z-Ebene. Es kann keine Anderung
der Auslenkung in der Z-Ebene in réaumlicher Nahe zur Oozyte bzw. zur Oozyte mit
Kumuluszellschicht  fur kapazitierte Spermatozoen im Vergleich zu den kapazitierten
Kontrollspermatozoen detektiert werden. Alle Messungen erfolgten im HS-Puffer.

In dieser Arbeit konnte mittels DHM keine Chiralititsanderung der
Schwimmtrajektorie unkapazitierter bzw. kapazitierter Spermatozoen in raumlicher
Néahe zur Oozyte bzw. zur Oozyte mit Kumuluszellschicht nachgewiesen werden. Die
vierdimensionalen Analysen ergaben geringe Anderungen der Geschwindigkeiten,
der pro Schlagzyklus zuriickgelegten Strecke sowie der lateralen XY-Auslenkung des
Flagellums in raumlicher Nahe zur Oozyte bzw. zur Kumuluszellschicht. Die laterale

XY-Auslenkung des Spermatozoenkopfs und die Flagellenauslenkung in der Z-

Ebene anderten sich nicht.
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9 Diskussion

Wahrend die Spermatozoen den weiblichen Genitaltrakt passieren, durchlaufen sie
verschiedene Selektionsprozesse, sodass nur 10-20 kapazitierte Spermatozoen die
Oozyte erreichen (Miki und Clapham, 2013). Eine Vorrausetzung fur das Erreichen
der Oozyte ist eine geregelte und responsive Motilitat (Hino et al., 2016; Ishikawa et
al.,, 2016; Miki und Clapham, 2013). Ziel dieser Arbeit war es daher, die
vierdimensionale murine Spermatozoenbewegung in definierten Fertilisations-
zustanden (nicht kapazitiert, kapazitiert) und nach Kontakt zum muzZP2 Glykoprotein
sowie in rAumlicher Nahe zur Oozyte bzw. zur Kumuluszellschicht zu untersuchen,
um Hinweise auf unterschiedliche Schlagmuster der Flagellen zu erhalten. Fir diese
Analyse wurde erstmals die DHM verwendet. Zunachst wurde die vierdimensionale
Flagellenbewegung, die Schwimmtrajektorie und das Rollverhalten unkapazitierter
muriner Spermatozoen mittels DHM untersucht und die Chiralitat der
Schwimmtrajektorie analysiert. Im Anschluss wurde die DHM als Methode fur
Geschwindigkeitsanalysen validiert und mit Ergebnissen der bisherigen Methode zur
Geschwindigkeitsanalyse, CASA, verglichen. Des Weiteren konnte die Induktion der
Kapazitation in vitro durch biochemische, wie eine erhdhte Tyrosin-Phosphorylierung,
als auch durch biophysikalische Veranderungen, wie einer Steigerung der Motilitat
und einer lateralen XY-Auslenkung des Spermatozoenkopfs nachgewiesen werden.
Zusatzlich konnte gezeigt werden, dass die Kapazitation einen Anstieg der
Flagellenauslenkung in der Z-Ebene bewirkt, die Chiralitat der Schwimmtrajektorie
jedoch nicht beeinflusst. Anschlie3end wurde das N-terminale muZP2 Glykoprotein
rekombinant hergestellt, auf RNA- und Proteinebene validiert und die spezifische
Bindung kapazitierter Spermatozoen an die mit N-terminalem muZP2 Glykoprotein
beladenen Beads erfolgreich mikroskopisch Uberprift. Es konnte erstmals eine
Chiralitatsanderung der Schwimmtrajektorie nach Kontakt mit muZP2 Protein
nachgewiesen werden. Des Weiteren zeigte sich eine Zunahme der VCL, ein
Einfluss auf die pro Schlagzyklus zurlckgelegte Strecke sowie auf die XY-
Auslenkung des Spermatozoenkopfs und eine gesteigerte Auslenkung des
Flagellenschlags in der X-, Y- und Z-Ebene nach ZP2 Kontakt. AbschlieRend konnte
kein Einfluss der Oozyte bzw. der Kumuluszellschicht auf die laterale XY-Auslenkung
des Spermatozoenkopfs sowie auf die vierdimensionale Flagellenbewegung muriner
unkapazitierter und kapazitierter Spermatozoen und die Chiralitat der
Schwimmtrajektorie mittels DHM nachgewiesen werden.
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9.1 Die DHM ermdoglicht vierdimensionale Analysen des

Spermatozoenschwimmverhaltens

In der vorliegenden Arbeit wurde erstmals der vierdimensionale Flagellenschlag von
murinen Spermatozoen analysiert und quantitative Untersuchungen der Wellenform
des Flagellenschlags durchgefiihrt. Dies erfolgte anhand von Einzelzellanalysen
mittels DHM. Bereits in Vorarbeiten konnte eine nicht planare Flagellenbewegung
gemessen werden (Phillips, 1972; Rikmenspoel, 1965). Dabei wurde die Auslenkung
aus der XY-Ebene lediglich am Fokusverlust bestimmt, welcher durch die
Verwendung von hoch numerischen Aperturobjektiven identifiziert werden konnte
(Ishijima et al., 1992; Woolley und Osborn, 1984; Yeung und Woolley, 1984). Eine
andere Analysemdoglichkeit ist die Abstandsbestimmung der Intensitatsmaxima
anhand von Linienanalysen durch das Flagellum (Bukatin et al., 2015). In dieser
Arbeit konnte mittels DHM bei freischwimmenden, unkapazitierten murinen
Spermatozoen eine wellenformige, entlang des Flagellums propagierende,
Flagellenauslenkung in der Z-Ebene gemessen werden (Abbildung 23A), die eine
vergleichbare Amplitude (~19 pm) wie die Wellen in der XY-Ebene besitzen
(Abbildung 22B). Zusétzlich konnte gezeigt werden, dass die Initiierung der
wellenférmigen Bewegung in der Z-Ebene mit der Einleitung der hauptsachlichen
(,principle flagellar bends“) und der reversen (,reverse flagellar bends®)
Flagellenschlagen in der XY-Ebene ubereinstimmt. Die Initiation einer neuen,
zweiten wellenférmigen Flagellenauslenkung in der Z-Ebene erfolgt ca. auf dem
halben Weg der ersten Welle (Abbildung 23A), vermutlich beim Ubergang vom
hauptsachlichen zum reversen Flagellenschlag (Wennemuth et al., 2003b) wie es in
der XY-Ebene beobachtet wird. Die wellenférmige Flagellenauslenkung in der Z-
Ebene propagiert mit einer konstanten Geschwindigkeit entlang des Flagellums
(Muschol et al., 2018). Diese Ergebnisse tragen zu einem besseren Verstandnis des
Prinzips fur die Ausbildung des Flagellenschlags bei und konnten ebenfalls fir
bovine und humane Spermatozoen nachgewiesen werden (Muschol et al., 2018).
Bullenspermatozoen zeigen in dieser Studie jedoch eine geringere laterale
Auslenkung des Flagellenschlags als murine Spermatozoen (Muschol et al., 2018),
welche mdoglicherweise durch ihre kirzeren Flagellen und ihren symmetrischeren
Flagellenschlag verursacht werden. An der Ausbildung einer wellenférmigen
Flagellenbewegung scheinen die akzessorischen Axonemstrukturen nicht beteiligt zu

sein, da dieses Bewegungsmuster ebenfalls bei Eukaryoten ohne akzessorische
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Strukturen identifiziert werden konnte (Wilson et al., 2013).

Neben der Analyse freischwimmender, unkapazitierter muriner Spermatozoen, wurde
in dieser Arbeit auch der vierdimensionale Flagellenschlag von adharenten murinen
Spermatozoen untersucht. Adharente Spermatozoen binden mit ihrem Kopf an die
Oberflache der Messkammer, sodass einerseits eine Fortbewegung und andererseits
ein Rollen entlang ihrer Langsachse ausbleibt (Babcock et al., 2014). In Vorarbeiten
konnte bereits gezeigt werden, dass dennoch eine Bewegung des Flagellums
stattfindet (Carlson et al.,, 2003; Wennemuth et al., 2003b). Anhand der digital
holografischen Aufnahmen konnte auch fur adharente, nicht rollende murine
Spermatozoen eine Flagellenauslenkung in der Z-Ebene gezeigt werden (Abbildung
24B). Diese Auslenkung ist vergleichbar mit der Flagellenauslenkung in der Z-Ebene
von freischwimmenden Spermatozoen. Schlussfolgernd zeigen diese Ergebnisse,
dass die wellenformige Flagellenauslenkung in der Z-Ebene unabh&angig von dem
Rollvorgang entlang der Langsachse sowie einer damit verbundenen progressiven
Motilitat ist. Somit konnte gezeigt werden, dass die Flagellenbewegung unabhangig
von der Rotationsbewegung entlang der Langsachse ist. Die Arbeit von Miller und
Kollegen untersttitzt dieses Ergebnis, indem sie ebenfalls einen Rollvorgang entlang
der Langsachse bei kopflosen (,decapitated”) Spermatozoen nachweisen konnten
(Miller et al., 2018).

Wahrend freischwimmende, nicht rollende murine Spermatozoen (Kreisschwimmer)
eine niedrigere Z-Auslenkung des Flagellenschlags aufweisen (Abbildung 28B),
zeigen adhérente, ebenfalls nicht rollende murine Spermatozoen eine mit
freischwimmenden Spermatozoen vergleichbare Z-Auslenkung des Flagellums
(Abbildung 24B, Abbildung 23A). Diese Beobachtung stimmt mit der beobachteten
Bewegung bei niedriger Reynolds-Zahl Uuberein, bei der die Tragheitskraft
vernachlassigt werden kann (Kantsler et al., 2014; Miki und Clapham, 2013). Anhand
dieser Ergebnisse lasst sich die Hypothese aufstellen, dass der Flagellenschlag die
Quelle jeder Bewegung, auch die der Rotation des Kopfs ist (Kantsler et al., 2014;
Miki und Clapham, 2013). Zusatzlich lassen sich diese Ergebnisse dahingehend
deuten, dass die Ausbildung der Flagellenauslenkung in der Z-Ebene unabhé&ngig
vom Rollvorgang ist. Durch die Verwendung von Atomkraftmikroskopie, wie von Allen
und Kollegen beschrieben (Allen et al.,, 2010), kénnten Kraftmessungen am Kopf
adharenter Spermatozoen durchgefihrt werden, um nachzuweisen, dass die
Entstehung der fur den Rollvorgang benétigten Kraft von der wellenférmigen

Flagellenbewegung abhangt.
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In dieser Arbeit wurde fir freischwimmende, rollende Spermatozoen am proximalen
Teil des Flagellums, in Bezug zum Spermatozoenkopf, sowohl positive als auch
negative Flagellenauslenkungen in der Z-Ebene detektiert (Abbildung 23A), wahrend
adharente Spermatozoen ausschliel3lich eine negative Auslenkung am proximalen
Teil des Flagellums aufweisen (Abbildung 24B). Dies konnte darauf zurickzufuhren
sein, dass die untersuchten adharenten Spermatozoen mit ihrem Kopf an die
Oberflache der oberen Kammerbegrenzung binden, wodurch am proximalen Teil des
Flagellums nur ein negativer Flagellenausschlag méglich ist.

Um die vierdimensionale Spermatozoenbewegung weiter zu charakterisieren, wurde
der Rollvorgang muriner freischwimmender, unkapazitierter Spermatozoen mittels
Intensitatsmessungen untersucht. Dabei konnte eine transiente Zunahme der
Intensitat des vom Spermatozoenkopf reflektierten Lichts bei jedem Rollvorgang
beobachtet werden (Abbildung 27A). Dieses optische Signal, das sowohl in den
rekonstruierten Projektionen als auch in frGheren Arbeiten mittels konventioneller
Mikroskopieanalysen detektiert wurde, kann als Marker fur die zeitliche Bestimmung
des Rollvorgangs verwendet werden (Babcock et al., 2014; Miki und Clapham,
2013). Anhand dieses Signals kann auch fir bovine und humane Spermatozoen ein
Rollvorgang identifiziert werden (Muschol et al., 2018). Die Chiralitatsbestimmung
des Rollvorgangs in dieser Arbeit basierte auf der spezifischen Form des murinen
Spermatozoenkopfs (Breed, 2004; Breed und Yong, 1986), die es ermdglicht, den
Kopf in eine konkave bzw. in eine konvexe sowie in eine rechte bzw. in eine linke
Seite einzuteilen (Abbildung 20A). Die visuelle Analyse des Rollvorgangs entlang der
Langsachse ergab fur murine freischwimmende, unkapazitierte Spermatozoen eine
alternierende Rollbewegung im (CW) und gegen den Uhrzeigersinn (CCW)
(Abbildung 27A). Dabei rollt das Spermatozoon immer Uber die konvexe Seite des
Spermatozoonkopfs. Dies entspricht einer alternierenden 180°-Rollbewegung. Das
alternierende Muster von CW und CCW Rollzyklen Uber die konvexe Seite des
murinen Spermatozoonkopfs deutet auf ein chirales Gedachtnis hin, wodurch ein Tell
der Kraft, die fir das Rollen bendtigt wird, gespeichert und fiir den nachsten
darauffolgenden Gegenzyklus wiederverwendet wird. Ein chirales Gedéachtnis konnte
bereits fur  Seeigel-Spermatozoen  nachgewiesen werden, indem die
Spermatozoenkdpfe mit einer vibrierenden Mikropipette festgehalten und eine
Anpassung des ursprunglichen Flagellenschlags an die Vibrationsebene beobachtet
werden konnte (Gibbons et al., 1987). Nach Abschalten der durch die Mikropipette

verursachten Vibration, stellte sich spontan ein ahnlicher Flagellenschlag wie vor der
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Vibrationsbehandlung ein (Eshel et al., 1990; Nosrati et al., 2016). Anhand dieses
Ergebnisses lasst sich die Prasenz einer elastischen Ruckhaltekraft vermuten. Sollte
eine solche Kraft in Seeigel- und Méause-Spermatozoen existieren, kann diese Kraft
nicht in den aul3eren Fasern oder der fibrosen Hille des Flagellums gespeichert
werden, da diese bei Stachelhautern fehlen (Toshimori und Eddy, 2015).

Im Gegensatz zu murinen Spermatozoen besitzen bovine (Ounjai et al., 2012; Sleigh
und Kerkut, 2016) und humane (WHO, 1999) Spermatozoen eine symmetrische
Kopfmorphologie, sodass aktuell eine Chiralitatsbestimmung des Rollvorgangs
entlang der Langsachse mittels DHM nicht mdglich ist (Muschol et al., 2018). Des
Weiteren konnte eine hohe morphologische Variabilitat bei humanen
Spermatozoenkopfen nachgewiesen werden (Mai et al.,, 2002), wodurch sie eine
hohe Anzahl an lichtbrechenden Oberflachen besitzen und das durch das Rollen
hervorgerufene optische Signal variabler und die Chiralitatsanalyse mittels DHM
schwieriger ist (Muschol et al., 2018). Fur humane Spermatozoen wird in der
Literatur eine 360°-Rollbewegung entlang der Langsachse beschrieben (Ishijima et
al.,, 1992; Phillips, 1972). Miller und Kollegen postulieren, dass in humanen
Spermatozoen die asymmetrische Verteilung der lonenkanéle CatSper und Hv1 in
Nanodomanen fir die 360°-Rotationen von Spermatozoen entlang der Langsachse
wichtig sein kénnten (Miller et al., 2018). Sie erklaren diese Annahme damit, dass die
asymmetrische Verteilung des Hvl-Kanals eine einseitige, selektive Alkalisierung
des Axonems bewirken kdnnte, wodurch wiederum nur ein Teil der CatSper-Kanale
aktiviert werden wirde. Eine solche asymmetrische Aktivierung der Kanéle kdnnte zu
einem selektiven Ca?*-Anstieg im Flagellum fuhren, die Dyneinbewegung einseitig
hemmen und eine asymmetrische Steifheit des Axonems bewirken. Dieser Vorgang
konnte die Bewegungsrotation des Flagellums verstarken (Miller et al., 2018). Miller
und Kollegen postulieren weiterhin, dass die spezifische Position der lonenkandle
Hv1l und CatSper eine schnelle Signaltransduktion gewahrleistet und schlief3lich die
komplexen Zellbewegungen, wie die Hypermotilitdt und die Rotation, beeinflusst. In
diesem Zusammenhang konnten Miller und Kollegen ebenfalls zeigen, dass die
Inhibition des Hvl Kanals in humanen Spermatozoen zu einer &hnlichen 180°-
Rollbewegung entlang der Langsachse (Miller et al., 2018), wie die in dieser Arbeit
fur murine Spermatozoen identifizierte alternierende Rollbewegung, fuhrt. Da der
Hvl Kanal in Mausen nicht funktionell aktiv ist (Lishko et al., 2010), kann dieser fur
die, in dieser Arbeit beobachtete, murine 180°-Rollbewegung nicht verantwortlich

sein. Andere Studien wiesen ebenfalls eine Beteiligung des CatSper-Kanals, und



149

dem damit verbundenen Ca?*-Influx (Carlson et al., 2003; Ho et al., 2009), fur die
asymmetrische Rollbewegung nach (Ishijima et al., 1992; Ishijima und Hamaguchi,
1992).

In der Studie von Miller und Kollegen wurden die Rotationsanalysen durch subjektive
visuelle Betrachtung der Aufnahmen ohne Beriicksichtigung einer vierdimensionalen
Analyse durchgefuihrt (Miller et al.,, 2018). Die in dieser Arbeit verwendete
Rotationsbestimmung mittels DHM ermdéglicht eine vierdimensionale Analyse und
garantiert zusatzlich, durch die Verwendung von hoch numerischen Aperturlinsen,
eine zuverlassigere Messung des Rotationsvorgangs sowie der Chiralitat des
Rollvorgangs im Vergleich zu den in Vorarbeiten verwendeten konventionellen
Mikroskopieanalysen (Babcock et al., 2014; Miki und Clapham, 2013) und der
subjektiven Beurteilung von Miller und Kollegen (Miller et al., 2018).

In der Studie von Ishijama und Kollegen wurde die Bewegung von
Hamsterspermatozoen untersucht, die vertikal gegen ein Deckglas schwammen
(Ishijima et al., 1992). Die Analyse erfolgte anhand der anterioren Region des
Flagellenschlags und wies eine CCW Rollbewegung des Kopfs bei 76% der
analysierten Hamsterspermatozoen nach (Ishijima et al.,, 1992). Wéahrend ein
ahnliches Ergebnis fur Bullenspermatozoen beobachtet werden konnte, war die
Verteilung der Chiralitdit der Rollbewegungen bei humanen Spermatozoen
ausgeglichen (Ishijima et al., 1992). In einer anderen Studie von Ishijima und
Hamaguchi erfolgte die Betrachtung der Schwimmtrajektorien aus der
Vogelperspektive, wodurch eine CW Rollbewegung fur die Mehrheit der analysierten
Hamsterspermatozoen beobachtet wurde (Ishijima und Hamaguchi, 1992). Woolley
und Kollegen untersuchten die Chiralititt des Rollvorgangs von murinen
Spermatozoen, die ebenfalls vertikal gegen ein Deckglas schwammen, und konnten
fur alle analysierten Spermatozoen eine CW Rollbewegung entlang der gesamten
Trajektorie zeigen (Woolley, 2003). Die in dieser Arbeit gemachten Beobachtung,
dass bei allen untersuchten freischwimmenden murinen Spermatozoen eine CCW
Rollbewegung auf eine CW Rollbewegung folgt und umgekehrt (Abbildung 27A),
widerspricht der Beobachtung von Wolley. Diese verschiedenen Beobachtungen
fundieren auf den unterschiedlichen Analyseverfahren. Wahrend Wolley
Spermatozoen analysierte, die vertikal gegen ein Deckglas schwammen (Woolley,
2003), erfolgten die Analysen in dieser Arbeit mittels DHM an freischwimmenden
murinen Spermatozoen. Um zusatzlich einen Einfluss der Messkammerbegrenzung

auf die Bewegung der Spermatozoen auszuschliel3en, erfolgte die Messung in 20 um
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tieferen Messkammern (100 um) als bei Woolley (80 um) (Woolley, 2003). Da in
dieser Arbeit freischwimmende murine Spermatozoen, ohne
Bewegungseinschrankungen, analysiert wurden, scheint die von Wolley beobachtete
Rollbewegung darauf zu beruhen, dass die frontale Begegnung des
Spermatozoenkopfs mit dem Deckglas den CW oder den CCW Rollvorgang selektiv
unterdrickt. Aufgrund dessen ist davon auszugehen, dass die in dieser Arbeit
analysierte  alternierende  Rollbewegung der tatsachlichen, physiologisch
durchgeflihrten Bewegung muriner Spermatozoen entspricht.

Des Weiteren konnte ein asymmetrischer Flagellenschlag und die
Rotationsbewegung entlang der Langsachse des Spermatozoons als entscheidende
Faktoren fur die Rheotaxis identifiziert werden, wodurch Spermatozoen in der Lage
sind, gegen einen Flussigkeitsstrom zu schwimmen (Ishijima et al., 1992; Kantsler et
al., 2014; Miki und Clapham, 2013; Quill et al., 2003). Es ist bereits bekannt, dass die
Rheotaxis ein wichtiger Faktor fir die Spermatozoenorientierung im weiblichen
Genitaltrakt ist (Miki und Clapham, 2013). Miki und Clapham konnten zeigen, dass
eine positive Rheotaxis von der Rotationsbewegung des Flagellums abhangt, die
durch Ca?*-Influx Uber den CatSper-Kanal verstarkt wird und eine
stromaufwartsgerichtete Bewegung ermdglicht. Sie postulieren, dass die
Spermatozoenrotation eine zusatzliche Kraft generiert, um das Spermatozoon in der
Stromung zu positionieren (Miki und Clapham, 2013). Aufgrund der drei folgenden
Argumente schlussfolgern Miki und Clapham, dass die Rheotaxis ein wichtiger
Selektions- und Navigationsmechanismus im weiblichen Genitaltrakt ist. Erstens
fordert der Koitus die Flussigkeitssekretion im Ovidukt, wodurch die luminale
Stromung, durch die Zilienbewegung und die Muskelkontraktion im Isthmus, von der
Ampulle zum Uterus erhoht wird. Zweitens konnte bereits eine positive Rheotaxis
von murinen und humanen Spermatozoen in situ und in vitro nachgewiesen werden
und drittens konnte gezeigt werden, dass mittels Kapazitation, einhergehend mit
einer hyperaktivierten Motilitdt, und physiologischer Strémung Spermatozoen-
adhasion Udberwunden werden kann. Diese Faktoren fordern zusatzlich die
Spermatozoenrotationsbewegung, welche eine Anderung des planaren, zirkularen
Schwimmmusters zu einer direkten Schwimmbewegung bewirkt und entscheidend
fur die Navigation im Ovidukt ist (Miki und Clapham, 2013). Da nur 10-20
Spermatozoen die Ampulle erreichen (Ishijima et al., 1986; Miki und Clapham, 2013),
postulieren Miki und Clapham zusatzlich, dass die Stromung im Ovidukt neben der

Navigation der Spermatozoen zur Oozyte, kapazitierte Spermatozoen selektiert, die
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in der Lage sind den Cumulus oophorus und die Zona pellucida zu durchdringen und
die Oozyte erfolgreich zu fertilisieren. Mittels 3D Analysen des
Spermatozoenschwimmverhaltens im murinen Ovidukt, konnten Wang und Larina
ebenfalls in vivo nachweisen, dass die Rheotaxis eine entscheidende Rolle bei der
Lenkung der Spermatozoen zur Ampulle einnimmt (Wang und Larina, 2018).

In dieser Arbeit wurden digital holografische Aufnahmen fur die 4D Analyse der
Schwimmtrajektorie von murinen unkapazitierten Spermatozoen verwendet. Es
konnte gezeigt werden, dass die asymmetrisch geformten Kopfe muriner
Spermatozoen durch alternierendes Rollen eine lineare Bewegungsrichtung
gewahrleisten (Abbildung 29A). Zusatzlich konnte mittels Procrustesanalysen fir alle
untersuchten freischwimmenden murinen Spermatozoen eine CW Chiralitat der
Schwimmtrajektorie beobachtet werden (Abbildung 30). Dieses Ergebnis deutet
daraufhin, dass eine CW Chiralitat der Schwimmtrajektorie ein konserviertes
Bewegungsmuster muriner Spermatozoen ist. Auch fir Schwimmtrajektorien boviner
Spermatozoen konnte eine CW Chiralitdit nachgewiesen werden (Muschol et al.,
2018). Diese Ergebnisse suggerieren zusatzlich eine fehlende Korrelation zwischen
der Morphologie des Spermatozoenkopfs und der Chiralitdt der Schwimmtrajektorie.
Bovine Spermatozoen besitzen keinen sichelférmigen Kopf wie murine
Spermatozoen (Flaherty und Breed, 1982), sondern einen planaren, abgerundeten
Kopf (Masuda, 1995; Ounjai et al., 2012; Sleigh und Kerkut, 2016).

Holografische Aufnahmen wurden bereits in friheren Studien verwendet, um den
Weg von humanen (Su et al., 2012) sowie von equinen Spermatozoen (Su et al.,
2013; Su et al., 2012) zu untersuchen. In diesen Arbeiten konnte gezeigt werden,
dass eine planare Trajektorie meist bei Spermatozoen (ca. 40% der
Spermatozoenpopulation) gefunden wurde, die nahe der Messkammerbegrenzung
schwammen. Su und Kollegen postulierten daher, dass die Kammerbegrenzung
(Probenvolumen 9 pl) ein einflussreicher Faktor fiir den Ubergang von
Schwimmmustern sein kénnte (Su et al., 2013). In dieser Arbeit konnten ebenfalls
planare, zirkuldre Schwimmtrajektorien bei murinen nicht rollenden Spermatozoen in
groReren Messkammern (100 um Tiefe mit einem Probenvolumen von 65 pl)
beobachtet werden (Abbildung 28B). Diese Beobachtung schlie3t daher einen
Einfluss der Messkammerbegrenzung fur die Ausbildung planarer zirkularer
Trajektorien aus, sodass es sich bei diesem Bewegungsmuster nicht um ein Artefakt
des Versuchsaufbaus handelt. Bereits in friiheren Arbeiten konnte gezeigt werden,

dass Spermatozoen, die keine alternierenden 180°-Drehungen des Kopfs austiben,
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nicht in linearen Mustern, sondern sich in kreisformigen Trajektorien fortbewegen
(Kreislaufer) (Babcock et al., 2014). Dabei liegt der Kopf des nicht rollenden
Spermatozoons entweder auf der rechten oder der linken Seite (Babcock et al.,
2014). Durch die asymmetrische Form des murinen Spermatozoenkopfs werden
diese Spermatozoen zu Kreisschwimmern, deren Trajektorie entweder eine CW
Orientierung, wenn der Kopf auf der linken Seite liegt oder eine CCW Orientierung
besitzt, wenn der Kopf auf der rechten Seite liegt (Babcock et al., 2014). Zirkular
schwimmende murine Spermatozoen zeigen keine periodischen Oszillationen und
somit keine Rollvorgange des Spermatozoenkopfs (Abbildung 27B). Diese
Beobachtung konnte ebenfalls fir bovine Spermatozoen gemacht werden (Muschol
et al.,, 2018). Die Ergebnisse deuten darauf hin, dass beim Ausbleiben des
Rollvorgangs die asymmetrischen Flagellenschlage Ursache fir die Produktion
zirkularer Trajektorien sind. In den Arbeiten von Su und Kollegen zeigten 25% der
analysierten Spermatozoenpopulation eine Trajektorie, die mit einem verdrehten
Band vergleichbar war, welche von den Autoren als schraubenférmige (helikale)
Trajektorie beschrieben wurde (Su et al., 2013; Su et al., 2012). Die in dieser Arbeit
fur die meisten freischwimmenden Spermatozoen identifizierten irregularen helikalen
Trajektorien konnten maoglicherweise ebenfalls zu dieser Gruppe gezahlt werden.
Modellierungen schraubenférmiger Trajektorien gilt es weiter zu untersuchen.

In dieser Arbeit konnte das vierdimensionale Schwimmverhalten, die
Schwimmtrajektorie und der Flagellenschlag muriner Spermatozoen mittels DHM
analysiert werden. Zusatzlich konnten erstmals Chiralitatsanalysen der
Rollbewegung entlang der Langsachse und der Schwimmtrajektorie durchgefihrt
werden, die ein konserviertes Bewegungsmuster flr unkapazitierte Spermatozoen

nachwies.

9.2 Die DHM ermoglicht 4D Geschwindigkeitsanalysen von

Spermatozoen

Fur die Untersuchung von humanen Ejakulatproben wird in der Klinik CASA als
routinemaRig standardisierte Methode eingesetzt. Sie ermdglicht eine
Konzentrationsbestimmung, sowie eine Geschwindigkeitsanalyse der gesamten
Spermatozoenpopulation in 2D (Talarczyk-Desole et al., 2017; Vantman et al., 1988).
Das Potential von CASA fir die Beurteilung mannlicher Fertilitdt konnte bereits 1985

von Holt und Kollegen durch die Korrelation der Schwimmgeschwindigkeit von
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Spermatozoen im Seminalplasma mit der Befruchtung Zona-freier Hamsteroozyten
und humaner Oozyten in vitro gezeigt werden (Holt et al., 1985). Aktuell wird die
CASA-Methode fur die Beurteilung mannlicher Fertilitat kontrovers diskutiert (Amann
und Waberski, 2014; Gallagher et al., 2018). Faktoren, wie die strikte Einhaltung der
vom Hersteller angegebenen CASA-Einstellungen, der Einsatz von geschultem
Personal sowie die Benutzung von Leja-Messkammern (Leja Products B.V.) fur die
humane Spermatozoenanalyse sind essentiell fir die Gewinnung zuverlassiger
Daten (Bailey et al., 2007; Mortimer et al., 2015). Trotz Einhaltung dieser Parameter
wiesen Talarczyk-Desole und Kollegen Unterschiede in den Motilitatsanalysen
mittels CASA und einer durch geschultes Personal durchgefuihrten manuellen
Spermatozoenanalyse nach (Talarczyk-Desole et al., 2017). Ein weiterer Nachteil der
Spermatozoenanalyse mittels CASA ist die ausbleibende Differenzierung der
ermittelten Geschwindigkeitsparameter von sich kreuzenden Spermatozoen
(Talarczyk-Desole et al.,, 2017). Zusatzlich kann der Flagellenschlag der
Spermatozoen nicht beurteilt werden (Mortimer et al., 2015). Eine vielversprechende
Erweiterung fur das Verstandnis der Spermatozoenschwimmbewegung ist die
Analyse in 3D mittels holografischer Aufnahmen (Di Caprio et al., 2010; Gallagher et
al., 2018; Mico et al., 2008). Die DHM ermoéglicht die Rekonstruktion der
Spermatozoenschwimmtrajektorie in 4D und wurde in dieser Arbeit fur die Analyse
des Spermatozoenschwimmverhaltens sowie fur die Berechnung der Spermatozoen-
schwimmgeschwindigkeit verwendet. Andere Studien verwendeten ebenfalls die
DHM fur vierdimensionale Geschwindigkeitsberechnungen (Daloglu et al., 2018; Su
et al., 2012).

In dieser Arbeit wurden die dreidimensionalen Daten des Kopf-Trackings mit Hilfe der
Koala-Software (Version 6) von Lyncée Tec., durch die numerische Kalkulation der
Projektionen in der XY-Ebene in verschiedenen Fokalebenen, und der
anschlieBenden Verwendung der Spyder-Software (Pyton 2.7) generiert (Colomb et
al., 2010; Rappaz et al, 20050 wund fir die Berechnung der
Spermatozoengeschwindigkeit in 2D und 3D verwendet. Fiur die Validierung der
DHM als Methode fir Geschwindigkeitsanalysen von Spermatozoen wurde die
kurvenlineare Geschwindigkeit (VCL) humaner Spermatozoen mittels CASA (2D)
und DHM (2D, 3D) bestimmt und miteinander verglichen (Abbildung 33). Die VCL
wird in der Literatur als der charakteristischste Bewegungsparameter fur die
Spermatozoenfunktion beschrieben (De Geyter et al.,, 1998), bei der die

Geschwindigkeit des Spermatozoons entlang der gesamten Distanz gemessen wird
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(Mortimer, 2000). Es konnte ein geringer Unterschied zwischen den 2D VCL-Daten
vom Digital Holografischen Mikroskop und den von CASA beobachtet werden
(Abbildung 33). Dieser Unterschied lasst sich damit erklaren, dass bei der DHM die
VCL-Bestimmung auf Einzelzellanalysen basiert, wodurch die VCL der gesamten
Trajektorie bestimmt werden kann, wahrend bei CASA die Moglichkeit besteht, dass
die Software mehrere VCL-Werte fir ein Spermatozoon berechnet, wenn seine
Trajektorie wahrend der Aufnahme von einem anderen Spermatozoon gekreuzt wird
(Talarczyk-Desole et al., 2017). Somit konnte in dieser Arbeit gezeigt werden, dass
mittels DHM ebenfalls Geschwindigkeitsanalysen durchgefiihrt werden konnen.
Mittels DHM sind im Gegensatz zu CASA dreidimensionale Bewegungsanalysen
maoglich (Di Caprio et al.,, 2010; Gallagher et al., 2018; Mico et al., 2008). Dieser
Vorteil wurde in der vorliegenden Arbeit ausgenutzt, um dreidimensionale
Geschwindigkeitsanalysen von Spermatozoen durchzufihren. Bei Einbezug der
dritten Dimension in die Geschwindigkeitsanalyse konnte eine hohere VCL im
Vergleich zu den 2D Analysen detektiert werden (Abbildung 33). Eine Anderung der
Geschwindigkeit nach Einbezug der dritten Dimension konnte bereits von Hiramoto
und Kollegen beobachtet werden (Hiramoto et al., 1981). In dieser Studie wiesen
Spermatozoen von Stachelhautern, die nahe der Oberfliche schwammen, eine
signifikant geringere Geschwindigkeit als freischwimmende Spermatozoen auf.
Dieses Ergebnis deutet darauf hin, dass bei der Verwendung unvollstadndiger
Datensatze, in diesem Fall die Verwendung von 2D VCL-Daten, nicht die gesamte
Geschwindigkeit bestimmt werden kann, da eine Ebene nicht bericksichtigt wird.
Des Weiteren konnen die 3D-Daten durch die zusatzlich enthaltenen Informationen
zu einem besseren Verstandnis des Spermatozoenschwimmverhaltens und dessen
Relation zur méannlichen Infertilitdt beitragen (Guerrero et al., 2011). Das Potential
der 3D-Analyse liegt darin, Spermatozoen als motil identifizieren zu kdnnen, die sich
hauptséachlich in der dritten Dimension bewegen und deshalb von CASA als immotil
detektiert werden. Damit stellt die 3D Analyse eine Methode dar, mit der die
Ejakulatparameter des Mannes genauer bestimmt und die Erfolgschancen, z.B.
durch die Selektion von hoch motilen Spermatozoen bei einer IVF erhdht werden

kdnnten.
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9.3 Die Induktion der Kapazitation fuhrt zu biochemischen und

biophysikalischen Veranderungen

In dieser Arbeit konnte bereits die vierdimensionale Schwimmbewegung
unkapazitierter Spermatozoen mittels DHM untersucht und die DHM als Methode fir
Geschwindigkeitsanalysen bestatigt werden. Im Folgenden wurde die Induktion der
Kapazitation in vitro auf Proteinebene und anhand vierdimensionaler
Bewegungsanalysen Uberprift. Dazu wurden murine Spermatozoen fur 1 h in
Kapazitationspuffer inkubiert. Als Kontrolle dienten Spermatozoen, die 1 h in einem
physiologischen HS-Puffer inkubiert wurden. Die im Kapazitationspuffer enthaltenen
Bestandteile, wie HCOsz, BSA und Ca?', konnten bereits in verschiedenen
Saugetieren als essentielle Faktoren fir die Induktion der Kapazitation nachgewiesen
werden (Visconti et al., 1995a; Visconti et al., 2002; Yanagimachi, 1994a). Diese
Faktoren sind ebenfalls entscheidend fir die frihe Aktivierung von Spermatozoen.
Wahrend der frilhen Aktivierung bewirken diese Faktoren eine Induktion der
Spermatozoenmotilitét, gekennzeichnet durch eine Zunahme der Schlagfrequenz
(Wennemuth, 2004). Bei der spaten Aktivierung, der Kapazitation, fuhrt HCOs™ zu
einer intrazellularen pH-Erhohung (Parrish et al., 1989; Zeng et al., 1996), einer
Aktivierung der loslichen Adenylatzyklase (engl.: soluble adenylyl cyclase, sAC)
einhergehend mit einem Anstieg der zyklischen Adenosinmonophosphat (CAMP)-
Konzentration (Chen et al.,, 2000; Litvin et al., 2003) und einer Aktivierung der
Proteinkinase A (PKA). HCOs fordert zusatzlich die Offnung spannungsabhangiger
Ca?*-Kanale (Carlson et al., 2007; Wennemuth et al., 2003b), wodurch die
intrazellulare Ca?*-Konzentration ansteigt und den sAC-Signalweg zusatzlich
aktiviert. Die Aktivierung der PKA fiihrt zu erhéhten Tyrosin-Phosphorylierungen von
Proteinen an der fibrosen Huille des Flagellums (Visconti et al., 1995b) und zur
Zunahme der Schlagfrequenz durch die Phosphorylierung von Dyneinketten
innerhalb des Axonems (Harrison, 2004; Hess et al., 2005; Nolan et al., 2004;
Okamura et al., 1985; Salathe, 2007; Wennemuth, 2004). Zusatzlich bewirkt der
Efflux von Cholesterol aus der Zellmembran die Induktion der Hypermaotilitat (Jones
et al., 2007; Shadan et al., 2004).

In dieser Arbeit konnte nach Kapazitation muriner Spermatozoen ebenfalls eine
gesteigerte Tyrosin-Phosphorylierung mittels Western Blot Analysen (Abbildung 34)
und eine Zunahme der Schlagfrequenz nachgewiesen werden (Abbildung 36). Des
Weiteren fihrt die Kapazitation zu einer erhdohten VCL (Goodson et al.,, 2011;
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Mortimer und Mortimer, 1990) und einer grofl3eren lateralen Auslenkung des
Spermatozoenkopfs (Mortimer und Mortimer, 1990). Eine Steigerung der VCL
(Abbildung 35) und der lateralen Auslenkungen des Kopfs (Abbildung 37) konnte
mittels DHM ebenfalls nach Kapazitation gezeigt werden. Wahrend Goodson und
Kollegen mittels CASA eine um den Faktor 1,3 gesteigerte VCL und laterale
Auslenkung des Kopfs fuir murine Spermatozoen nach Kapazitation nachweisen
konnten (Goodson et al., 2011), zeigte die 3D Analyse mittels DHM in dieser Arbeit
eine Zunahme der VCL um den Faktor 1,6 (Abbildung 35) und um den Faktor 1,8 fur
die laterale Auslenkung des Kopfs (Abbildung 37). Dieser Unterschied basiert
vermutlich auf der Verwendung von 3D- statt, wie Goodson und Kollegen, von 2D-
Daten (Goodson et al., 2011).

Folglich konnte die Induktion der Kapazitation aufgrund der gesteigerten Tyrosin-
Phosphorylierungen, der Zunahme der Schlagfrequenz und der VCL sowie der
lateralen Auslenkungen des Spermatozoenkopfs erfolgreich etabliert werden.
Anschliel3end wurde der Einfluss der Kapazitation sowie des Kontakts zum muzZP2
Glykoproteins auf die vierdimensionale Schwimmbewegung muriner Spermatozoen

mittels DHM untersucht.

9.4 Der Kontakt zum muZP2 Glykoprotein verédndert die

Schwimmbewegung kapazitierter Spermatozoen

Die Literatur beschreibt in Mensch und Maus eine konservierte, am N-Terminus
gelegene Domane des ZP2 Glykoproteins als essentiellen Spermatozoenligand der
ZP (Avella et al., 2014; Bhakta et al., 2019; Jimenez-Movilla und Dean, 2011).
Aufgrund dessen sollte in dieser Arbeit untersucht werden, ob es durch die Bindung
an das N-terminale muZP2 Glykoprotein zu einer Veranderung der
vierdimensionalen Schwimmbewegung muriner kapazitierter Spermatozoen kommt.
Dazu wurde zunéchst der N-Terminus des muZP2 Glykoproteins rekombinant
hergestellt, aus dem Zellkulturiberstand mittels Sepharosebeads aufgereinigt und in
PBS umgepuffert. Die anschlieRende Rekopplung des muZP2 Proteins an die
Sepharosebeads wurde auf Proteinebene mittels Western Blot Analysen validiert
(Abbildung 41) und die spezifische Bindung kapazitierter muriner Spermatozoen an
die mit muZP2 Glykoprotein beladenen Sepharosebeads mikroskopisch bestatigt
(Abbildung 43). Avella und Kollegen wiesen zusatzlich nach, dass es sich bei der,

auch in dieser Arbeit beobachteten Bindung muriner Spermatozoen an das muzZP2
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Glykoprotein um eine spezies-spezifische Bindung handelt (Avella et al., 2014). Um
zu untersuchen, ob die Bindung kapazitierter muriner Spermatozoen an den N-
Terminus des muZP2 Glykoproteins zu einer geanderten vierdimensionalen
Schwimmbewegung fuhrt, wurden die Spermatozoen zunachst kapazitiert.
Anschlie3end wurde erstmals deren vierdimensionale Bewegung nach Kontakt zum

muZP2 Glykoprotein anhand von digital holografischen Aufnahmen analysiert.

9.4.1 Verédnderung der Chiralitat der Schwimmtrajektorie nach Kontakt zum N-
terminalen muZP2 Glykoprotein

Mit Hilfe von Procrustesanalysen konnte der Einfluss der Kapazitation bzw. des
murinen N-terminalen ZP2 Glykoproteins auf die Chiralitat der Schwimmtrajektorie
muriner Spermatozoen untersucht werden. Die Chiralitatsanalysen zeigen, dass sich
das Bewegungsmuster muriner Spermatozoen nach Kapazitation im Vergleich zu
unkapazitierten Spermatozoen nicht verandert (Abbildung 44). Alle analysierten
unkapazitierten und kapazitierten Spermatozoen zeigen eine CW Chiralitdt der
Schwimmtrajektorie. Dieses Ergebnis impliziert, dass der Kapazitationsprozess die
Chiralitat der Schwimmtrajektorie nicht beeinflusst, dass die CW Chiralitat weiterhin
ein konserviertes Bewegungsmuster muriner Spermatozoen ist und dass dieses
Bewegungsmuster moglicherweise entscheidend fur das Erreichen der Oozyte ist.
Eine Anderung der Chiralitat zeigt sich fur kapazitierte Spermatozoen nach Kontakt
zum murinen ZP2 Glykoprotein (Abbildung 45). Wahrend alle untersuchten
kapazitierten Kontrollspermatozoen ohne Kontakt zum ZP2 Glykoprotein sowie nach
Bindung an unbeladene Sepharosebeads eine CW  Chiralitat ihrer
Schwimmtrajektorie zeigen, ist bei den analysierten Spermatozoen nach Kontakt
zum muZP2 Glykoprotein keine bevorzugte Chiralitit mehr nachweisbar
(Abbildung 45; Abbildung 47). Diese Bewegungséanderung kann ein entscheidender
Faktor fur die Penetration der ZP sein. Die ZP wird als extrazellulare Matrix, die die
Oozyte umgibt und als viskdse Grenze zwischen dem Oolemma und der Corona
radiata beschrieben (Bauskin et al.,, 1999; Sinowatz et al., 2001; Yanagimachi,
1994a). Mehrere Studien konnten bereits eine Korrelation zwischen der Viskositat
der Spermatozoenumgebung und einer Anderung der Schwimmbewegung
identifizieren. Wahrend Brokaw eine Abnahme der Flagellenbewegung, der
Flagellenamplitude und des daflr bendtigten Energieaufwands in viskdser Flussigkeit

detektierte (Brokaw, 1966), wiesen Suarez und Kollegen eine Steigerung der



158

Schwimm- und Flagellenbewegung hyperaktivierter Spermatozoen in viskbsem
Medium nach und korrelierten dieses Ergebnis mit einem mechanischen Vorteil beim
Passieren der viskdsen Oviduktsflissigkeit und der Kumulusmatrix (Suarez et al.,
1991). Es konnte ebenfalls eine Abnahme der Rotationsbewegung um die
Langsachse und eine damit verbundene planare Bewegung in Korrelation mit einer
Viskositatszunahme der Umgebung identifiziert werden (Woolley, 2003). Zusatzlich
wies Caballero-Campo eine Anderung der progressiven Motilitat von humanen
Spermatozoen nach Exposition von rekombinantem ZP2 nach (Caballero-Campo et
al., 2006). Die Ergebnisse dieser Studien und dieser Arbeit implizieren, dass fur die
Penetration der ZP eine Anderung des Spermatozoenbewegungsmusters und damit

auch eine Chiralitatsdnderung der Schwimmtrajektorie von Bedeutung sein kdnnten.

Eine weitere Erklarung fur die bei 50% der analysierten Spermatozoen identifizierte
Chiralitatsanderung nach ZP2 Glykoprotein Kontakt (Abbildung 45) kdnnte sein, dass
eine Anderung des intrazellularen lonenmilieus nach Bindung an ZP2 stattfindet,
wodurch Vorgange die fur die Penetration entscheidend sind aktiviert und die
Mechanismen  zur  Aufrechterhaltung der konservierten  Chiralitat  der
Schwimmtrajektorie vernachlassigt werden. Bereits in friheren Arbeiten konnte
gezeigt werden, dass in vivo die Zugabe von ZP zu kapazitierten Spermatozoen zu
einer intrazellularen Ca?*-Konzentrationserh6hung fihrt, wahrend die Zugabe eines
ZP-Inhibitors die ZP-induzierte Akrosomreaktion (AR) unterdrickt und die
intrazellulare Ca?*-Konzentration in murinen Spermatozoen reduziert (Bailey und
Storey, 1994; Florman, 1994; Florman et al., 2008). Ein essentieller Ca?*-lonenkanal
fur die Spermatozoenbewegung ist der CatSper-Kanal (Navarro et al., 2008; Ren et
al., 2001). Ein Anstieg der intrazellularen Ca?*-Konzentration Uber den CatSper-
Kanal fuhrt zur Hypermotilitat, zur Induktion der Kapazitation und ist essentiell fur die
Fertilisation (Carlson et al., 2003; Ren et al., 2001). In den letzten Jahren konnten
Versuche mittels Patch-Clamp Techniken zeigen, dass der CatSper-Kanal wichtig fur
die ZP induzierte Ca?*-Erh6hung bei murinen Spermatozoen ist (Miwa, 2015; Xia und
Ren, 2009b). Die intrazellulare Ca?*-Zunahme fihrt zur Induktion der AR und einer
Anderung der Spermatozoenmotilitat (Bjorkgren et al., 2016). Anhand dieser
Ergebnisse konnte die Hypothese aufgestellt werden, dass eine Anderung der
intrazellularen Ca?*-Konzentration Uber den CatSper-Kanal bei kapazitierten
Spermatozoen moglicherweise zu einer Chiralitdtsdnderung der Schwimmtrajektorie

fuhrt. Jedoch zeigen alle in dieser Arbeit untersuchten Kkapazitierten
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Kontrollspermatozoen  ebenfalls eine  konservierte CW  Chiralitdt  der
Schwimmtrajektorie, sodass kein Einfluss der Kapazitation auf die Chiralitdt der
Schwimmtrajektorie beobachtet werden konnte.

Eine weitere Anderung des intrazellularen lonenmilieus findet bei der Induktion der
AR statt, die Uber einen G-Protein induzierten intrazellularen Ca?*-Anstieg und eine
erneute intrazellulare pH-Erhéhung erfolgt (Florman et al., 1989; Ren und Xia, 2010;
Xia und Ren, 2009b). Die pH-Erhohung fihrt neben der Induktion der AR zur
Hyperaktivierung (Jeon et al., 2001). Die Zunahme der intrazellularen Ca?*-
Konzentration findet in der akrosomalen Region des Spermatozoenkopfs und im
Flagellum statt (Florman, 1994). Sie fuhrt einerseits zur Fusion der &auf3eren
akrosomalen Membran mit der Spermatozoenplasmamembran und zur Freisetzung
von proteolytischen Enzymen wie Akrosin und Hyaluronidase (Bleil und Wassarman,
1983; Chiu et al., 2010; Florman et al., 1992) als Voraussetzung fur die Penetration
der ZP und andererseits zur Erh6hung von Protein-Phosphorylierungen, die zur
Initiation der Hypermotilitét und der AR fuhren (Jha und Shivaji, 2002; Visconti et al.,
1995b; Visconti et al., 2002). Diese Prozesse, hervorgerufen durch eine Anderung
des intrazellularen lonenmilieus nach Bindung an die ZP, sind essentiell fir die
Fertilisation der Oozyte (Ho et al., 2002; Jeon et al., 2001; Luconi et al., 2006; Revelli
et al., 2002; Tasken und Aandahl, 2004). Die Aufrechterhaltung einer konservierten
Chiralitat der Schwimmtrajektorie scheint daher nicht zwangslaufig fir die
Fertilisation der Oozyte von No6ten zu sein, sodass die Haélfte der in dieser Arbeit

analysierten Spermatozoen eine geanderte Chiralitat aufwiesen.

9.4.2 Veranderung der vierdimensionalen Schwimmbewegung muriner
kapazitierter Spermatozoen nach Kontakt zum N-terminalen muZzZP2

Glykoprotein

Die weitere Analyse des Einflusses der Kapazitation auf die vierdimensionale
Bewegung muriner Spermatozoen ergibt, wie in der Literatur beschrieben (Goodson
et al, 2011; Mortimer und Mortimer, 1990), eine Steigerung der VCL nach
Kapazitation (Abbildung 48). Des Weiteren zeigen kapazitierte Spermatozoen nach
Kontakt mit dem ZP2 Glykoprotein eine erneute Steigerung der VCL, die allerdings
nicht signifikant ist (Abbildung 48). Diese Zunahme konnte sowohl flr kapazitierte
Spermatozoen nach Bindung an ein mit muZP2 Glykoprotein beladenem
Sepharosebead, als auch nach Kontakt mit in Kapazitationspuffer geldstem muzpP2
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Glykoprotein beobachtet werden (Abbildung 48). Die Zunahme der VCL kann mit
einer erhdhten Schlagfrequenz und Flagellenschlagsamplitude, wie sie bereits nach
ZP Bindung identifiziert werden konnte (Katz und Yanagimachi, 1981), erklart
werden. In dieser Arbeit zeigte sich ebenfalls eine leichte Steigerung der
Flagellenschlagsamplitude nach muzZP2 Glykoprotein Kontakt (Abbildung 53).
Caballero-Campo und Kollegen wiesen eine Steigerung der VCL nach Exposition
von rekombinantem ZP2 Glykoprotein nach (Caballero-Campo et al., 2006). Die
Zunahme der Amplitude verstarkt die Kraft des Flagellenschlags (Katz et al., 1987;
Katz et al., 1989), wodurch wiederum die Kraft gesteigert wird, mit der der
Spermatozoenkopf gegen die ZP schwimmt (Drobnis und Katz, 1990; Ishimoto und
Gaffney, 2016; Katz und Blake, 1975; Lighthill, 1976). Die Penetration der ZP erfolgt
nicht allein durch Krafteinwirkungen (Green, 1987). Es konnte bereits gezeigt
werden, dass Anderungen des Bewegungsmusters wahrend der Kapazitation
essentiell fur die Penetration der ZP und das Erreichen der Oozyte sind
(Yanagimachi, 1994a). Drobnis und Kollegen beschrieben eine bimodale Bewegung
des Flagellums wéahrend der Penetration der ZP, die einerseits durch eine hohe
Amplitude und eine niedrige Schlagfrequenz, und andererseits durch eine niedrige
Amplitude und eine hohe Schlagfrequenz charakterisiert ist (Drobnis et al., 1988). In
dieser Arbeit wurde die Schlagfrequenz nicht bestimmt, sodass eine Zuordnung zu
einem dieser Bewegungsmuster nicht méglich ist. Drobnis und Kollegen postulierten,
dass der asymmetrische Flagellenschlag und die oszillierende Bewegung des
Spermatozoenkopfs innerhalb der ZP mechanische Vorteile erzeugen, die fur die
Penetration der ZP essentiell sind (Drobnis et al., 1988). Kirichok und Lishko konnten
zusatzlich zeigen, dass eine asymmetrische Flagellenbewegung zu einem
kraftvolleren Flagellenschlag fuhrt, der fur die Penetration der Kumuluszellschicht
wichtig ist (Kirichok und Lishko, 2011). Im gleichen Jahr wies Ishijima die Bedeutung
von Transversalkraften, die durch langsam oszillierende hyperaktivierte
Spermatozoen generiert werden, fur die Penetration der ZP nach (Ishijima, 2011).
Die in dieser Arbeit leicht gesteigerte VCL und Flagellenschlagsamplitude
kapazitierter Spermatozoen nach ZP2 Glykoprotein Kontakt deuten ebenfalls darauf
hin, dass der Flagellenschlag entscheidend flr eine erfolgreiche Penetration der ZP
ist.

In dieser Arbeit konnte nach Kapazitation eine hohere pro Schlagzyklus
zurickgelegte Strecke muriner Spermatozoen im Vergleich zu unkapazitierten

Kontrollspermatozoen beobachtet werden (Abbildung 50). Zusétzlich konnte eine
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hohere pro Schlagzyklus zuriickgelegte Strecke von kapazitierten Spermatozoen
nach Kontakt mit einem muZP2 Glykoprotein beladenem Bead beobachtet werden
(Abbildung 50). Die Zunahme der Strecke geht einher mit einer groReren Amplitude
des Flagellenschlags (Abbildung 53) und einer gesteigerten VCL (Abbildung 48). Die
Zunahme der Amplitude verstarkt die Kraft des Flagellenschlags (Katz et al., 1987,
Katz et al.,, 1989), bewirkt eine Steigerung der Schwimmgeschwindigkeit und
resultiert damit in einer pro Schlagzyklus langeren zurtickgelegten Strecke. Um
dieses Ergebnis weiter zu validieren, soll in Folgearbeiten ebenfalls die
Schlagfrequenz von kapazitierten Spermatozoen bei Bindung an ein mit muzZP2
Glykoprotein beladenes Bead mittels DHM bestimmt werden. Wahrend Drobnis und
Kollegen bei Hamsterspermatozoen sowohl eine Ab- als auch Zunahme der
Schlagfrequenz nach Bindung an die ZP nachwiesen (Drobnis et al., 1988), konnten
Tollner und Kollegen eine Abnahme der Schlagfrequenz nach Bindung an die ZP bei
Spermatozoen von Makaken beobachten (Tollner et al., 2003). Ravaux und Kollegen
hingegen konnten zeigen, dass bei humanen Spermatozoen ein oszillierender
Flagellenschlag mit einer hohen Schlagfrequenz fir die Bindung an ZP-freien
Oozyten wichtig ist (Ravaux et al., 2016). Zwei Minuten nach Bindung an die Oozyte
stoppte die Flagellenbewegung und die Fertilisation der Oozyte wurde initiiert
(Ravaux et al., 2016). Diese Ergebnisse deuten darauf hin, dass eine Abnahme der
Schlagfrequenz wichtig fir die Penetration der ZP und eine Zunahme der
Schlagfrequenz wichtig fir die Bindung an die Oozyte und die Einleitung der
Gametenfusion ist.

Nach Kontakt mit in Kapazitationspuffer geléstem ZP2 Glykoprotein zeigt sich im
Vergleich zu den kapazitierten Kontrollspermatozoen eine leichte Reduktion der pro
Schlagzyklus zurtickgelegten Strecke (Abbildung 50). Dieser Unterschied zur pro
Schlagzyklus zuriickgelegten Strecke von kapazitierten Spermatozoen nach Kontakt
zu einem ZP2 Glykoprotein beladenem Bead konnte auf den von Su und Kollegen
beschriebenen unterschiedlichen Bewegungsmustern von kapazitierten
Spermatozoen basieren (Su et al.,, 2012). Sie unterteilen das hyperaktivierte
Schwimmmuster humaner Spermatozoen in zwei Gruppen. Die erste Gruppe
beschreibt eine sogenannte vorubergehende Hyperaktivierung, bei der die
Spermatozoen sich schldngelnd vorwartsbewegen. Zu der zweiten Gruppe werden
Spermatozoen mit einer sternformigen Trajektorie gezahlt, bei der die Spermatozoen
sich wenig vorwartsgerichtet bewegen. Letzteres korreliert mit einer Abnahme der

VSL (Su et al., 2012), sodass eine weitere Erklarung eine durch ZP2 ausgeltste
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Abnahme der Linearitdt korreliert mit einer Abnahme der pro Schlagzyklus
zurlckgelegten Strecke ware. Ein Zusammenhang zwischen der Abnahme der
Linearitat und einer Abnahme der VSL sowie einer damit verbundenen Reduktion der
pro Schlagzyklus zuriickgelegten Strecke konnte bereits nachgewiesen werden
(Burkman, 1991; Mortimer und Mortimer, 1990). Zusatzlich konnten Caballero-
Campo und Kollegen zeigen, dass nach ZP2 Glykoprotein Kontakt die Linearitat der
Schwimmtrajektorie humaner Spermatozoen, sowie dessen progressive Motilitat
abnahm, einhergehend mit der Forderung eines hyperaktivierten Bewegungsmusters
(Caballero-Campo et al., 2006). Aufgrund der in dieser Arbeit beobachteten hohen
Streuung der VSL Werte, kann keine Aussage Uber den Einfluss des ZP2
Glykoproteins auf die VSL getroffen werden (Abbildung 49). Daher kann die in dieser
Arbeit identifizierte Abnahme der pro Schlagzyklus zurtickgelegten Strecke bei
kapazitierten Spermatozoen nach Kontakt mit in Kapazitationspuffer gelostem zZP2
Glykoprotein nicht in Zusammenhang mit einer Abnahme der Linearitat bzw. der VSL
gebracht werden. Eine Erhéhung der Anzahl analysierter Spermatozoen soll in
Folgearbeiten genauere Ergebnisse zum Einfluss des ZP2 Glykoproteins auf die pro
Schlagzyklus zurtickgelegte Strecke und die VSL liefern.

Die Kapazitation fuhrt neben der Zunahme der VCL zu einer Linearitdtsabnahme der
Schwimmtrajektorie (Olds-Clarke, 1985; Suarez und Osman, 1987), wodurch die
VSL muriner (Goodson et al., 2011) und humaner Spermatozoen (Burkman, 1991;
de Lamirande und Gagnon, 1993; Mortimer und Mortimer, 1990) abnimmt. In dieser
Arbeit konnte keine Reduktion der VSL von kapazitierten im Vergleich zu
unkapazitierten Spermatozoen detektiert werden (Abbildung 49). Dies kdnnte an der
geringen Anzahl ausgewerteter Spermatozoen und der hohen Streuung der VSL
Daten von kapazitierten Spermatozoen liegen. Die hohe Streuung der VSL Daten
konnte mit der bereits erwdhnten Unterteilung des hyperaktivierten Schwimmmusters
in zwei Gruppen, die Su und Kollegen fir humane Spermatozoen identifizierten,
erklart werden (Su et al., 2012). In dieser Arbeit wurden vermutlich sowohl
Spermatozoen der ersten, als auch der zweiten Gruppe analysiert, womit die hohe
Varianz der VSL-Werte erklarbar ware. Aufgrund der hohen Varianz der VSL Werte
der kapazitierten Kontrollspermatozoen, kann keine zuverlassige Aussage Uber den
Einfluss der Kapazitation auf die VSL von murinen Spermatozoen getroffen werden
(Abbildung 49).

Weitere Charakteristika der Kapazitation sind eine Zunahme der lateralen

Auslenkung sowohl des Spermatozoenkopfs (Cooper, 1984; de Lamirande und
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Gagnon, 1993) als auch des Flagellenschlags (Cooper, 1984; Suarez und Osman,
1987), dessen vierdimensionale Analyse durch die Verwendung der DHM ermdglicht
wird. In dieser Arbeit konnte ebenfalls eine Steigerung der lateralen Kopfauslenkung
(Abbildung 51) sowie der Amplitude des Flagellenschlags (Abbildung 53) fur
kapazitierte im Vergleich zu unkapazitierten Spermatozoen beobachtet werden. Die
Zunahme der Flagellenschlagsamplitude bewirkt eine Zunahme der tangentialen
Krafte im Flagellum, wodurch die Spermatozoen in der Lage sind hoch viskdse
Strukturen, wie die ZP, zu durchdringen (Suarez, 2006). Ravaux und Kollegen
postulieren eine essentielle Bedeutung der oszilierenden Bewegung des
Spermatozoenkopfs, einhergehend mit einem spezifischen Flagellenschlag, fur die
Penetration der Oozyte (Ravaux et al., 2016). Die Bindung an muZP2 Glykoprotein
beladene Sepharosebeads filhrt zu einer geringen Steigerung der lateralen
Auslenkung des Spermatozoenkopfs, die nach Kontakt zu l6slichem ZP2
Glykoprotein nicht beobachtet werden kann (Abbildung 51). Da eine gesteigerte
laterale Auslenkung des Kopfs ein Charakteristikum des hyperaktivierten
Bewegungsmusters ist (Mortimer und Mortimer, 1990; Yanagimachi, 1994b) und
dieses nachweislich durch ZP2 stimuliert wird (Caballero-Campo et al., 2006), wéare
eine deutliche Zunahme der lateralen Auslenkung des Spermatozoenkopfs nach ZP2
Kontakt zu erwarten gewesen. Dies konnte in dieser Arbeit nicht bestétigt werden
(Abbildung 51). Mdglicherweise liegt dies daran, dass es sich in dieser Arbeit um
Einzelzellanalysen handelt und die zuféallig untersuchten Spermatozoen diese
Bewegungsénderung nicht zeigten. Daher soll in Zukunft einerseits die Anzahl der
analysierten Spermatozoen mittels DHM erhdht und andererseits kumulative
Analysen mittels CASA durchgefuhrt werden. CASA ermdglicht ebenfalls die
Untersuchung der lateralen Auslenkung des Spermatozoenkopfs (WHO, 2010).

Des Weiteren konnte nachgewiesen werden, dass der Kontakt zum muZP2
Glykoprotein erneut zu einem Anstieg der Flagellenamplitude bei murinen
kapazitierten Spermatozoen fuhrt (Abbildung 53). Wie bereits erwahnt, nehmen
durch die Zunahme der Flagellenschlagsamplitude ebenfalls die tangentialen Kréfte
im Flagellum zu, wodurch die Spermatozoen in der Lage sind hoch viskdse
Strukturen, wie die ZP, zu durchdringen (Suarez, 2006). Tollner und Kollegen wiesen
fur  Makaken-Spermatozoen ebenfalls eine  Zunahme der lateralen
Flagellenauslenkung nach Bindung an die ZP nach (Tollner et al., 2003). Die DHM
erlaubt zusatzlich eine vierdimensionale Analyse des Flagellenschlags, sodass

erstmals die Flagellenbewegung in 4D untersucht werden konnte. Zusatzlich zu der
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Steigerung der Flagellenauslenkung in der XY-Ebene, steigt ebenfalls die
Flagellenauslenkung in der Z-Ebene nach Kapazitation (Abbildung 55). AuRRerdem
zeigt sich tendenziell eine hohere Auslenkung des Flagellums in der Z-Ebene nach
Kontakt mit muZP2 Glykoprotein (Abbildung 55). Dieses Ergebnis entspricht den
Ergebnissen der Flagellenamplitude in der XY-Ebene (Abbildung 53) als
Charakteristikum der hyperaktivierten Motilitat (Katz und Yanagimachi, 1981). Stauss
und Kollegen konnten zeigen, dass eine hyperaktivierte Motilitat die Fahigkeit die ZP
zu penetrieren von kapazitierten Spermatozoen steigert (Stauss et al., 1995). Der in
dieser Arbeit bereits identifizierte Zusammenhang zwischen der Flagellenauslenkung
in der XY- und Z-Ebene flr unkapazitierte Spermatozoen (siehe Kapitel 8.1.1) deutet
darauf hin, dass neben der Flagellenauslenkung in der XY-Ebene auch die
Auslenkung in der Z-Ebene ein entscheidender Faktor fir eine erfolgreiche
Penetration der ZP und damit fur die Fertilisation ist.

Neben der Bewegung des Spermatozoons ist die Induktion der Akrosomreaktion
(AR), die erstmals 1952 beschrieben wurde (Dan, 1952), durch die Freisetzung
hydrolytischer Enzyme entscheidend fiir die Penetration der Oozyte (Puga Molina et
al.,, 2018; Wennemuth, 2017; Yanagimachi, 1994a). Nur akrosomal reagierte
Spermatozoen konnten im Perivitelinenraum von Oozyten gefunden werden
(Fleming und Yanagimachi, 1982; Inoue et al., 2011; Kuzan et al., 1984). Dieses
Ergebnis suggeriert eine Induktion der AR vor der Fusion des Spermatozoons mit der
Oozyte. Verschiedene Molekile werden in der Literatur als Initiatoren fir die AR
diskutiert (Beebe et al., 1992; Bleil und Wassarman, 1980a; Chakravarty et al.,
2005). Bleil und Wassarman konnten mittels funktionellen Assays eine, durch
murines ZP3 bzw. geloste murine ZP induzierte Akrosomexozytose in Vvitro
nachweisen (Bleil und Wassarman, 1990), sodass eine Induktion der AR an der ZP
postuliert wurde (Saling et al., 1979). Weitere Studien postulierten ebenfalls eine
durch die ZP induzierte bzw. geférderte AR (Bleil und Wassarman, 1983; Crozet und
Dumont, 1984; Uto et al., 1988). Welches ZP Glykoprotein essentiell fir die Induktion
der AR ist, wird kritisch diskutiert. Erste Fluoreszenzanalysen deuteten darauf hin,
dass bei Mausen die AR erst nach Bindung an die ZP initiiert wird (Storey et al.,
1984). Durch die Verwendung von rekombinanten Proteinen konnten Gupta und
Kollegen nachweisen, dass humanes ZP1, ZP3 und ZP4 die AR ausldsen, nicht aber
ZP2 (Gupta, 2015). Andere Studien wiesen ebenfalls ZP3 als AR-Initiator in Mausen
(Bleil und Wassarman, 1980a) und Menschen (Vanduin et al.,, 1994) nach. Im

Gegensatz dazu konnten Baibakov und Kollegen mittels transgener Mause



165

nachweisen, dass nur bei intaktem humanen ZP2 Glykoprotein die Bindung und
Penetration der ZP maglich ist (Baibakov et al., 2012). Dieses Ergebnis konnte auch
fur das muzZP2 Glykoprotein gezeigt werden (Avella et al., 2014), sodass ebenfalls
das ZP2 Glykoprotein als Ausloser fur die AR fungieren konnte. Baibakov und
Kollegen wiesen jedoch nach, dass die Bindung an die ZP keine Induktion der AR
auslost (Baibakov et al., 2007). Zusatzlich wiesen akrosomreagierte im Vergleich zu
akrosomintakten Spermatozoen eine hohere Effizienz, die ZP zu durchdringen auf
(Jin et al., 2011). Avella und Kollegen konnten ebenfalls zeigen, dass murine und
humane Spermatozoen am N-Terminus des ZP2 Glykoproteins auch nach der
akrosomalen Exozytose gebunden bleiben (Avella et al., 2016). Weitere Studien
ergaben, dass die Mehrheit der Spermatozoen vor Penetration der
Kumuluszellschicht bereits akrosomal reagiert ist (Hino et al., 2016; Muro et al.,
2016) und nur 5% der Spermatozoen, die die Ampulle passieren ein intaktes
Akrosom besitzen (La Spina et al., 2016). Diese Untersuchungen suggerieren eine
Initiation der AR bei der Migration der Spermatozoen durch den weiblichen
Genitaltrakt (Bhakta et al., 2019).

Zusammengefasst konnte erstmals mit dem N-terminalen muZP2 Glykoprotein ein
Faktor gefunden werden, der eine Anderung der Chiralitat der Schwimmtrajektorie
hervorruft. Zusatzlich bewirkt der Kontakt zum muZP2 Glykoprotein eine
Veranderung der vierdimensionalen Schwimmbewegung muriner kapazitierter
Spermatozoen. Diese vierdimensionalen Bewegungsanderungen sind
maoglicherweise essentiell, um die ZP, als Voraussetzung fur eine erfolgreiche

Fertilisation der Oozyte, zu penetrieren.

9.5 Bedeutung der raumlichen Nahe zur Oozyte bzw. zur Oozyte
mit Kumuluszellschicht fur das Schwimmverhalten muriner

Spermatozoen

In der vorliegenden Arbeit konnte bereits eine Anderung des vierdimensionalen
Bewegungsmusters muriner kapazitierter Spermatozoen nach ZP2 Glykoprotein
Kontakt mittels DHM gefunden werden, sodass im Folgenden untersucht wurde, ob
sich die vierdimensionale Bewegung muriner Spermatozoen bereits in rdumlicher
N&ahe zur Oozyte bzw. zur Oozyte mit Kumuluszellschicht verandert. Diese Analyse
soll Bewegungsmuster identifizieren, die notwendig fur eine erfolgreiche Befruchtung

sind. Bisherige Untersuchungen erfolgten kumulativ mittels CASA, sodass in dieser
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Arbeit der Vorteil der DHM, vierdimensionale Analysen auf Einzelzellniveau
durchfiihren zu kénnen verwendet wurde, um potentiell spezifische Anderungen des
Schwimmverhaltens in rdumlicher Nahe zur Oozyte bzw. zur Kumuluszellschicht zu
identifizieren. Eine Anderung der Spermatozoenbewegung als Antwort auf einen
durch den Kumuluskomplex hervorgerufenen chemischen Gradienten (Chemotaxis)
wird in der Literatur als ein Parameter fur die Spermatozoenselektion im weiblichen
Genitaltrakt beschrieben (Eisenbach, 1999; Giojalas und Rovasio, 1998; Oliveira et
al., 1999; Ralt et al., 1994). Speziesabhangig sind bereits Molektile wie Progesteron
beim Menschen (Blackmore et al., 1990; Lishko et al., 2011; Strunker et al., 2011)
und Resact bei Seeigeln (Arbacia punctulata) (Seifert et al., 2015) identifiziert
worden, die direkt bzw. Gber Signalkaskaden zur Aktivierung von CatSper-Kanélen
fuhren. Progesteron, das von der humanen Kumuluszellschicht freigesetzt wird
(Schuetz und Dubin, 1981), konnte als ein Chemoattraktant fur die Navigation
humaner Spermatozoen zur Oozyte identifiziert werden (Villanuevadiaz et al., 1995).
Die Freisetzung des Progesterons fuhrt zu einer Stimulation des CatSper-Kanals und
einer damit verbundenen erhohten intrazellularen Ca?*-Konzentration (Lishko et al.,
2011; Smith et al., 2013; Strunker et al., 2011). Die erhohte Ca?*-Konzentration
nimmt eine essentielle Rolle fur die Induktion der hyperaktivierten Motilitat humaner
Spermatozoen ein (Gakamsky et al., 2009; Suarez, 2008; Uhler et al., 1992).

In dieser Arbeit wurde erstmals ein potentieller Einfluss der raumlichen Nahe zur
Oozyte bzw. zur Kumuluszellschicht auf die Chiralitat der Schwimmtrajektorie
unkapazitierter und kapazitierter Spermatozoen mittels Procrustesanalysen
untersucht. Dabei zeigten alle analysierten unkapazitierten und kapazitierten
Spermatozoen eine CW Chiralitat ihrer Schwimmtrajektorie (Abbildung 57). Dieses
Ergebnis impliziert erneut, dass der Kapazitationsprozess die Chiralitat der
Schwimmtrajektorie nicht beeinflusst, dass die CW Chiralitat weiterhin ein
konserviertes Bewegungsmuster muriner Spermatozoen ist und dass dieses
Bewegungsmuster mdglicherweise entscheidend fir das Erreichen der Oozyte ist.
Unabhéngig vom Kapazitationsstatus &andert sich die Chiralitat der
Schwimmtrajektorie muriner Spermatozoen in rdumlicher N&he zur Oozyte bzw. zur
Oozyte mit Kumuluszellschicht nicht (Abbildung 57). Alle untersuchten murinen
Spermatozoen zeigen eine CW Chiralitat der Schwimmtrajektorie. Dieses Ergebnis
konnte implizieren, dass eine CW Chiralitat fir die Penetration der
Kumuluszellschicht sowie fir das Erreichen der Oozyte essentiell ist. Dieses

Ergebnis soll anhand eines neuen Versuchsaufbaus validiert werden. Dafir soll ein
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Mikrokanal, wie von Xie und Kollegen beschrieben, bei der die Oozyte bzw. die
Oozyte mit Kumuluszellschicht so platziert wird, dass die Spermatozoen nur von
einer Richtung auf die Oozyte zu schwimmen kdnnen, verwendet werden (Xie et al.,
2010). Somit soll ausgeschlossen werden, dass die fehlende Anderung der Chiralitat
darauf beruht, dass die Konzentration der von der Oozyte bzw. vom
Kumuluskomplex sezernierten Signale, die das Spermatozoon erreichen, zu gering
ist. Die in dieser Arbeit ausbleibende Anderung der Chiralitat der Schwimmtrajektorie
muriner Spermatozoen konnte ebenfalls darauf beruhen, dass die sezernierten
Signale der Oozyte bzw. der Kumuluszellschicht durch die Wahl der 100 pm grof3en
Messkammer zu stark verdinnt wurden, sodass die Konzentration, die fur eine
Bewegungséanderung essentiell wére, zu gering ist. Andere Studien, die ebenfalls
den Einfluss des Kumulus-Oozyten-Komplex auf die Schwimmbewegung muriner
Spermatozoen untersuchten, verwendeten eine Kammer mit einer Héhe von 20 pm
(Li et al., 2015). Der Einfluss der Messkammerhohe soll in Folgearbeiten ebenfalls
durch die Verwendung einer Messkammer mit einer 20 um Hohe, bzw. mittels eines
Mikrokanals, wie von Xie und Kollegen beschrieben, verhindert werden (Xie et al.,
2010). Somit kbnnte eine gerichtete Bewegung entgegen eines Konzentrations-
gradienten  (Rheotaxis) untersucht und potentielle  Anderungen  des
vierdimensionalen Schwimmmusters identifiziert werden. Die Rheotaxis wird bereits
als ein wichtiger Faktor fur die Spermatozoenorientierung im weiblichen Genitaltrakt
beschrieben (Miki und Clapham, 2013).

Anschlie3end wurde der Einfluss der Oozyte bzw. der Kumuluszellschicht anhand
der X-, Y- und Z-Koordinaten der holografischen Aufnahmen auf die
dreidimensionale Geschwindigkeit unkapazitierter und kapazitierter muriner
Spermatozoen untersucht. Nach in vitro Kapazitation konnte, wie in der Literatur
beschrieben (Goodson et al., 2011; Mortimer und Mortimer, 1990), eine hohere VCL
muriner Spermatozoen im Vergleich zu den unkapazitierten Spermatozoen
identifiziert werden (Abbildung 59). Die raumliche Nahe zur Oozyte bzw. zur Oozyte
mit Kumuluszellschicht bewirkt bei unkapazitierten Spermatozoen im Vergleich zu
den unkapazitierten Kontrollspermatozoen keine Anderung der VCL (Abbildung 59).
Eine Anderung der VCL von unkapazitierten Spermatozoen ist nicht zu erwarten, da
lediglich kapazitierte Spermatozoen in die raumliche Nahe zur Oozyte bzw. zur
Kumuluszellschicht in vivo gelangen und fahig sind, auf Signale ausgehend von der
Oozyte zu reagieren (Suarez und Dai, 1992; Topfer-Petersen et al., 2000). Die in

dieser Arbeit identifizierte leichte Reduktion der VCL von kapazitierten Spermatozoen
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in raumlicher Nahe zur Oozyte im Vergleich zu den entsprechenden
Kontrollspermatozoen (Abbildung 59) beruht vermutlich auf der Tatsache, dass die
Geschwindigkeiten in einer Spermatozoenpopulation variieren konnen, sodass
zuféllig vermehrt Spermatozoen analysiert wurden, die eine geringere
Geschwindigkeit als die Gesamtpopulation aufwiesen. Eine weitere Erklarung ware,
dass die Spermatozoen nicht kapazitiert waren, da bereits im Menschen gezeigt
werden konnte, dass lediglich 10% der Spermatozoenpopulation kapazitieren
(Cohen-Dayag et al., 1995; Giojalas et al., 2004; Jaiswal und Eisenbach, 2002).
Aufgrund der in dieser Arbeit vorherigen Uberpriifung der Induktion der Kapazitation,
auf Proteinebene und anhand vierdimensionaler Bewegungsanalysen (Kapitel 8.3),
konnen die beobachteten Unterschiede in der Geschwindigkeit nicht mit einer
fehlenden Induktion der Kapazitation erklart werden.

In dieser Arbeit konnte eine geringe Steigerung der VCL in raumlicher N&he zur
Oozyte mit Kumuluszellschicht fir kapazitierte Spermatozoen im Vergleich zu den
kapazitierten Kontrollspermatozoen identifiziert werden (Abbildung 59). Sun und
Kollegen konnten bereits nachweisen, dass sowohl die Kumuluszellschicht als auch
die Oozyte Chemoattraktanten sezernieren, wobei diese sezernierten Faktoren die
Motilitat humaner kapazitierter Spermatozoen nicht veranderten (Sun et al., 2005).
Im Gegensatz dazu konnten Fetterolf und Kollegen durch die Verwendung von
konditioniertem Medium von humanen Kumuluszellen eine Zunahme der humanen
Spermatozoengeschwindigkeit beobachten (Fetterolf et al., 1994). Die Bedeutung
dieser Beobachtung muss noch validiert werden, da die Kultivierung von
Kumuluszellen nachweislich zu einer Morphologiednderung fuhrt, die moglicherweise
die Physiologie dieser Zellen beeinflusst (Hong et al., 2004). Eine Anderung der
Spermatozoenbewegung als Antwort auf einen durch den Kumuluskomplex
hervorgerufenen chemischen Gradienten (Chemotaxis) wird in der Literatur als ein
Parameter fur die Spermatozoenselektion im weiblichen Genitaltrakt beschrieben
(Eisenbach, 1999; Giojalas und Rovasio, 1998; Oliveira et al., 1999; Ralt et al.,
1994). Speziesabhangig sind bereits Molekiile wie Progesteron beim Menschen
(Blackmore et al., 1990; Lishko et al., 2011; Strunker et al., 2011) und Resact bei
Seeigeln (Arbacia punctulata) (Seifert et al., 2015) identifiziert worden, die direkt bzw.
Uber Signalkaskaden zur Aktivierung von CatSper-Kanalen fihren. Progesteron, das
von der humanen Kumuluszellschicht freigesetzt wird (Schuetz und Dubin, 1981),
konnte als ein Chemoattraktant fir die Navigation humaner Spermatozoen zur

Oozyte identifiziert werden (Villanuevadiaz et al., 1995). Die Freisetzung des
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Progesterons fuhrt zu einer Stimulation des CatSper-Kanals und einer damit
verbundenen erhohten intrazellularen Ca?*-Konzentration (Lishko et al., 2011; Smith
et al., 2013; Strunker et al., 2011). Die erhohte Ca?*-Konzentration nimmt eine
essentielle Rolle fur die Induktion der hyperaktivierten Motilitat humaner
Spermatozoen ein (Gakamsky et al., 2009; Suarez, 2008; Uhler et al., 1992) und
fuhrt zu einer Progesteron-induzierten Steigerung der VCL (Sumigama et al., 2015).
Diese Zunahme der VCL konnten Giojalas und Rovasio ebenfalls nach Kontakt mit
einem Extrakt aus superovulierten Oozyten und dessen Kumuluszellen detektieren
(Giojalas und Rovasio, 1998). Bei Mausen ist der CatSper-Kanal jedoch insensitiv fur
Progesteron (Lishko et al., 2011), sodass ein anderer von den Kumuluszellen
sezernierter Faktor fir die in dieser Arbeit identifizierte leichte Steigerung der VCL
kapazitierter Spermatozoen in raumlicher Nahe zur Oozyte mit Kumuluszellschicht
verantwortlich sein muss (Abbildung 59). Kirichok und Kollegen konnten zeigen, dass
die intrazellulare Alkalisierung den murinen CatSper-Kanal aktiviert (Kirichok et al.,
2006). Pérez-Cerezales und Kollegen konnten jedoch fir murine Spermatozoen,
gemessen in einem niedrig viskdsem Medium, eine durch Progesteron induzierte
hyperaktivierte Motilitat nachweisen, wobei dieser Effekt in einem hdheren viskésem
Medium nicht mehr detektierbar war (Perez-Cerezales et al., 2016). Die Frage, ob
Progesteron die Motilitdt muriner Spermatozoen beeinflusst und falls dies zutrifft,
welcher Signalweg darin involviert ist, bleibt aktuell noch unbeantwortet.

Die Kapazitation fihrt neben der Zunahme der VCL zu einer Linearitdtsabnahme der
Schwimmtrajektorie (Olds-Clarke, 1985; Suarez und Osman, 1987), wodurch die
VSL muriner (Goodson et al., 2011) und humaner Spermatozoen (Burkman, 1991;
de Lamirande und Gagnon, 1993; Mortimer und Mortimer, 1990) abnimmt. Es konnte
keine Reduktion der VSL von kapazitierten im Vergleich zu unkapazitierten
Spermatozoen beobachtet werden (Abbildung 60). Dies kdnnte erneut an der
geringen Anzahl ausgewerteter Spermatozoen und der hohen Streuung der VSL
Daten von kapazitierten Spermatozoen liegen. Eine weitere Erklarung ware, wie
bereits erwahnt, die Unterteilung des hyperaktivierten Schwimmmusters in zweli
Gruppen, die Su und Kollegen bereits fur humane Spermatozoen identifizierten (Su
et al., 2012). In dieser Arbeit wurden vermutlich sowohl Spermatozoen der ersten, als
auch der zweiten Gruppe analysiert, womit die hohe Varianz der VSL-Werte
erklarbar wéare. Aufgrund der hohen Varianz der VSL Werte sowohl von kapazitierten
Spermatozoen in raumlicher N&he zur Oozyte, als auch zur Oozyte mit

Kumuluszellschicht, kann keine zuverlassige Aussage uber deren Einfluss auf die
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VSL getroffen werden (Abbildung 60). Wie bereits erwahnt korreliert das von Su und
Kollegen zur zweiten Gruppe zugeordnete Schwimmmuster mit einer Abnahme der
VSL (Su et al., 2012) und somit mit einem Linearitatsverlust der Schwimmtrajektorie
(Burkman, 1991; Goodson et al., 2011; Suarez und Osman, 1987). Wirden diese
Charakteristika auch auf die in dieser Arbeit analysierten Spermatozoen zutreffen,
ware zusatzlich eine Abnahme der pro Schlagzyklus zurtickgelegten Strecke zu
erwarten gewesen. Dies konnte in dieser Arbeit nicht bestéatigt werden
(Abbildung 60). Nachdem die VSL kapazitierter Spermatozoen bereits im Vergleich
zu der VSL von unkapazitierten Kontrollspermatozoen, unabhéangig von der
raumlichen N&he zur Oozyte bzw. zur Kumuluszellschicht, nicht reduziert ist, zeigt
sich ebenfalls keine Abnahme der pro Schlagzyklus zurtickgelegten Strecke beim
Vergleich von unkapazitierten und kapazitierten murinen Spermatozoen (Abbildung
60). Dies konnte daran liegen, dass ein Grof3teil der in dieser Arbeit zuféllig
analysierten Spermatozoen zu der von Su und Kollegen beschriebenen ersten
Gruppe, mit einer schlangelnden Vorwartsbewegung, gezahlt wirden (Su et al.,
2012). In Folgearbeiten soll die Anzahl der untersuchten Spermatozoen erhoht
werden, um Spermatozoen aus beiden Kategorien zu analysieren. Des Weiteren
konnte in dieser Arbeit weder ein Einfluss der Oozyte, noch der Kumuluszellschicht
auf die pro Schlagzyklus zuriickgelegte Strecke muriner kapazitierter Spermatozoen
detektiert werden (Abbildung 60). Die Abnahme der pro Schlagzyklus zurtickgelegten
Strecke von unkapazitierten Spermatozoen in rdaumlicher Nahe zur Oozyte bzw. zur
Oozyte mit Kumuluszellschicht lasst sich physiologisch nicht erklaren, da nur
kapazitierte Spermatozoen fahig sind, auf Signale ausgehend von der Oozyte oder
der Kumuluszellschicht zu reagieren (Suarez und Dai, 1992; Topfer-Petersen et al.,
2000).

Die Analyse des Einflusses der raumlichen Nahe zur Oozyte bzw. zur Oozyte mit
Kumuluszellschicht zeigt weder eine Anderung der lateralen Auslenkung des
Spermatozoenkopfs (Abbildung 62), noch der Flagellenamplitude (Abbildung 63),
sowohl fur unkapazitierte als auch fur kapazitierte Spermatozoen. Dasselbe Ergebnis
zeigt die Analyse des Flagellenschlags in der Z-Ebene (Abbildung 64). In dieser
Arbeit konnte anhand des verwendeten Versuchsaufbaus kein Einfluss der
raumlichen Nahe zur Oozyte bzw. zur Oozyte mit Kumuluszellschicht auf das
vierdimensionale Schwimmmuster muriner unkapazitierter und kapazitierter
Spermatozoen festgestellt werden. Diese Ergebnisse implizieren, dass weder die

Oozyte, noch die Kumuluszellschicht die Schwimmbewegung muriner Spermatozoen
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durch sezernierte Signale direkt beeinflusst. Ein durch die Oozyte bzw. durch den
Kumuluskomplex hervorgerufener chemischer Gradient konnte in dieser Arbeit,
aufgrund fehlender Bewegungsanderungen, nicht identifiziert werden. Dies
widerspricht der Beobachtung von Giojalas und Rovasio, die bereits 1998 sowohl
eine Anderung von dynamischen Parametern, als auch eine gerichtete Bewegung zu
einem Oozyten-Kumulus-Gemisch beobachteten (Giojalas und Rovasio, 1998).
Oliveira und Kollegen wiesen ebenfalls ein gedndertes Bewegungsmuster muriner
Spermatozoen als Antwort auf Faktoren der Oozytenmikroumgebung nach und
postulierten eine Bedeutung dieser Faktoren in vivo flr eine gerichtete Bewegung
der Spermatozoen zur Oozyte (Oliveira et al, 1999). Eine Anderung der
Flagellenbewegung, charakterisiert durch ein erhéhtes, einseitiges Schlagen des
Flagellums, konnte nach Kontakt zum Kumulus-Oozyten-Komplex fir murine
ejakulierte Spermatozoen beobachtet werden (Li et al., 2015). Ein Grund fur die in
dieser Arbeit ausbleibenden Anderungen des Spermatozoenschwimmverhaltens in
raumlicher Nahe zur Oozyte bzw. zur Kumuluszellschicht kénnte die Zeit sein. Die
holografischen Aufnahmen in dieser Arbeit erfolgten sofort nach Zugabe der Oozyten
und Kumuluszellen sowie der Spermatozoen in die Messkammer. Moéglicherweise
war die Zeit zu kurz, um einen von der Oozyte bzw. der Kumuluszellschicht
ausgehenden Gradienten aufzubauen, sodass in Folgearbeiten eine Vorinkubation
der Oozyte bzw. der Oozyte mit Kumuluszellschicht in der Messkammer bei 37°C
durchgefuhrt werden soll. Ein Einfluss der Oozyte auf die Schwimmbewegung
humaner Spermatozoen konnte nach Bindung des Spermatozoons an die Oozyte
bereits beobachtet werden (Ravaux et al., 2016). Ravaux und Kollegen wiesen ein
spezifisches Bewegungsmuster humaner Spermatozoen nach, das charakterisiert ist
durch eine oszillierende Kopf-Bewegung auf der Oozyten-Plasmamembran,
hervorgerufen durch einen spezifischen Flagellenschlag (Ravaux et al., 2016). Dieser
Flagellenschlag ist charakterisiert durch eine hohe Frequenz und eine oszillierende
Bewegung. Ravaux und Kollegen konnten zusatzlich zeigen, dass zwei Minuten nach
Bindung an die Oozyte die Flagellenbewegung stoppte und die Fertilisation der
Oozyte iniitiert wurde (Ravaux et al., 2016). Daher postulieren sie eine essentielle
Bedeutung dieses Bewegungsmusters fir die Penetration der Oozyte.

Zusammengefasst konnten mit dem verwendeten Versuchsaufbau keine
physiologisch relevanten Anderungen des Spermatozoenschwimmverhaltens in
raumlicher Nahe zur Oozyte bzw. zur Oozyte mit Kumuluszellschicht beobachtet

werden.
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9.6 Schlussfolgerung

Zusammenfassend konnte in dieser Arbeit mittels DHM die vierdimensionale
Flagellenbewegung sowie das Rollverhalten und die Chiralitat der
Schwimmtrajektorie unkapazitierter Spermatozoen analysiert werden. AufRerdem
wurde die DHM fur Geschwindigkeitsanalysen von Spermatozoen etabliert. Eine
Anderung der Schwimmbewegung muriner kapazitierter — Spermatozoen,
insbesondere eine Chiralitdtsdnderung der Schwimmtrajektorie, konnte nach Kontakt
zum muZP2 Glykoprotein beobachtet werden. Es zeigte sich kein fur physiologische
Prozesse relevanter Einfluss der murinen Oozyte bzw. der Kumuluszellschicht unter
den in dieser Arbeit verwendeten Bedingungen auf das vierdimensionale
Schwimmverhalten muriner unkapazitierter und kapazitierter Spermatozoen.

Spermatozoen durchlaufen bei der Passage des weiblichen Genitaltrakts einen
Reifungsprozess (Kapazitation), der Voraussetzung fur die Induktion der
Hypermotilitat ist und eine erfolgreiche Befruchtung der Oozyte erméglicht (Marquez
und Suarez, 2007; Yanagimachi, 1994b). Es konnte gezeigt werden, dass lediglich
kapazitierte Spermatozoen in die raumliche Nahe zur Oozyte bzw. zur
Kumuluszellschicht in vivo gelangen und fahig sind, auf Signale ausgehend von der
Oozyte zu reagieren (Suarez und Dai, 1992; Topfer-Petersen et al., 2000). Die
Kapazitation bewirkt eine Membran Hyperpolarisation, einen Anstieg des
intrazellularen pH-Werts und der cAMP-Konzentration sowie eine erhohte Ca?*-
Aufnahme und eine gesteigerte Protein-Tyrosin-Phosphorylierung, vermutlich durch
die PKA-Aktivitat (Abbildung 65) (Visconti et al., 1995a; Visconti et al., 1995b). Die
intrazellularen Veranderungen ermoglichen die Bindung von Spermatozoen an die
ZP und die Induktion der AR sowie die Hyperaktivierung als Voraussetzung fir die
Penetration und Fusion mit der Oozyte (Bleil und Wassarman, 1983; Chiu et al.,
2010; Florman et al., 1992). Diese Anderungen des intrazellularen lonenmilieus
erfolgen Uber spezies-spezifische lonenkanéle (Abbildung 65). Einige spezies-
spezifische Faktoren, die eine Anderung des intrazellularen lonenmilieus
hervorrufen, konnten bereits identifiziert werden. In humanen Spermatozoen aktiviert
das von der Kumuluszellschicht sezernierte Progesteron den humanen CatSper
Kanal und bewirkt einen Ca?*-Einstrom (Brenker et al., 2012; Lishko et al., 2011;
Strunker et al., 2011), der Uber die Aktivierung einer Spermatozoen spezifischen AC
zur Erhéhung der cAMP Konzentration und zur Aktivierung der PKA und somit zur
Induktion der Hypermotilitat fihrt (Gakamsky et al., 2009; Suarez, 2008; Uhler et al.,
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1992). Neben dem Progesteron konnten weitere Faktoren gefunden werden, die
einen CatSper-abhangigen Ca?*-Einstrom stimulieren. Dazu zahlen die zyklischen
Nukleotide (cAMP und cGMP) (Chen et al., 2000; Esposito et al., 2004; Hess et al.,
2005), die sAC (Chen et al.,, 2000; Esposito et al., 2004), ein Zona pellucida
Glykoprotein (Bailey und Storey, 1994; Florman, 1994; Florman et al., 1989), das
Serum Albumin (Bailey und Storey, 1994; Xia und Ren, 2009a), die intrazellulare
Alkalisierung (Chavez et al., 2014; Mannowetz et al., 2013) und der pH-Wert (Lishko
et al., 2011; Lishko und Kirichok, 2010). Durch die Alkalisierung des intrazellularen
Milieus Uber sNHE (Garcia und Meizel, 1999; Lee, 1984; Lee und Garbers, 1986;
Lee et al., 1983; Zeng et al., 1996) oder zusatzlich tber Hvl-Kanéle bei humanen
Spermatozoen andert sich der intrazellulare pH-Wert (Lishko et al., 2010; Lishko und
Kirichok, 2010) und bewirkt einerseits einen CatSper-abhangigen Ca?*-Einstrom bei
Seeigel-Spermatozoen (Seifert et al., 2015) und andererseits eine Aktivierung der K*-
Kanale, Slo3 bei murinen und Slol bei humanen Spermatozoen (Brenker et al.,
2014; Navarro et al., 2007; Zeng et al., 2011).

Neben Ca?* spielt fur die Kapazitation und Induktion der Hyperaktivitait HCOs™ eine
entscheidende Rolle. Durch die Vermischung des Vaginalsekrets mit der HCOs™-
reichen Samenflissigkeit, erhoht sich die extrazellulare HCOs-Konzentration
(Setchell et al., 1994), wobei der HCOs-Transport in die Spermatozoenzelle noch
nicht vollstandig aufgeklart ist. Sowohl Na*/HCOs-Kotransporter (NBC) (Demarco et
al., 2003; Romero und Boron, 1999), als auch Carboanhydrasen (Carlson et al.,
2007; Ekstedt et al., 2004; Parkkila et al., 1991; Wandernoth et al., 2010), die durch
ihre reversible Enzymreaktion den HCOs-Haushalt der Spermatozoen beeinflussen
(Wandernoth et al., 2015; Wandernoth et al., 2010) werden als Modelle fur die
HCOs-Aufnahme diskutiert. Die Beteilung des NBCs in murinen, humanen und
Seeigel-Spermatozoen konnte fur die initiale HCOs-Aufnahme nachgewiesen
werden (Demarco et al., 2003; Gunaratne et al., 2006; Puga Molina et al., 2018).
HCOgs fuhrt durch die Aktivierung der sAC uber den cAMP- und Ca?*-vermittelten
Signalweg zur Phosphorylierung der Dyneinketten innerhalb des Axonems, die die
Zunahme der Schlagfrequenz des Flagellums bewirken (Harrison, 2004; Hess et al.,
2005; Nolan et al., 2004; Okamura et al., 1985; Salathe, 2007; Wennemuth, 2004)
und durch die anschlielBenden Tyrosin-Phosphorylierungen die Hypermotilitat bzw.
die akrosomale Exozytose initiieren (Jones et al., 2007; Shadan et al., 2004; Visconti
et al., 1995b). Diese Anderung des Bewegungsmusters ist entscheidend fiir die

Penetration der Kumuluszellschicht (Quill et al., 2003), wodurch das Spermatozoon
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an die um die Oozyte liegende ZP binden kann. Die ZP nimmt eine entscheidende
Rolle bei der Fertilisation der Oozyte ein. Sie gewébhrleistet eine spezies-spezifische
Gametenerkennung, vermittelt die initiale Bindung der Spermatozoen an die Oozyte
und bildet einen sogenannten ,Zona Block® zur Verhinderung der Polyspermie aus
(Bleil et al., 1981; Dean, 1992; Gahlay et al., 2010; Wassarman, 1988). Aktuell
werden in der Literatur mehrere Modelle diskutiert, die entweder das Glykoprotein
ZP3 oder das Glykoprotein ZP2 als Zona Spermatozoenliganden beschreiben
(Bhakta et al., 2019). Verschiedene Arbeiten liefern Hinweise daftr, dass ZP2 fur die
priméare Keimzellerkennung verantwortlich ist (Avella et al., 2014; Avella et al., 2016;
Baibakov et al., 2012; Tian et al., 1997). Es konnte bereits gezeigt werden, dass die
Bindung von ZP-Glykoproteinen an den ZP-Rezeptor zu einen G-Protein
gekoppelten intrazellularen Ca?*-Anstieg und einer erneuten intrazellularen pH-
Erhohung fuhrt (Florman, 1994; Florman et al., 1989; Ren und Xia, 2010; Xia und
Ren, 2009b). Diese intrazellularen Anderungen bewirken eine Induktion der AR
(Florman et al., 2008; Florman und Storey, 1982; Florman und Wassarman, 1985).
Die pH-Erhdhung fuhrt neben der Induktion der AR zur Hyperaktivierung (Jeon et al.,
2001). Florman wies die Erhéhung der intrazellularen Ca?*-Konzentration sowohl in
der akrosomalen Region des Spermatozoenkopfs als auch im Flagellum nach
(Florman, 1994). Die Zunahme der intrazellularen Ca?*-Konzentration fuihrt zusatzlich
zur Induktion der akrosomalen Exozytose (Bleil und Wassarman, 1983; Chiu et al.,
2010; Florman et al., 1992) zur Erh6hung von Protein-Phosphorylierungen, die zur
Initiation der Hypermotilitéat und der AR fuhren (Jha und Shivaji, 2002; Visconti et al.,
1995b; Visconti et al., 2002). Dieser intrazellulare Ca?*- und pH-Anstieg konnte die
Anderung der progressiven Motilitat von humanen Spermatozoen nach Exposition
von rekombinantem ZP2 erklaren (Caballero-Campo et al.,, 2006). In dieser Arbeit
konnten ebenfalls Motilititsanderungen muriner kapazitierter Spermatozoen nach
ZP2 Kontakt nachgewiesen werden. Die beobachtete Erhéhung der kurvenlinearen
Geschwindigkeit (VCL) (Abbildung 48) sowie der pro Schlagzyklus zurtickgelegten
Strecke (Abbildung 50) resultieren vermutlich aus der ZP2 induzierten intrazellularen
Ca?*- und pH-Anderung. Ein Anstieg der intrazellularen Ca?*-Konzentration tiber den
CatSper-Kanal fuhrt ebenfalls zur Hypermotilitat (Carlson et al., 2003), charakterisiert
durch die Zunahme der Schlagfrequenzamplitude des Flagellums und einer
asymmetrischen Bewegungsform (Brokaw, 1979; Ho et al., 2002; Lindemann et al.,
1987; Suarez, 2008). Kirichok und Lishko konnten 2011 zeigen, dass diese

asymmetrische Bewegungsform zu einem kraftvolleren Flagellenschlag fuhrt, der
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notwendig fir die Penetration der Kumuluszellschicht ist (Kirichok und Lishko, 2011).
Nach Kontakt zum muZP2 Glykoprotein stieg ebenfalls die Flagellenschlags-
amplitude bei murinen kapazitierten Spermatozoen (Abbildung 53), sowie die
Flagellenauslenkung in der Z-Ebene (Abbildung 54). Die Zunahme der
Flagellenschlagsamplitude bewirkt eine Zunahme der tangentialen Kréafte im
Flagellum, wodurch die Spermatozoen in der Lage sind hoch viskdse Strukturen, wie
die ZP, zu durchdringen (Suarez, 2006). Ravaux und Kollegen postulieren ebenfalls
eine essentielle Bedeutung der oszillierenden Bewegung des Spermatozoenkopfs,
einhergehend mit einem spezifischen Flagellenschlag, fur die Penetration der Oozyte
(Ravaux et al., 2016). Aufgrund dessen scheinen die in dieser Arbeit beobachteten
Anderungen der Spermatozoenmotilitat ebenfalls entscheidend fiir die Penetration

der ZP und Voraussetzung fur eine erfolgreiche Fertilisation der Oozyte zu sein.

Anhand von Bewegungsanalysen konnte flir murine Spermatozoen eine
alternierende Rollbewegung (180°-Drehung) (Abbildung 27) (Babcock et al., 2014)
und fur humane Spermatozoen eine 360°-Rollbewegung entlang der L&ngsachse
beobachtet werden (Ishijima et al., 1992; Phillips, 1972). In dieser Arbeit konnte
gezeigt werden, dass der Rollvorgang entlang der Langsachse bei murinen
Spermatozoen mit der Amplitude des Flagellenschlags koordiniert ist. Dabei korreliert
eine lineare Schwimmtrajektorie mit einer hoéheren Flagellenschlagsamplitude im
Vergleich zu zirkular schwimmenden Spermatozoen (Abbildung 28). Die
Hypermotilitdt kapazitierter Spermatozoen ist ebenfalls durch eine Zunahme der
Schlagamplitude charakterisiert (Yanagimachi, 1970). Es konnte bereits gezeigt
werden, dass diese Anderungen des Bewegungsmusters wahrend der Kapazitation
essentiell fur die Penetration der ZP und das Erreichen der Oozyte sind
(Yanagimachi, 1994a). Die in dieser Arbeit identifizierte transiente Rollbewegung
entlang der Langsachse im Zusammenhang mit den beobachteten
Chiralitatsanderungen (Abbildung 27) kdnnen ebenfalls entscheidende Faktoren fir
den Selektionsprozess im weiblichen Genitaltrakt sein. Sie erlauben eine schnelle
Anderung der Schwimmtrajektorie, welche eine Maoglichkeit suggeriert, um auf
externe Reize zu reagieren. Miller und Kollegen wiesen zusatzlich einen Einfluss der
asymmetrischen Verteilung der lonenkanale CatSper und Hvl bei humanen
Spermatozoen fur die Ausuibung der 360°-Rotationen entlang der Langsachse nach
(Miller et al., 2018). Sie postulieren, dass die asymmetrische Verteilung des Hvl-

Kanals eine einseitige, selektive Alkalisierung des Axonems bewirken koénnte,
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wodurch wiederum nur ein Teil der CatSper-Kanéle aktiviert werden wuirde. Eine
solche asymmetrische Aktivierung der Kanale konnte zu einem selektiven Ca?*-
Anstieg im Flagellum fuhren, die Dyneinbewegung einseitig hemmen und eine
asymmetrische Steifheit des Axonems verursachen (Miller et al., 2018). Dieser
Vorgang konnte die Bewegungsrotation des Flagellums verstarken (Miller et al.,
2018). Miller und Kollegen postulieren weiterhin, dass die spezifische Position der
lonenkanédle Hvl und CatSper eine schnelle Signaltransduktion gewahrleistet und
schlie3lich die komplexen Zellbewegungen, wie die Hypermotilitdt und die Rotation,
beeinflusst. Diese asymmetrische Verteilung der lonenkandale kdnnte somit ebenfalls
einen Einfluss auf die Chiralitat der Schwimmtrajektorie haben. In den letzten Jahren,
konnten Versuche mittels Patch-Clamp Techniken zeigen, dass der CatSper-Kanal
wichtig fur die ZP induzierte Ca?*-Erhdéhung bei murinen Spermatozoen ist (Miwa,
2015; Xia und Ren, 2009b). Obwohl der Hv1l Kanal bei Mausen nicht aktiv ist, kdnnte
eine solche asymmetrische Kanalverteilung die in dieser Arbeit beobachtete
konservierte CW Chiralitat der Schwimmtrajektorie fir unkapazitierte und kapazitierte
Spermatozoen (Abbildung 46) erklaren. Aufgrund dieser konservierten Chiralitat der
Schwimmtrajektorie scheint der Kapazitationsprozess und die damit verbundenen
intrazellularen lonenkonzentrationen keinen Einfluss auf die Chiralitat der
Schwimmtrajektorie zu haben. Daraus schlussfolgernd scheint dieses konservierte
Bewegungsmuster entscheidend fir das Erreichen der Oozyte zu sein. Diese
Annahme wird unterlegt durch die ausbleibende Anderung der Chiralitat in raumlicher
Néhe zur Oozyte bzw. zur Kumuluszellschicht (Abbildung 57, Abbildung 58).

Nach Bindung an das murine ZP2 Glykoprotein scheint das fur unkapazitierte und
kapazitierte Spermatozoen ohne Kontakt zum ZP2 Glykoprotein beobachtete
konservierte Bewegungsmuster keine wichtige Rolle mehr zu spielen, da fur die
analysierten kapazitierten Spermatozoen nach ZP2 Kontakt ein ausgeglichenes
Verhéltnis von Schwimmtrajektorien mit einer CW und einer CCW Chiralitat zu
detektieren ist (Abbildung 45, Abbildung 47). Eine Erklarung fur die Aufhebung der
konservierten Chiralitatt ware, dass die Vorgédnge, die fir die Penetration
entscheidend sind aktiviert und die Mechanismen zur Aufrechterhaltung der
konservierten Chiralitat der Schwimmtrajektorie vernachlassigt werden. Andererseits
ware es denkbar, dass die Anderung der Chiralitat essentiell fur die Penetration der
ZP und der Oozyte ist. Um diese Hypothese zu bestéatigen, musste die Chiralitat von
den Spermatozoen untersucht werden, die zu einer erfolgreichen Befruchtung der

Oozyte fiihren. Die beobachtete Anderung der Chiralitat nach ZP2 Kontakt konnte
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durch Anderungen des intrazellularen lonenmilieus nach Bindung an ZP2 erklart
werden. Bereits in friheren Arbeiten konnte gezeigt werden, dass in vivo die Zugabe
von ZP zu kapazitierten Spermatozoen zu einer intrazellularen Ca?*-
Konzentrationserhéhung fiuhrt, wahrend die Zugabe eines ZP-Inhibitors die ZP-
induzierte AR unterdriickt und die intrazellulare Ca?*-Konzentration in murinen
Spermatozoen reduziert (Bailey und Storey, 1994; Florman, 1994; Florman et al.,
2008). Bleil und Wassarman konnten bereits mittels funktionellen Assays eine durch
murines ZP3 bzw. geloste murine ZP induzierte Akrosomexozytose in Vvitro
nachweisen (Bleil und Wassarman, 1990), sodass eine Induktion der AR an der ZP
postuliert wurde (Saling et al., 1979). Weitere Studien postulierten ebenfalls eine
durch die ZP induzierte bzw. geférderte AR (Bleil und Wassarman, 1983; Crozet und
Dumont, 1984; Uto et al., 1988). Welches ZP Glykoprotein essentiell fir die Induktion
der AR ist, wird aktuell kritisch diskutiert. Durch die Verwendung von rekombinanten
Proteinen konnten Gupta und Kollegen nachweisen, dass humanes ZP1, ZP3 und
ZP4 die AR auslosen, nicht aber ZP2 (Gupta, 2015). Andere Studien wiesen
ebenfalls ZP3 als AR-Initiator in Mausen (Bleil und Wassarman, 1980a) und
Menschen (Vanduin et al., 1994) nach. Sollte der Kontakt zum muZP2 Glykoprotein
trotz aktueller Erkenntnisse die AR ausldsen, ware zu erwarten, dass es durch die
akrosomale Exozytose zu einer Veranderung der intrazellularen Ca?*-Konzentration
kommt und sich auch das Bewegungsmuster des Flagellums, sowie die Chiralitat der
Schwimmtrajektorie &ndert, mit dem Ziel, die ZP zu penetrieren.

Zusammenfassend konnte in dieser Arbeit Anderungen des vierdimensionalen
Bewegungsmusters muriner Spermatozoen nach Kontakt zum muzZP2 Glykoprotein
identifiziert werden, die fur eine erfolgreiche Befruchtung der Oozyte essentiell sein
kénnten. Die Kenntnis Uber die biochemischen Grundlagen, die zur Motilitat fihren
und die sich kurz vor der Befruchtung veréndern, ist essentiell fir das Verstandnis
mannlicher Fertilitat und Infertilitdt. Das Modell zeigt die Ergebnisse dieser Arbeit im

logischen Kontext zu dem in der Literatur beschriebenen aktuellen Forschungsstand.
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Abbildung 65: Hypothetisches Modell zum Einfluss des ZP2 Glykoproteins auf die
Signaltransduktion muriner Spermatozoen

Das Modell zeigt den mdglichen Einfluss des ZP2 Glykoproteins auf die grundlegenden Mechanismen
der Signaltransduktion von murinen Spermatozoen. Dargestellt ist ebenfalls die Signaltransduktion
von humanen und Seeigel-Spermatozoen. Die spezies-spezifische Farbkodierung ist in der Legende
dargestellt. Die Aktivierung des ZP-Rezeptors, ausgeltst durch die Bindung von murinem ZP2, kénnte
ein assoziiertes G-Protein (GP) aktivieren, das eine Erhdhung des intrazellularen pH-Werts und der
intrazellularen Ca?*-Konzentration bewirkt. Die Erhdhung der intrazellularen Ca?*-Konzentration findet
in der akrosomalen Region des Spermatozoenkopfs und im Flagellum statt. Die G-Protein vermittelte
Signaltransduktion aktiviert die l6sliche Adenylatzyklase (AC) und initiiert letztendlich Tyrosin-
Phosphorylierungen, welche verantwortlich fir die beobachteten Motilitdtsdnderungen sein kdnnten.
Die Bindung an ZP2 fiihrt zu einer Anderung bzw. Aufhebung der zuvor beobachteten Chiralitat der
Schwimmtrajektorie von kapazitierten Spermatozoen. Der Mechanismus, der die Anderung der
Chiralitat und die der Motilitdt bewirkt ist bisher noch unbekannt (?). Die Beschreibung der kompletten

Abbildung ist in Abbildung 8 im Kapitel 3.5.2 dargestellt. Die Abbildung wurde modifiziert nach (Kaupp
und Strunker, 2017; Nishigaki et al., 2014).
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10 Ausblick

Obwohl in der Klinik bereits Verfahren fur die Behandlung von mannlicher Infertilitat
existieren (Insemination, ICSI und IVF) (Krause et al., 2011), steigt in den westlichen
Landern der Bedarf an ART-Verfahren (Centola et al., 2016; Jensen et al., 2008;
Jorgensen et al., 2012; Kupka et al., 2014; Romero-Otero et al., 2015; Swan et al.,
2000). Zur Diagnostik der ART wird meist CASA verwendet, wodurch die
Bestimmung der Zellkonzentration, Motilitdtt und Bewegungsmuster von
Spermatozoen mdglich ist (Mortimer, 2000). Da CASA jedoch fur den klinischen
Einsatz weiterhin kontrovers diskutiert wird, muss eine erganzende Methode zur
Analyse der Spermatozoenbewegung und der damit verbundenen Beurteilung der
Erfolgschancen von ART-Verfahren etabliert werden. Eine vielversprechende
Erweiterung ist die 3D Analyse der Spermatozoenbewegung mittels holografischer
Aufnahmen (Di Caprio et al., 2010; Gallagher et al., 2018; Mico et al., 2008). Ein
Informationsgewinn durch die 3D Bewegungsanalyse konnte bereits von einigen
Arbeitsgruppen belegt werden und die Ergebnisse des in dieser Arbeit
durchgefiihrten Vergleichs von CASA und DHM verifizieren diese Annahme. In
dieser Arbeit, sowie in Vorarbeiten (Muschol et al., 2018), konnte die DHM als
Methode etabliert werden, um die Flagellenbewegung und die Schwimmtrajektorie
von Spermatozoen in allen drei Ebenen (X, Y und Z) abhéangig von der Zeit zu
analysieren. Somit kdnnte die DHM durch die 4D Analyse der Flagellenbewegung
und der Schwimmtrajektorie in Zukunft dazu beitragen, Spermatozoen mit dem
Potential die ZP erfolgreich zu penetrieren, zu identifizieren.

Verschiedene Studien wiesen eine Beteiligung des CatSper-Kanals und dem damit
verbundenen Ca?*-Influx (Carlson 2003, Ho 2009) fur die asymmetrische
Rollbewegung nach (Ishijima 1992, Ishijima und Hamaguchi 1992). Aufgrund dessen
soll in Zukunft der Einfluss des CatSper-Kanals auf die alternierende Rollbewegung
entlang der Langsachse von murinen Spermatozoen mittels DHM anhand von
CatSper-Knockout Mausen untersucht werden. Zusétzlich soll zukunftig die
Bewegung von Seeigel-Spermatozoen mittels DHM untersucht werden, um zu
analysieren, ob die stabilisierenden Strukturen der Ultrastruktur des Flagellums im
Zusammenhang mit den, in dieser Arbeit beobachteten, alternierenden
Rollbewegungen des Kopfes mit vorgegebener  Chiralitat  besitzen.
Invertebratenspermatozoen wie die Seeigel-Spermatozoen besitzen im Gegensatz

zu Vertebratenspermatozoen keine stabilisierenden Strukturen innerhalb des
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Flagellums, also weder die Axonem umgebenden AulRenfibrilen noch eine
Ringfaserscheide (Toshimori und Eddy, 2015), wodurch sie als ein
Modellorganismus fir die oben beschriebenen Untersuchungen verwendet werden
konnen. Sollte ebenfalls eine alternierende Rollbewegung bei Seeigel-Spermatozoen
identifiziert werden, kdnnte belegt werden, dass die Rollbewegung unabhangig von
diesen Strukturen des Flagellums stattfindet. Zuséatzlich soll der Einfluss der
Zellmembran auf das Rollverhalten mittels demembranierter Spermatozoen
untersucht werden, da einige Studien einen Zusammenhang zwischen der
Plasmamembran und der Rotation entlang der Langsachse vermuten (Miki und
Clapham, 2013; Miller et al., 2018). Dabei soll die Demembranation von murinen
Spermatozoen anhand veroéffentlichter Protokolle erfolgen (Lesich et al., 2014; Lesich
et al.,, 2008; Okuno et al.,, 1976). Ein weiterer Vorteil von demembranierten
Spermatozoen ist, dass extrazellulare Veranderungen von lonen und Nukleotiden die
intrazellulare Konzentration simulieren. Dies bietet die Moglichkeit die Bedeutung von
Faktoren, die fir einen geordneten Ablauf des Schlagzyklus verantwortlich sind
(Mg?*, Ca?*, ATP) (Brokaw, 1975; Garbers et al., 1973), fur die Chiralitat der
Spermatozoenbewegung zu untersuchen. Um auszuschlieBen, dass die
beobachteten Chiralitaten der Schwimmtrajektorie sowie der Rollbewegung um die
Langsachse im Modellorganismus Maus auf den morphologischen Eigenschaften
des Spermatozoenkopfs beruht, sollen spezies-spezifische Vergleiche von
Bewegungsmustern durchgefiihrt werden. Ein mdglicher Ldsungsansatz, um in
Zukunft  représentative 4D  Chiralitatsanalysen  humaner oder boviner
Spermatozoenkopfe mittels DHM durchfihren zu kénnen, ware die Verwendung von
Glasbeads, da Spermatozoen nachweislich unspezifisch an Glas binden (Bessen et
al.,, 1980; Chapeau und Gagnon, 1987; Gibbons et al.,, 1976). Wenn das
Spermatozoon rollt, kbnnte anhand des am Spermatozoenkopf gebundenen Beads
untersucht werden, ob es sich um eine 360°-Rotation oder wie bei murinen
Spermatozoen um eine alternierende 180°-Drehung entlang der Rotationsachse des
Kopfs handelt. Diese Versuche sollen aufklaren, ob die Rollbewegungen entlang der
Langsachse ein spezies-spezifisches Bewegungsmuster ist und zu einem besseren
Verstandnis der Spermatozoenbewegung und damit zur Aufklarung des im
weiblichen Genitaltrakt stattfindenden Selektionsprozesse beitragen.

Um den Einfluss der Chiralitat muriner Spermatozoen auf die Penetration der ZP zu
untersuchen, sollen in Folgearbeiten Migrationsversuche durchgefuhrt werden. Sollte

eine Korrelation zwischen der Chiralitatsdnderung nach ZP2 Kontakt und der
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Migration bestehen, so musste sich ebenfalls eine Anderung der Chiralitat bei der
Durchquerung viskéser Flussigkeit, also bei einer Bewegung gegen einen
Wiederstand, zeigen. Sowohl fir Seeigel-Spermatozoen (Gibbons et al., 1987), als
auch fur die in dieser Arbeit untersuchten unkapazitierten und kapazitierten murinen
Spermatozoen ohne Kontakt zum N-terminalen ZP2 Glykoprotein konnte ein chirales
Gedachtnis identifiziert werden, wodurch ein Teil der Kraft, die fur das Rollen
bendtigt wird, gespeichert und fur den nachsten darauffolgenden Gegenzyklus
wiederverwendet wird.

Zusatzlich soll in Folgearbeiten untersucht werden, ob die Chiralitatsdnderung nach
ZP2 Kontakt nur ein vorribergehendes Ereignis ist. Sollte sich nach ZP2 Kontakt
erneut ein konserviertes CW Bewegungsmuster einstellen, wiirde dieses Ergebnis
dafiirsprechen, dass die Anderung der Chiralitat lediglich fur die Penetration der ZP
essentiell ist und das chirale Gedachtnis weiterhin besteht. Eine solche
voriibergehende  Anderung des Bewegungsmusters, mit anschlieRender
Ruckfuhrung auf das urspringliche Bewegungsmuster nach Ausschalten des
Stimulus, konnte bereits detektiert werden (Eshel et al., 1990; Nosrati et al., 2016).
Des Weiteren soll der Einfluss des CatSper-Kanals und die darUber induzierte
intrazellulare Ca?*-Zunahme auf die Chiralitdt der Schwimmtrajektorie untersucht
werden. Es ist zu erwarten, dass die Spermatozoen von CatSper-Knockout-Mausen
eine  CW Chiralitatt der Schwimmtrajektorie, wie die unkapazitierten
Kontrollspermatozoen, besitzen, da der CatSper-Kanal durch einen intrazellularen
Anstieg der Ca?*-Konzentration zur Hypermotilitat und zur Induktion der Kapazitation
fuhrt (Carlson et al., 2003; Ren et al., 2001). Im Anschluss sollen kapazitierte
Spermatozoen nach Kontakt mit ZP2 und einem CatSper-Inhibitor mittels DHM
analysiert werden. Sollten alle untersuchten Spermatozoen trotz ZP2 Kontakt wieder
eine konservierte CW Chiralitat der Schwimmtrajektorie aufweisen, kdnnte eine
essentielle Rolle des CatSper-Kanals fir die Chiralitdit der Schwimmtrajektorie
nachgewiesen werden. Zusatzlich soll eine mogliche Induktion der AR durch zZP2
mittels Spermatozoen transgener Mause, deren Akrosom durch GFP-Expression
grun fluoresziert, nach Kontakt zu ZP2 Glykoprotein beladenen Sepharosebeads
mittels des Digital Holografischen Mikroskops mit integriertem Fluoreszenzmodul
analysiert werden. Durch den Nachweis der Induktion der AR nach ZP2 Kontakt,
konnten die in dieser Arbeit identifizierten Anderungen der vierdimensionalen
Spermatozoenbewegung mit einem fir die Induktion der AR essentiellen Anstieg der

intrazellularen Ca?*-Konzentration erklart werden (Arnoult et al., 1999). Dabei wirde
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der Anstieg der intrazellularen Ca%*-Konzentration zu einer Anderung der Symmetrie
und der Schlagfrequenz des Flagellenschlags fiihren (Carlson et al., 2007; Carlson et
al., 2003; Nolan et al., 2004; Okamura et al., 1985; Wennemuth, 2004; Wennemuth
et al., 2003b; Wennemuth et al., 2000). Diese Anderung des Flagellenschlags konnte
Im Zusammenhang mit einer erfolgreichen Penetration der ZP und mit einer damit
einhergehenden Fertilisation der Oozyte stehen. Um diese Hypothese zu bestétigen,
soll der Ca?*-Einstrom, wie in Vorarbeiten bereits durchgefiihrt (Wennemuth et al.,
2003a), bei Bindung an das ZP2 Protein beladene Bead gemessen werden. Neben
der Tatsache, dass ZP2 mdglicherweise die AR generell nicht induzieren kann
(Gupta, 2015), konnte ein Ausbleiben der AR nach Bindung an die ZP2 beladenen
Beads darauf hindeuten, dass das rekombinante Protein mdglicherweise nicht aktiv
ist. Chakrvarty und Kollegen wiesen bereits durch die Verwendung von
rekombinanten ZP Glykoproteinen nach, dass die Glykosilierung der ZP Proteine
entscheidend fur die Induktion der AR ist (Chakravarty et al., 2008). Eine weitere
Moglichkeit ware, dass ZP2 einen Kofaktor wie z.B. ZP3 bendtigt, um die AR zu
induzieren. Diese Voraussetzung ist durch die Verwendung der nur mit ZP2
Glykoprotein beladenen Sepharosebeads nicht gegeben.

Ein Faktor des extrazellularen Milieus, der die Spermienselektion beeinflusst und die
Spermatozoen zur Oozyte navigieren kann ist die Modifikation als Antwort auf
Flissigkeitsstrom (Rheotaxis) (Fair et al., 2019; Kantsler et al., 2014; Miki und
Clapham, 2013; Omori und Ishikawa, 2016), sodass in Zukunft der Einfluss der
Rotationsbewegung auf die Rheotaxis mittels DHM durch den Vergleich von murinen
und humanen Spermatozoen untersucht werden soll. Dafiir sollen geschlossene
Perfusionskammer verwendet werden. Gleichzeitig soll der Einfluss der Rheotaxis
auf die vierdimensionale Bewegung unkapazitierter und kapazitierter Spermatozoen
mittels DHM untersucht werden, um Anderungen des Bewegungsmusters zu
identifizieren, die entscheidend fur das Erreichen der Oozyte sind bzw. um den
Vorgang der Spermatozoenselektion im weiblichen Genitaltrakt aufzuklaren.

In unterschiedlichen Spezies konnte eine Anderung der Spermatozoenbewegung
nach Bindung an die ZP detektiert werden (Katz und Yanagimachi, 1981). Aufgrund
dessen soll in Zukunft der Flagellenschlag muriner Spermatozoen wéhrend der
Bindung an die Oozyte und nicht, wie in dieser Arbeit durchgefuhrt, in rdumlicher
Nahe zur Oozyte bzw. zur Kumuluszellschicht mittels DHM untersucht werden. Diese
Untersuchung soll neue, grundlegende Erkenntnisse Uber den Flagellenschlag

wahrend des Fertilisationsprozesses liefern.
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